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Resumen

Recientemente, el papel de los factores ecoldgicos en la especiacion ha comenzado a
evaluarse criticamente. En insectos mariposas y moscas de la fruta, la evidencia
disponible indica que los cambios de habitat/dieta estan correlacionados con el
aislamiento reproductivo apuntando a que la adquisicion de nuevas plantas hospedadoras
podria ser clave en la sorprendente diversidad de los insectos fitofagos. Las especies
cactofilas del género Drosophila son modelos ideales para estudiar el papel de los
cambios de planta hospedadora en la adaptacion y la especiacion. D. luBeatii
koepferae se crian en los tejidos necroticos de cactaceas de los géneros Opuntya (tunas)
Trichocereus (cardones) y exhiben un cierto grado de especificidad de nicho. Se ha
propuesto que los cactus columnares y las tunas podrian representar dos tipos de recursos
claramente diferenciados, ya que difieren en varios aspectos relevantes para el ciclo de
vida de las moscas, como por ejemplo en su composicion quimica. Los primeros
presentan una mayor concentracién de compuestos toxicos, como alcaloides, y por lo
tanto representan un ambiente estresante durante el desarrollo larval; en tanto que las
tunas ofrecen un ambiente quimico mas benigno y rico desde el punto de vista nutricional.
Asimismo, cardones y tunas se diferencian en su predecibilidad espacial y temporal y sus
patrones de distribucidén geogréfica. Una prediccién basada en la relacion entre el uso de
plantas hospedadoras diferentes y la estructuracion poblacional es que el grado de
compartimentalizacién del recurso impondria diferentes grados de restriccion al flujo
génico. En este trabajo se estudid la variacion molecular y la estructura poblacional de
estas dos especies utilizando dos marcadores moleculares, COl y un grupo de
microsatélites especificos para estas especies. Se encontré que no hay estructuracion
genético-poblacional en D. buzzatdomo cabria esperar para una especie que utiliza un
recurso con una distribucion espacialmente homogénea (mas que los cardones) y
espacialmente predecible; en cambioD. koepferae, asociada a un recurso con una
distribucién mas compartimentalizada y menos predecible espacialmente, se encontré una
estructuracion poblacional.

Palabras clave: Drosophila koepferBeosophila buzzatii, estructura poblacional, variabilidad molecular,

ADN mitocondrial, microsatelites
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Abstract

What stories tell us mitochondrial DNA and microsatellites on population structure
of Drosophila koepferae and Drosophila buzzatii in Argentina?

The role of ecological factors in speciation has recently began to be critically evaluated.
In insects, the available evidence indicates that changes in habitat/diet are correlated with
reproductive isolation, particularly, in butterflies and fruit flies, suggesting that the
acquisition of new host plants could be a key factor in the amazing diversity of
phytophagous insects. Cactophilic species of the genus Drosophila are ideal models for
studying the role of changes in host plant adaptation and speci@tidruzzatii and D.
koepferae are two cactophilic species that inhabit the arid and semiarid lands of Argentina
and Bolivia. These species exhibit a certain degree of niche specificity since the former
breeds mainly in the necrotic tissues of cacti of the genus Opuntia (prickly pears) and the
latter on the necroses of plants of the genera Trichocereus (cardon) and Cereus, however
the available evidence points to a certain degree of niche overlap. Previous studies have
proposed that columnar cacti and prickly pears represent two distinct types of resources
since they differ in many aspects such as geographic distribution, chemical composition
and spatial and temporal predictability that are relevant to the life cycle of flies. On one
hand, columnar cacti represent stressful environments for larval development since they
have a high concentration of toxic compounds such as alkaloids and triterpenes. On the
other hand, unas offer a more benign chemical environment due to the absence of toxic
compounds and greater nutritional richness. A prediction based on the relationship
between the use of different host plants and population structure is that the degree of
compartmentalization of the specific resource imposes varying constraints to gene flow.
In this tesis, we studied molecular variation and population structure in D. buzzatii and
D. koepferae using two types of molecular markers, the mitochondrial gene C@l and
set of species-specific microsatellites. Our main findings are that natural populations of
D. buzzatii are not genetically structured as expected for a species that uses & resourc
with a spatially homogeneous distribution, while significant population structure was
detected in D. koepferae, a species associated with resources exhibiting more
compartmentalized and spatially less predictable breeding sites.

Keywords: Drosophila koepferaédrosophila buzzatii, population structure, molecular variability

mitochondrial DNA microsatellites
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CAPITULO

» Introduccion

1.1 Marco Teorico

1.1.1 El pensamiento evolutivo

La presente tesis se inspira, en la pregunta que Charles Darwin formulé como el
misterio de los misterios: ¢,cOmo surgen nuevas especies? (DarwinIsB8&9plucion
tanto como hecho y teoria es el hilo conductor que integra toda la informacién de la vida
sobre la tierra proveniente de todos los campos de la biologia, y explica cémo ha surgido
la biodiversidad (Gould 1983, Futuyma 1986, 1997). Es asi que los seres humanos nos
encontramos compartiendo el planeta junto con la enorme diversidad de organismos que
se han originado a través de diversos procesos y mecanismos a lo largo de la historia de
la vida sobre la tierra. Los procesos y mecanismos por los cuales se ha generado la
biodiversidad y su distribucién en el planeta, han sido y son el foco de interesantes e

intensos debates.

El primer mecanismo para explicar el surgimiento de la biodiversidad y de las
especies, la seleccién natural (St propuesto conjuntamente por Charles Darwin y
Alfred Wallaceenjulio de 1858 en la Sociedad Linneana de Biologia de Londres. A esta
presentacion le siguio la publicacion de “El origen de las especies”, la obra cumbre de
Darwin que reune una vasta cantidad de informacion, donde el autor desarrolla, entre
otros, el concepto de la seleccion natural. Desde la primera publicacion de “El origen de
la especies” (1859) la teoria de la evolucion ha atravesado diferentes etapas. En los afios
siguientes a su aparicion, las teorias darwinianas fueron primero leidas, para luego ser
evitadas por la comunidad cientifica a causa de algunas dificultades. Entre éstas -desde
un analisis historiografico internalista, es decir sélo teniendo en cuenta la relacion de los
postulados con el conocimiento hegemonico consolidado en la segunda mitad del siglo

XIX- se pueden enumerar las siguientes: la antigtiedad de la Tierra (segun los célculos de
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ese entonces no era suficiente como para que la seleccion natural hubiera producido los
efectos pretendidos) y la falta de una explicacién adecuada que diera cuenta deéorigen d
las variaciones necesarias para que opere la seleccion natural. A esto debemos sumar que
por aquellos tiempos se habian propuesto mecanismos alternativos que pretendian dar
cuenta del cambio, tales como la ortogénesis (evolucion dirigida en un solo sentido por
fuerzas que se originan dentro del organismo) o la herencia de caracteres adquiridos,
ambos postulados por J. B. Lamarck (Bowler y Morus 2005, Folguera y Lipko 2007)

Luego de las investigaciones de Mendel y posteriormente, de la sistematizacion
que se propugné con la integracion entre la genética de poblaciones, la sistematica y la
paleontologia, algunas de las teorias propuestas por Darwin fueron incorporadas en el
seno del pensamiento biologico. Esta integracion que le dio finalmente el protagonismo
a estas ideas se conoce como Teoria Sintética de la EvolucionfT&8EL982, Depew
y Werber 1996, Gould 2004,). En 1908, Godfrey H. Hardy (1877-1947), un matematico
inglés y Wilhelm Weinberg (1862-1937), un médico aleméan, dedujeron las ecuaciones
matematicas que permitieron extender las predicciones de la genética mendeliana al nivel
poblacional. En las dos décadas siguientes algunos genetistas como H. B. S. Haldane, R.
A. Fisher y S. Wright aportaron las herramientas mateméticas que posibilitaron la
integracion entre la genética mendeliana y la teoria darwiniana en una sintesis que se
conocidé como la “Teoria Sintética de la Evolucion” (TSE), Teoria Moderna de la
Evolucién o, simplemente, Neodarwinismo, que representd un hito en el pensamiento
evolutivo contemporaneo (Mayr 1982, Depew y Werber 1996 Gould 2004). Algunos
autores han entendido que la TSE se basa en cuatro hip6tesis centrales: 1) se elimina
cualquier teoria alternativa contradictoria con las hipétesis darwinianas seleccionadas, 2)
la mutacién, la deriva génica, la migracion y la seleccion natural son reconocidas como
los Unicos procesos microevolutivos, 3) el azar participa del proceso evolutivo como
fuente de variabilidad primaria y a través de la deriva génica y 4) la seleccion natural es
la fuerza evolutiva predominante que explica la historia de los organismos vivos
(Futuyma 1997Folguera y Lipko 2007). Estas fueron propuestas con el fin de explicar
la historia y dindmica de las poblaciones en el tiempo y la especi@daiguera y Lipko
2007).

Hacia la década de 1950, el neodarwinismo se consolidé como un cuerpo tedrico
compacto, enriquecido por los conceptos mas modernos de la biologia. La anatomia

comparada, la embriologia, la sistematica y la paleontologia sumaron evidencias que
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permitieron consolidar los postulados darwinistas. Los principales representantes de la
sintesis fueron el genetista T. Dobzhansky, el zo6logo E. Mayr, el paleontélogo G.
Simpson y el botanico G. L. Stebbins, todos ellos de Estados Unidos y el zodlogo inglés
J. Huxley. El nacleo central de la Teoria Sintética es la adaptacion. Toda la variabilidad
biolégica fue interpretada a la luz de este concepto: las variantes genéticas que existen en
la naturaleza estan alli porque son ventajosas en términos adaptativos; surgieron al azar
por mutaciones ocurridas en el material genético pero sobrevivieron y se hicieron
frecuentes gracias a la seleccion natural (Futuyma 1997).

Durante la segunda mitad del siglo pasado, la TSE fue aceptada por la mayor parte
de los bidlogos y las controversias se limitaron a cuestiones de detalle. Sin embargo, en
aquellos tiempos la vision predominante era diferente a la que asume la genética de
poblaciones. En efecto, se consideraba que la unidad de los procesos evolutivos eran los
organismos individuales pues eran los Unicos queartexistencia real, en tanto que las
entidades supraindividuales, como las poblaciones o las especies, soélo serian
construcciones conceptuales carentes de la misma. Sin embargo, los individuos no pueden
ser las unidades de la evolucion porque, ademas de ser efimeros, su genotipo no
experimenta cambio evolutivo ya que permanece inalterado durante su vida. Las
poblaciones en cambio constituyen un sistema que tiene continuidad biol6gica, espacial
y temporal ya que el conjunto de sus genes o “reservorio genético” se trasmite de
generacion en generacion. Asi, la poblacién como unidad evolutiva constituye un sistema
con caracteristicas propias. Por ejemplo: la tasa de crecimiento, la tasa de natalidad, la
tasa de mortalidad, los niveles de variabilidad genética, la densidad, las relaciones
ecoldgicas son algunos de los atributos de la poblacion como entidad, que no resultan de
la suma de las propiedades de los organismos individuales sino que son un atributo del

sistema como un todo e influyen decisivamente en su destino evolutivo (Futuyma 1998).

1.1.2 La Especiacion

Responder el interrogante de ¢(Qué es una especie?, seria deseable antes de
abocarnos a investigar el/los proceso/s de formacién de las especies. Sin embargo, existen
muchas definiciones de especie como lo revela un vistazo general a la literatura evolutiva
cada una de las cealrefleja las diversas problematicas que abordan las diferentes
disciplinas. En consecuencia, un concepto de especie sélo puede ser evaluado en términos

de una meta o un propésito particular (Templeton 1989).
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En esta tesis usaremos el concepto biologico de especie que Mayr (1942) definid
como “grupos de poblaciones naturales actuales o potencialmente capaces de
intercambio reproductivo que se encuentran aisladas reproductivamente de otros grupos
similare$. De forma similar, Dobzhansky (1935 afirmé que “Las especies son sistemas
de poblaciones: el intercambio genético entre estos sistemas se encuentra limitado o
impedido por un mecanismo de aislamiento reproductivo o quizas por una combinacién
de varios de estos mecanisthd@omo White (1978) ha subrayado, bajo esta concepcion
aislacionista la especie “es al mismo tiempo una comunidad reproductiva, un pool de
genes, y un sistema genétigdempleton 1982, 1989).

Como hemos mencionado la teoria de la evolucion da cuenta de la historia de la
biodiversidad en nuestro planeta y segun esta teoria todos los seres vivos descendemos
de una forma ancestral comun, y la explicacion de como esto ha sucedido implica
mecanismos como la seleccién natural, la mutacion, la deriva y la migracién, (Futuyma
1998, Mayr 1982). En este sentido, la evolucion es frecuentemente dividida e
anageénesis, (evolucion dentro de una linea filética), y cladogénesis (division de una linea
filética en dos o0 mas lineas). El rasgo mas importante de la evolucion anagénetica es la
adaptacion: esto es, el proceso por el cual una poblacion adquiere rasgos peculiares que
tienden a potenciar la supervivencia, el éxito reproductivo y/o la fertilidad con respecto a
un ambiente en particular (Templeton 1982, 2006). A su vez para que ocurra cladogénesis
0 especiacion es necesario, en el caso de los organismos de reproduccion sexual, el
desarrollo de algun tipo de mecanismo de aislamiento reproductivo. Tradicionalmente, se
han postulado tres contextos geograficos en los que puede tener lugar la especiacion.
Primero, cuando la nueva especie evoluciona en un rango geografico contiguo a la especie
ancestral, la especiacion se denomina parapatrica (Fig. 1.1a); bajo este modelo las nuevas
especies mantienen una distribucion continua separada por una zona ecotonal que implica
un abrupto cambio ambiental y la adaptacion a las condiciones ambientales en un lado o
el otro del ambiente propiciaria la divergencia de los linajes. Segundo, cuando una nueva
especie evoluciona dentro del rango geogréfico de su ancestro el proceso se denomina
especiacion simpatrica (Fig. 1.1.b). Este tipo de especiacién esta asociada a un modo
particular de seleccion natural denominada disruptiva o diversificadora. Tercero, cuando
las nuevas especies evolucionan en areas disyuntas, aisladas geograficamente se dice que
la especiacion es alopatrica (Fig. 1.1.c). Esta esta relacionada con la interrupcion del flujo

génico propiciada por una barrera fisica lo cual permitira la divergencia gradual entre las
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poblaciones y la posible aparicién de barreras al flujo génico como una consecuencia de
la divergencia debida a mutacion, deriva génica y/o seleccion natural que conduce a la
adaptacion a las condiciones ambientales locales. Si, posteriormente, la barrera
geografica desaparece, las poblaciones diferenciadas podrian expandirse hasta generar
una zona de contacto secundario o incluso una amplia zona de superposicion. Si el
aislamiento reproductivo fuera completo, la seleccién natural podria incrementar la
diferenciacion en el uso del habitat para evitar la competencia. Si, alternativamente, el
aislamiento reproductivo alcanzado es incompleto, y si ademas la adecuacion biolégica
de los hibridos es menor a la de los progenitores, la seleccion natural podria favorecer el
desarrollo de mecanismos de aislamiento reproductivo completando el proceso de

especiacion (Templeton 2006).

(a)
0O<8=

0 -®

© O

Espacio

Tiempo

Figura 1.1: Esquema de tipos de especiaciéon geogréafica. (a) Especiacion parapatrida, (b)
Especiacion simpatrida y (c) Especiacion alopatrida.

1.1.3 La Estructura genético poblacional

La estructura genético poblacional de una especie es el resultado de los procesos
microevolutivos y demograficos que actlan entre y dentro de las poblaciones, asi como
de la biogeografia histérica de los linajes genéticos (Wenink et al. 1996, Templeton
2006). Por tanto, examinar las variaciones entre las poblaciones puede revelar sus
asociaciones histéricas y los procesos de reestructuracion genética que pueden conducir
a la especiaciéon (Kirchman et al. 2000, Templeton 2006). Se han realizado numeroso
estudios en toda clase de organismos sobre la variacién geografica que han podido revelar

los mecanismos histéricos y ecologicos de la distribucion de muchas especies (e.g.
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Kirchman et al. 2000, Templeton 2006), por lo que comprender los patrones de variacion
geografica es el primer paso para inferir los procesos evolutivos de poblaciones naturales
(Zink y Remsen, 1986)

1.1.4 La Filogeografia

La filogeografia como disciplina surgio a raiz de los estudios de variacidon genética
realizados con enzimas, RAPDs, RFLPs, y el ADNmitocondrial como molécula
informatica por excelencia para el analisis filogenético y la genética de poblaciones. La
filogeografia es una disciplina integradora que utiliza los marcos tedricos de la genética
de poblaciones, de la genética molecular, la filogenia, la demografia y la geografia
historica (Avise 1987, 2000). Por tanto, es el campo de estudio que se ocupa de los
principios y procesos que gobiernan la distribucidon  geografica de los linajes
genealdgicos, a nivel intraespecifico, 0 entre especies cercanamente relacionadas (Avise
1987, 2000, 2009). Los patrones actuales de distribucién geografica y de la variacion
genética poblacional son el resultado de eventos histéricos (la vicarianza o migracion), o
de eventos recurrentes (flujo génico y la variacién del ambiente como recurso) (Avise et
al. 1987, Slatkin 1994). Entonces dado que cada evento responsable de la diferenciacion
habria generado una huella genética (patrones filogeograficos particulares) (Templeton
1997, Avise 2000, Templeton 2006), el estudio de los patrones de variacion geografica
en poblaciones naturales de especies cercanamente emparentadas permite comprender los
procesos que han operado durante la cladogénesis, inferir la distribucion ancestral de una
especie, establecer el grado de estructuracion y explicar la co-ocurrencia espacial de

distintos morfotipos de una misma especie.

La filogeografia desarrolla tres hipétesis basicas (Crisci et al. 2000), las cuales se

describen a continuacion:

Hipoétesis 1: La mayoria de las especies incluyen poblaciones geogréficas, que ocupan

distintas ramas de un arbol genealégico intraespecifico.

Hipotesis 2: Las especies que no exhiben una estructura genealégica correlacionada con
su distribucion geogréafica han ocupado areas libres de barreras al flujo génico y han

experimentado un intenso flujo génico producto de la dispersion entre poblaciones.
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Hipétesis 3: Los grupos monofiléticos intraespecificos que se distinguen por grandes
separaciones filogenéticas, se originan debido a la presencia de barreras extrinsecas

(biogreograficas) al flujo génico de largo plazo.
De las anteriores hipétesis se desprenden los siguientes corolarios:

Corolario 1: Si un mismo gen se analiza desde dos perspectivas distintas (sitios de
restriccion y secuenciacion por ejemplo) debe existir concordancia entre las genealogias

intraespecificas obtenidas.

Corolario 2: Si se analizan distintos genes de una misma especie independientemente se
debe hallar concordancia entre las genealogias intraespecificas obtenidas a partir de cada

marcador.

Corolario 3: Debe existir concordancia en cuanto a las relaciones entre las areas y las
filogenias intraespecificas de especies que exhiben el mismo rango de distribucion
geogréfica.

Corolario 4 Debe existir concordancia entre las distribuciones geograficas de los linajes

de las filogenias intraespecificas y las provincias biogeograficas tradicionalmente

reconocidas o que se han definido en funcién de informacién independiente.

La filogeografia como disciplina integradora adopta metodologias, por un lado,
de la filogenética y la cladistica y por otro de la biogeografia. Estas disciplinas adoptan
los métodos de reconstruccion y el lenguaje para describir la topologia de los arboles
filogenéticos y las relaciones entre organismos; mientras que de la biogeografia toma
escenarios hipotéticos como la dispersién y la vicariancia, sobre los que se construyen
modelos nulos. Para la filogeografia ha sido fundamental el desarrollo de teorias
matematicas y estadisticas que se refieran a los procesos de bifurcacién (o coalescencia,
en sentido cronologico opuesto) y del arreglo de linajes (lineage sorting) que suceden en
las genealogias génicas de marcadores neutrales dentro de y entre especies cercanamente
emparentadas, teoria conocida como “el coalescente” o “coalescencia de linajes (Kigman
1982, Hudson 1986).

Avise (1987) ha disefiado 5 categorias filogeograficas en base a datos empiricos,
a saber (Fig. 1.2)

Categoria de tipo I: refiere a aquellos arboles en los que hay bifurcaciones profundas

resultado de grandes distancias mutacionales que se han originado en alopatria. Esta
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categoria se asocia frecuentemente con la existencia de barreras extrinsecas de largo

término (Fig. 1.2

Categoria de tipo :lise caracteriza por un arbol génico con bifurcaciones profundas en
algunas de sus ramas cuyos linajes principales son simpatricos a lo largo de una amplia
area geogréfica. Hay diferentes escenarios hipotéticos que podrian dar lugar a este patrén
filogeogréfico; sin embargo, en la mayoria de los casos documentados, la evidencia
apunta hacia una zona de contacto secundario y mezcla de linajes que divergieron

histéricamente en alopatria (Fig. 1.2

Categoria de tipo lll: se manifiesta en un arbol con pequefias divergencias entre linajes

que histéricamente experimentaron procesos de divergencépatria. Se refiere a

poblaciones que han mantenido un contacto reciente entre grupos inicialmente alopéatricos
que sufrieron los efectos de la divergencia genética por el efecto de la deriva génica al
azar y el arreglo de linajes, o bien por seleccién natural. Esto implica que las poblaciones
deben de haber mantenido un bajo flujo genético relativo a su tamafio efectivo poblacional

para permitir la divergencia entre poblaciones (Fig. 1.2

Categoria de tipo IV: se caracteriza por una genealogia con linajes simpatricos. Este

patron corresponde a especies con altos niveles de flujo genético y tamafos efectivos
poblacionales moderados o pequefios, cuyas poblaciones no han sido divididas por

barreras filogeograficas de largo plazo (Fig).1.2

Categoria de tipo V: intermedia entre la de tipo Il y la de tipo IV, se caracteriza por

genealogias en las que existen linajes comunes ampliamente distribuidos junto con linajes
cercanamete relacionados que son exclusivos (“privados”) de localidades cercanas. Este

patrén se asocia a niveles modestos de flujo genético actual entre poblaciones que han
estado histéricamente conectadas. Aqui, los haplotipos comunes suelen ser los ancestrales

mientras que los exclusivos (privados) se suponen derivados y apomorficos (Fig. 1.2).
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Distribucién geogrifica de linajes
Categoria Topologia
filogeografica Area 1 Area2 Area3 filogenética

Tipal (a—b—c)—(g—h—i)—(m—n—o)

Grandes

C 2= it a—b—c) > discontinuidades
I geneéticas
Tipo |l Cig=h—i B=—h—| g—h—i)
(m—n—o m—n—o m—n—o)

Tipo Il

Sin grandes
discontinuidades
genéticas

Tipo IV

Tipo V ( @ —a a a —@ :3

Figura 1.2: Categorias filogeograficas basadas en la distribucion geografica de linajes
filogenéticos y sus niveles de divergencia genética. Las grandes discontinuidades estan
representadas por lineas gruesas. El nivel de similitud genética entredstajesdificado por

la similitud en colores (Modificado de Avise 2000).

Un abordaje filogeografico presenta un enfoque de la historia en la especie basada
principalmente en la biogeografia (Crisci 2000). En cada generacenia individuo
tiene un numero aleatorio de descendientes (mayor o igual a 0) en la generacion t+1. La
inferencia filogeogréfica se fundamenta en la Teoria de la Coalescencia que, a su vez,
provee el marco matematico para estudiar las genealogias de genes o arboles de genes.
En este marco la estructura de la variacion hereditaria de una poblacion se puede pensar
como la superposicion de dos procesos aleatorios: el coalescente y la mutacion. El modelo
poblacional subyacente a esta teoria es el de Wright-Fisher (1930) que modela la
evolucion de un locus en el cual la variacidén es neutra (los alelos afectan el fithess de los
portadores de manera casi idéntica) en una poblacion de tamafio constante con
generaciones discretas en la guapareamiento es al azar. Ademas, en cada generacion
cada individuo tiene un numero aleatorio de esdientes (> 0) los cuales tienen una
probabilidad 1-u de ser idénticos al padre y una probabilidad p de ser portadores de una
mutacion. En la medida que recorremos la genealogia en forma retrospectiva (desde el

presente hacia el pasado) los eventos de coalescencia conducen a la reduccion de ramas
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del arbol, es decir de ancestros (Fig. 3). Eventualmente, quedara un solo ancestro que se
denomina Ancestro Comun Mas Reciente de la poblacion (ACMR o Most Recent
Common Ancestor). Es decir que a medida que recorremos las ramas del arbol hacia el
pasado, tarde o temprano, encontraremos el ancestro comin mas reciente entre dos alelos
cualesquiera. Asimismo, si en cada linaje ocurren mutaciones a upgtaggeneracion,
entonces para dos alelos que compartieron un ancestro cengeneraciones en el
pasado se habran acumulagdox tca mutaciones en cada linaje. Esto implica que el
namero de diferencias entre dos alelos cualesquiera a nivel de la secuencia de nucleétidos
es funcion del tiempo que ha transcurrido desde que los mismos compartieron el Gltimo
ancestro comun siempre y cuando sean validos los supuestos del modelo de Wright-Fisher
acerca de la neutralidad de las mutaciones y de la constancia del tamafio efdativo de
poblacién. El tiempo de coalescencia es el periatedido en el nUmero de generaciones

que transcurre desde la generacion actual hasta llegar al ACMR y se aproxima a 4 Ne a
medida que el tamafio muestral se acerca al Ne (Fig. 1.3). Este proceso es genealdgico y
en su version mas sencilla supone ausencia de recombinacion, seleccion, cambios en el
tamafio efectivo y estructuracion poblacional. El proceso de coalescencia genera un arbol
que, con el agregado de las mutaciones, permite relacionar los patrones de ancestralidad
con los de variabilidad genética (Kingman 1982, Hudson 1990). Si hay alelos que no son
neutros los diferentes tipos de seleccion dejan huellas particulares en los arboles de genes.
Por ejemplo, la Seleccion Natural (SN) positiee conduce a la fijacion de la variacion
neutra ligada tiene como efecto neto una disminucién del Ne (tamafio efectivo histérico
poblacional) y por lo tanto acorta la longitud del arbol relativo a un arbol producido con

un gen cuya variacion es neutra. Sin embargo, la huella que deja una fijacién selectiva es
muy similar a la que deja un incremento reciente del tamafo poblacional. A su vez la
seleccion equilibradora tiende a preservar alelos por un tiempo mayor al tiempo promedio
en que se mantienen alelos neutros, de modo que la huella que deja un polimorfismo
protegido por la seleccién natural sobre la variacién neutra es un incremento de la
variacion. Nuevamente debemos sefialar que eventos demograficos pueden mimetizar los
efectos de la seleccion, que en el caso de la seleccion equilibradora es el contacto

secundario de poblaciones divergentes.
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Figura 1.3 Representacion grafica de un proceso de coalescencia. Izquierda: MRCA y todos sus
descendientes. Los circulos negros representan 4 alelos de una poblacion. Derecha: kinaje de |
muestra de alelos,Bon las generaciones hacia atras en el tiempo que hay que recorrer hasta que
dos linajes confluyan.tbr es el tiempo total de coalescencia, el cual se aproxima al valor 4Ne.

El vinculo entre la teoria neutralista y la coalescencia es que en principio se asume que
las mutaciones son neutras, aunque existen diferentes modelos mutacionales que se
pueden simular en los procesos de coalescencia. El modelo mas utilizado se denomina
modelo de sitios infinitos, que implica que las mutaciones ocurren en sitios donde no
ocurrieron mutaciones previas. Bajo este modelo la distribucion de las mutaciones en el
arbol durante t generaciones es aleatoria y sigue una distribucion de Poisson. En el
proceso de coalescencia existen dos fuentes de aleatoriedad: 1- la varianza en el tiempo
de coalescencia y 2- la varianza en el proceso mutacional (Hudson 1990, Kingman 1982)
Con el proceso de coalescencia se pueden hacer predicciones respecto a la variabilidad
esperada en una muestra de secuencias. El nimero de diferencias que se espera encontrar
entre dos alelos tomados al azar de una poblacién es igual a dos veces el numero de
mutaciones que ocurrieron en una rama durante el tiempo de coalescencia de esos dos
alelos, y esto equivale a 4Nep (Kingman 1982, Hudson 1990).

Los modelos de coalescencia son Utiles para el analisis de datos moleculares,
puesto aportan herramientas matematicas para estimar parametros poblaciones (como ser
tasas de migracion y de mutacion), para desarrollar pruebas estadisticas relacionadas con
los modelos de evolucion de las secuencias de ADN, para analizar el ajuste de los datos

a escenarios evolutivos particulares, y para investigar simultaneamente los efectos de
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diferentes fuerzas evolutivas actuando sobre la variabilidad (Aris-Brosou y Excoffier
1996, Nordborg y Innan 2003).

1.2 Modelo de Estudio

1.2.1 Historia evolutiva y taxonomia de los drosofilidos cactofilicos
de América del sur

El Orden Diptera (insectos con dos un par de alas membranosas y un par de alas
modificado) es uno de los grupos mas diversos dentro del Dominio Eucaria. Hasta el
momento se han descrito mas de 150.000 mil especies de dipteros. Estos a su vez, son
parte de un linaje antiguo que, segun la evidencia fésil y molecular, se remonta al
Paleozoico tardio (Krzaeminki y Krzamisnska 2003, Bertone y Wiegmann 2009). El
orden atraveso al menos 3 radiaciones adaptativas, la Gltima de ellas, en la que se supone
dio origen a los linajes actuales, fue a principios del Eoceno (Patterson y Stone 1952
Markowy O’Grady 2006 y Oliveira et al. 2012). Estas radiaciones se relacionan con el
establecimiento de nuevas asociaciones ecoldgicas entre los distintos grupos de dipteros

y sus plantas hospedadoras.

Género Drosophila, grupo repleta
El género Drosophila cuenta con mas de 2000 especies descriptas cuyas distribuciones

van desde especies endémicas a cosmopolitas (Markbwmdy 2006). Actualmente

el género esta subdividido en 10 subgéneros (Heed y Mangan 1989) de los cuales los
subgéneros DrosophilaSophophora incluyen el 90% de la diversidad total. Dentro del
subgénero Drosophila, el grupo de repleta es de los mas grandes incluyendo cerca de 100
especies (Baechli 2005). Las especies de este grupo han servido como modelos de
estudios ecoldgicos y evolutivos por décadas (East et al. 1982; Barker et al. 1985, Knibb
y Barker 1988, Barker et al. 2002, 2011 y Pfeiler y Markow 2011).

Grupo repleta, complejo buzzatii

Las relaciones filogenéticas en el grupo repleta se han estudiado analizando los patrones
de bandas que se observan en los cromosomas gigantes de las glandulas salivales,
conocidos como cromosomas politénicos (Ruiz et al. 1982, O"Grady et al. 2001, Markow

et al. 2006). La filogenia del grupo incluye los principales subgrupos del grupo repleta y
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la utilizacion de informacion molecular de tres loci génicos permitié definir las relaciones
entre los taxa derivados (Durando et al. 2000, Oliveira et al. 2012). En esta filogenia los
complejos mulleriy buzzatii aparecen como grupos monofiléticos hermanos. Otros
complejos y subgrupos como hydei, mercatoyuneridiana también son monofiléticos,
aunque las relaciones dentro de ellos, por el momento, no pueden definirse
inequivocamente (Fig. 1.4 4). El complejo buzzatii esta formado por los clusters: stalkeri,
martensig/ buzzatii. Las relaciones entre ellos se establecieron mediante la comparacion
del patrén de bandas de los cromosomas politénicos. En particular, las especies del
complejo buzzatii se diferencian citolégicamente por inversiones cromosémicas fijadas
respecto del ordenamiento de bandas de una forma hipotética ancestral denominada
PRIMITIVO | (Ruiz y Wasserman 1993).

Las drosofilas cactofilas de América se han estudiado exhaustivamente
particularmente en 3 regiones: 1- en Norteamérica, donde el sistema moscas-cactus habita
el desierto de Sonora (Heed y Mangan 1986), 2- en las tierras aridas del norte de
Venezuela y Colombia donde habitan las especies del cluster martensis y las islas del
Caribe donde se encuentran las especies del cluster stalkeri (Benado y Montero 1988,
Ruiz y Wasserman 1993) y 3- las areas desérticas de Argentina y Brasil donde habitan las
especies del cluster buzzatii (Hasson et al. 1992, Manfrin y Sene 2006 Hasson et al
2009).
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Figura 1.4. Relaciones filogenéticas entre las especies del grupo repleta (Oliveira 2012).
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Cluster buzzatii

Drosophila buzzatii (Patterson y Wheeler 1942, Sturtevant et al. 1942), D. serido (Vilela
y Sene 1977)y D. borborema eran, hasta 1988, las Unicas especies reconocidas del
cluster buzzatii (Vilela'y Sene, 1977, Wasserman 1982). Estudios posteriores utilizando
cromosomas politénicos (Ruiz et al. 1982, Tosi y Sene 1989), el cariotipo metafésico
(Baimai et al. 1983), la morfologia de la genitalia masculina (Fontdevila et al. 1988, Silva
y Sene 1991) y el aislamiento reproductivo (Bizzo 1983, Hasson 1988), dieron evidencias
de que D. serido era, en realidad, una especie politipica o superespecie (Sene et al. 1988)
Posteriormente, los diferentes morfotipos de D. serido fueron elevados a la categoria de
especie como D. koepferae (Fontdevila et al. 1988), D. sefl(i€ihan-Sklorz y Sene

1995), D. gouveai (Tidon-Sklorz y Sene 2004)D. antonietae (Tidon-Sklorz y
Sene,2001). Estas junto a D. serydD. borborema (Vilelsy Sene, 1977) conforman el

“D. serido sibling s&t(Manfrin y Sene 2006, Tidon-Sklorz y Sene 2001).

Las especies que forman el cluster buzzatii son morfologicamente muy similares
entre si, pero se pueden diferenciar inequivocamente mediante el analisis de la genitalia
del macho (especificamente el aedeagus que es el drgano intromitente) puesto que tienen
formas y tamafos caracteristicos (Vilela y Sene 1977). A su vez, las evidencias que
aportan los datos moleculares, cromosomicos y morfoldgicos hasta la fecha son
contradictorias, por lo cual las relaciones filogenéticas dentro del cluster buzzatii ain no
han sido completamente dilucidadas Fig. 1.5 (Manfrin y Sene 2006). El consenso general
supone la posicion basal de D. buzzatii y se discute si D. koepferae debe ser considerada
la especie hermana de ésta o, por el contrario, como la especie mas basal del serido sibling
set. La morfologia externa y los estudios de ADN mitocondrial apoyan la primer hipotesis
(Fontdevila et al. 1988, Manfrin et al. 2001), en tanto que el analisis de la morfologia del

aedeago apoya la segunda (Silvay Sene 1991)
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Figura 1.4: Arbol filogenético del cluster buzzatii basado principalmente en inversiones
cromosomicased A-E: morfotipos de aedeagos (genitalia masculina) segun Silva'y Sene (1991).
bu: D. buzzatii;bo: D. borboremameta: tipos de cromosomas metafasicos segun (Baimai et al.,
1983). La linea llena indica las relaciones de las especies incluidas dentro del grupo denominado
“sibling set de D. serido(Tidon-Sklorz y Sene 1995). Sobre los nombres de las especies se
ilustran los contornos de los aedeagos y se indica la distribucion geografica en Sadaméri
(Figura modificada de Manfrin y Sene 2006

Todas las especies del cluster buzzatii (Ruiz y Wasserman, 1993), son endémicas
de América del Sur (Fig. 1.6), con excepcion de Drosophila buzzatii que tiene un rango
de distribucién mas amplio, en el siglo XIX y durante la primera mitad del siglo pasado
ha extendido su distribucion al Viejo Mundo y Australia siguiendo pasivamente a sus
hospedadores naturales: las tunas o peras espinosas, del género Opuntia (Fontdevila et al.
1989, Hasson et al. 1992, Fanara et al. 1999, Hasson et al. 2009) (Fig. 1.5, Manfrin y
Sene 2006). La asociacién que muestran las especies del cluster buzzatii con las cactaceas
tiene al menos dos consecuencias: la primera es que la actual distribucion de las
poblaciones esta determinada por la presencia de cactaceas y la segunda, es que la

divergencia dentro del cluster podria estar relacionada con la expansion y retraccion de
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la vegetacion xerofitica de las comunidades abiertas en Sudamérica durante el cambio

climatico promovido por los periodos glaciares (Manjrdene 2006).

Tropico de Capricornio

.......... D buzzatii
D. koepferae

D. amtonietae
D. gouveai

D. seriema

D. borborema
D. serido

Dominio Chaco

Dominio Cerrado N

Figura 1.5: Distribucion geografica del “cluster” Drosophila buzzatii en America del Sur y los
dominios de Chaco, Cerrado y la Selva Tropical estacionalmente seca (FTSS) (Franco 2009).

El cluster buzzatii tiene algunas caracteristicas que lo hacen ideal como modelo
bioldgico para estudios evolutivos. Es un grupo monofilético, lo cual es fundamental para
estudios comparativos que aborden la evolucién de caracteres (Oliveira et al. 2012). Se
conoce acerca de su genética, su ecologia y su biogeografia (Manfrin y Sene 2006, Hasson
et al. 2009). Si bien es un grupo diverso, la cantidad de especies que lo compaen no e

grande, lo cual permite exhaustivos estudios intra- e interespecificos. El modelo ofrece
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ademas la posibilidad de investigar las bases genéticas de la divergencia tanto a nivel
morfologico, por ejemplo de caracteres relacionados con el tamafio corporal (Carreira et
al. 2006, Soto I. et al. 2008) como a nivel de caracteres de importancia adaptativa como
el tiempo de desarrollo (Soto I. et al. 2008) e incluso cambios a nivel de estructuras que
podrian implicar barreras al flujo génico como la morfologia de la genitalia masculina
(aedeagus, Soto I. et al. 2007). Este grupo constituye un modelo ideal para estudios de
evolucion de caracteres de historia de la vida, puesto que las especies estan adaptadas a
diferentes tipos de plantas hospedadoras que representan ambientes contrastantes (Hasson
et al. 1995, Fanara et al. 1999). Su nicho tréfico y reproductivo esta limitado a los tejidos

de cactaceas en descomposicion, lo cual permite localizar y delimitar las poblaciones en
los ambientes naturales. Ademas, esta constituido por especies que se encuentran en
diferentes etapas de divergencia, y por tanto, permiten investigar los eventos mas

tempranos y tardios de la especiacion (Manfrin y Sene 2006).

Drosophila koepferae y Drosophila buzzatii

Drosophila keopferae y D. buzzatii son especies cripticas ya que no es posible
distinguirlas en base a un analisis de su morfologia externa. El andlisis morfoldgico del
aedeagus es criterio suficiente y Unico para su reconocimiento (Vilela 1983), en tanto que
las hembras no pueden distinguirse entre si. Una primera instancia de aislamiento
ecoldgico entre estas dos especies de drosofilidos esta dada por la utilizacién diferencial
de los recursos de cria y alimentacion (Fanara et al. 1999). Estudios en localidades donde
coexisten ambas especies y se encuentran presentes dos tipos diferentes de hospedadores
han mostrado que D. buzzatii mayormente utiliza tunas mientras que D. koepferae se cria
y alimenta en mayor medida en cactaceas columnares (Hasson et al. 1992). Otros
estudios indican quel comportamiento de oviposicion diferencial podria ser otro de los
factores que contribuirian al aislamiento ecoldgico (Fanara et al. 1999, Fanara y Hasson
2001, Sotal. et al. 2012). Ademas, ambas especies se encuentran reproductivamente
aisladas por la inviabilidad parcial de las cigotas hibridas (mortalidad de huevo), la
esterilidad de los machos hibridos (Naveira y Fontdevila 1986, Hasson 1988, Marin et al.
1993, Marin y Fontdevila 1993, Fanara et al. 1999) y la inviabilidad parcial de los
hibridos (Sotol. et al. 2008). Segun estudios recientgs,buzzatii y D. koepferae
divergieron hace aproximadamente 3 a 4 millones de afios (Oliveira et al. 2012). Ambas

especies parecen haberse originado en las zonas semiaridas o aridas del sur de América
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del Sur y forman parte de un grupo de especies adaptadas a vivir en condiciones hostiles
para otras especies del género. Actualmente D. buyzBtiikoepferae presentan una
distribucion parcialmente superpuesta en las zonas aridas de Argentina (Fontdevila 1989,
Hasson et al. 1992, Fanara et al. 1999) (Fig. 1.5). Ademas, es de destacar que son el par
de especies del cluster para las cuales se cuenta con mayor conocimiento acerca de su
ecologia, particularmente de las cactaceas que sirven como sitios de cria y alimentacion
(Hasson et al. 1992, Fanara et al. 1999, Fanara et al. 2006, Hasson et al. 2009).

En cuanto a las caracteristicas genéticas de Drosophila buzzatii, se ha encontrado
el mismo cariotipo metafasico para las poblaciones de Argentina y Brasil (Baiman, 1983
enManfrin y Sene 2006). Ademas, estudios alozimicos muestran que genéticamente las
mayorias de las poblaciones de ambos paises son similares, sin embargo hay dos
excepciones a estos patrones de similitud. La primera corresponde a una poblacion del
noreste de Brasil que result6 monomorfica para un locus, siendo el resto de las
poblaciones polimérficas para el mismo. La segunda excepcidon se encontrd en una
poblacion en la costa sureste de Brasil, la cual es polimorfica para 3 loci que son
monomorficos en el resto de las poblaciones estudiadas (Barker 1985 en Manfrin 2006).
A su vez, las poblaciones del Dominio Chaquefio son citol6gicamente altamente
polimoérficas, 16 inversiones cromosémicas se encuentran segregando en estdazrea (Ru
1984 en Manfrin, 2006), de las cuales s6lo dos estan presentes en las poblaciones
brasileras (Barker 1985). Esta informacién apoya la hipétesis de que D. buzzatii se habria
originado en lo que hoy es el Chaco Argentino y que posteriormente se habria expandido
hacia el noroeste y el noreste (Carson 1965 en Manfrin 2006). Sin embargo, esta hipotesis
ha sido revisada recientemente por Santos (2011) quien postula que el genocentro de D.
buzzatii seria lo que hoy es el Dominio de Caatinga en Brasil.

Con respecto a las caracteristicas genéticas de Drosophila koepferae no es mucha
la informacion con la que se cuenta; entre otros motivos porque es mas dificil de mantener
en condiciones de laboratorio que su especie gemela D. buzzatii. Sin embargo, se sabe
que esta especie presenta la inversién cromosémichja@ja (Wasserman 1987 en
Manfrin 2006) y el morfo-citolégico denominado cariotipo VI (Baimai et al. 1983). Los
estudios de estructura poblacional en D. keopferae se han realizado en base al analisis de
las inversiones cromosomicas y de la variacion aloenzimatica: los valores de distancia
genética sugieren una incipiente diferenciacion entre las poblaciones de Bolivia y
Argentina (Fontdevila et al. 1988, Hasson 1988).
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Asociacion con los sustratos de cria

Las moscas del género Drosophila son insectos saprofitéfagos que se crian y alimentan
de la comunidad microbiana (bacterias, hongos y levaduras) asociada a una gran variedad
de recursos (Markow y O'Grady 2008), como flores (Brncic 1983), hongos (Jaenike
1983), frutas (Atkinsory Shorrocks 1977), hojas (Carson 1971), savia (Throckmorton
1975), cactus (Heed 1978), tierra embebida del exudado de necrosis de tejidos de cactus
(Heed 1978) y en algunos casos raros hasta cangrejos de tierra (Carson 1974) o huevos
de arafas (Hardy 1965).

Las bacterias cumplen un importante papel en la descomposicién de los tejidos de
algunas plantas, mientras que en la descomposicion de tejidos de cactus y frutas las
levaduras parecen jugar el rol principal (Atkinson y Shorrocks 1977). El modelo biolégico
gue ofrece el cluster Drosophila buzzaticonoce como el sistema “drosoéfila-levadura-
cactus”. Este modelo involucra diversas variables vinculadas a los cactus, las levaduras y
su interaccion. Por ejemplo, la composicion quimica del cactus es un determinante
fundamental ya que influye sobre el espectro de levaduras y hongos que se desarrollan
durante el proceso de descomposicion de los tejidos (Manfrin y Sene 2006).

Los recursos troficos de ambas especies son los tejidos necréticos de varias
cactaceas, tanto del género Opuntia (tunas) como del tipo columnar de los géneros
Echinopsisy Cereus (Hasson et al. 1992). Los cactus columnares y las tunas parecen
representar dos tipos de recursos diferenciados, ya que difieren en varios aspectos
relevantes del ciclo de vida de las moscas (Hasson et al. 1992), por ejemplo en su
predictibilidad temporal y espacial. Por un lado las necrosis de las tunas son
espacialmente mas abundantes y, por lo tanto, mas predecibles en términos de la
probabilidad de encuentro, pero se descomponen con mayor rapidez, constituyendo un
recurso efimero para las moscas, lo que las hace temporalmente menos predecibles. Por
otro lado, las necrosis de cardones son espacialmente mas raras, pero cuando comienzan
a descomponerse la biomasa disponible para las moscas suele ser abundante, lo cual los
hace espacialmente menos predecibles y temporalmente mas predecibles que las tunas
(Hasson et al. 1992; Fanara et al. 1999).

En relacién a la composicion quimica de cardones y tunas, los primeros presentan
una mayor concentracion de compuestos potencialmente toxicos para las moscas
(alcaloides y otros compuestos secundarios) que generan un ambiente relativamente

estresante durante el desarrollo larval (Hasson et al. 2009, Corio et al. 2010). Por su parte,
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las tunas son cactaceas quimicamente menos agresivas y no parecen imponer un desafio
adaptativo para las moscas que las sutilizan, a diferencia de las que se crian en cactaceas
guimicamente mas complejas como los columnares (Ruiz y Heed 1988, Corio et al.
2010.

Estudios previos se han basado principalmente en Drosophila buzzatii para
intentar discernir su estructura geografica. Se ha trabajado con alozimas, y genes
nucleares (Gomez y Hasson 2000, Piccinali et al. 2004 y 2007) estos trabajos indican que
la especie no esta estructurada genéticamente. A su vez hay un area de vaaaatia en c
a la estructuracion de D. keopferae. Por tanto este trabajo de tesis propone comparar las
la variabilidad de las dos especies, utilizando nuevas poblagi@stsdiar la estructura
genética poblacional de ambas especies, un rasgo importante que permite dilucidar la
historia evolutiva de estas especies en particular y de las especies en general (Avise 1987,
2000).
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1.3 Objetivos

Objetivo general

Investigar los patrones de estructuracion genético-poblacional en Drosophila
koepferae y Drosophila buzzatti mediante el uso de de marcadores genéticos con el fin
de comprender e inferir los mecanismos adaptativos y no adaptativos (demogréficos e

historicos) que actuaron en las historias evolutivas de estas especies

Objetivos particulares

e Estudiar y caracterizar la variacion nucleotidica del gen mitocondrial citocromo
oxidasa | (mtCOIl) en poblaciones naturales de Drosophila buzzalfii
keopferae.

e Analizar la relacion entre la variabilidad genética y la distribucion geografica en
un marco filogeogréfico.

e Realizar un estudio de la estructura poblacional mediante uso de marcadores
microsatélites.

e Realizar un estudio comparativo de la estructura poblacional entre Drosophila

buzzatiiy D. koepferae.
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CAPITULO

» La estructura poblacional de Drosophila koepferae y
D. buzzatii en la Argentina segun los datos que
aporta el marcador Mitocondrial Citocromo Oxidasa I.

Resumen del capitulo

Introduccién: Se estudid la estructura genético poblacional en poblaciones natigr
Drosophila koepferag D. buzzatii en el norte argentino. Al ser especies que han dive
recientemente (3-4 millones de afios) pueden dar indicios de los mecanismos gue mold
historia evolutiva. Se pusieron a prueba hip6tesis de ausencia de estructuracidonabelad.
buzzatii y lo contrario en su especie hermana, de acuerdo a lo observado en estudios pr¢

Materiales y Métodos: Se amplificaron secuencias de 552pb del gen mtCOIl para 14 pab
de Drosophila buzzatii y para 5 poblaciones de D. koepferae. Se analizthdedmparativa |
variabilidad de las secuencias, la distribucion de haplotipos, la estructuraciémeiqudl
mediante analisis de varianza, test de correlacion, dendogramas y el agustsparado baj
modelos de neutralidad.

Resultados: La variabilidad del fragmento analizado es mayor en Drosophila &eeypiier er
D. buzzatii. No se encontraron signos significativos de estructuracion en Dtiibyzzaleves
indicios de estructuracion genético poblacional en D. koepferae. No se encentdrielacion
entre la distancia genética y la distancia geografica.

Conclusiones: Los niveles de variacion observados son consistentes con diferegid@asafio
efectivo histérico entre ambas especies, y por tanto, diferentes historias/asoRibr un lado
Drosophila buzzatii exhibi6 signos de expansion poblacional reciente, mientiaskpepferae
no. Estos resultados son consistentes con los informados previamente en la biblipgiiny
estar mostrando diferencias en la capacidad dispersiva entre especies tal vezavandas:

ales
rgido
earon su

BVIOS.

lacione
A

O
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particularidades de sus plantas hospedadoras.
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2.1 Introduccion

Los marcadores moleculares son una herramienta rigitesaria en diversos campos de

la biologia como la evolucion, la ecologia, la bio-medicina, las ciencias forenses y
también para realizar estudios de diversidad. Los diferentes tipos de marcadores se
distinguen por su capacidad para detectar polimorfismos en loci Unicos o multiples y
pueden ser de tipo dominante o co-dominante (Avise 2000, 2009). Actualmente, algunos
marcadores genéticos como microsatélites y secuencias de ADN mitocondrial son
ampliamente utilizados para estimar parametros como la tasa de migracién, el flujo
génico, el tamafo efectivo poblacional, el parentesco e inferir cuellos de botella, eventos
de hibridacion interespecifica y la estructura poblacional. Un marcador molecular ideal
para estudios filogeograficos debe: 1) poder distinguirse univocamente y estar
ampliamente distribuido en una gran variedad de organismos, para fines comparativos;
2) ser facil de aislar y de reproducir; 3) tener una estructura genética simplacpitaa f

su amplificacién, excluyendo pseudogenes o transposones; 4) tener un modo de herencia
directo, sin recombinacion u otros rearreglos genéticos. En virtud de estas caracteristicas,
los marcadores moleculares mitocondriales son generalmente utilizados como una
primera aproximacion al estudio de la estructura poblacional y la filogeografia de las
especies (Avise 2000, 2009). EI ADN mitocondrial (ADiNes especialmente util para
trazar historias filogeograficas y de estructura poblacional estrechamente relacionada al
linaje dado que son de herencia uniparental (materna), no recombinan, poseen una alta
tasa de evolucién que es entre 1 y 10 veces mayor que cualquier gen nuclear de copia
simple (Brown y Wright 1975) y, ademas, existe en copias multiples dentro de cada célula
eucariota lo que facilita su extraccion y posterior amplificacion por PCR. El hecho de que
sus tasas de mutacion sean varias veces mayores que las de genes nucleares hace de los
marcadores mitocondriales herramientas muy informativas, en particular para estudios
intraespecificos en los que los linajes genéticos han divergido recientemente. La mayoria
de las variantes del ADNmt son sustituciones nucleotidicas y son pocos los casos en los
gue se observan cambios en la longitud de la molécula (por deleciones o inserciones) u
otro tipo de reordenamiento. La mayoria de los individuos son homoplasmicos para un
ADNmt prevalente (Hey y Machado 2003, Avise 2009). Todas estas particularidades
hacen del ADNmt un marcador adecuado que permite inferir cambios demogréficos y

dispersion (Avise 2000). Si bien existen numerosos estudios genético poblacionales en
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especies del género Drosophila (Powell 1997, Pritchard et al 2000, Pfeiler y Markow
2011), pocos estudios han tenido en cuenta la relacion entre la estructura poblacional, la
especiacion y aspectos relevantes de la ecologia de las moscas de la fruta, como por
ejemplo el tipo de recurso en que se crian en la naturaleza. La escasez de este tipo de
estudios puede deberse a que la ecologia y varios aspectos de la biologia poblacional de
la mayoria de la especies de Drosophila, al menos las que son modelos tradicionales (e.g.
D. melanogaster, D. pseudoobscyia. subobscura), son aun poco conocidos (Markow
y O’Grady 2008, Pfeiler y Markow 2011). En este estudio se eligio el gen que codifica
para la subunidad | de la Citocromo OxidasentQOl), por ser éste uno de los genes
mitocondriales mas utilizados en estudios filogeogréaficos en insectos. El gran numero de
trabajos publicados aplicando esta metodologia permite realizar comparaciones con otras
especies (Oliveira et al. 2011, Pfeiler y Markow 2011). Los trabajos previoatCadi
en D. buzzatii indican que es una especie con una alta capacidad dispersiva, sin embargo,
no se han realizado estudios exhaustivos al respecto (Rossi et al. 1996, Santds 2011
Su vez poco se sabe de la estructuracién poblacional de su especie hermana D. koepferae
gue se ha visto relegada en los trabajos de investigacion. Los datos previos indican que
estas especies de gran vagilidad poseen a su vez diferencias en diversos caracteres
relacionados con sus de historia de vida (tal como se ha enumerado en el capitulo
precedente), y en sus preferencias en la oviposicion (Soto | et al 2011).

En esta seccién, el objetivo fue estimar la variabilidad genética y la estructura
poblacional en el par de especies cactéfilas Drosophila bugzgatkoepferae a lo largo
de su distribucion en la Argentina mediante el andlisis de la variacién de un fragmento de
COlL. Los estudios previos con otros marcadores moleculares indican que las poblaciones
de D. buzzatii no estan estructuradas (Rossi et al. 1996, Piccinali et al. 2004, 2007) en
tanto que las poblaciones de D. koepferae presentaron un cierto grado de estructuracion
(Piccinali et al. 2004, 2007). Dada las caracteristicas particulares de estas especies (ver
Capitulo 1) y en base a los resultados de trabajos previos, es que nos propusimos poner a
prueba las siguientes hipétesis de trabajo:
1- Las secuencias del gen mitocondrial citocromo oxidasa | (mtCO#8videncian
patrones de estructuracion poblacional en Drosophila buzzatii.
2- Las secuencias del gen citocromo oxidasa | (mtCOIl) evidencian patrones de

estructuracion poblacional en Drosophila koepferae.
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2.2 Materiales y Métodos

2.2.1- Obtencion de muestras

Se realizaron muestreos en 18 localidades del noreste y noroeste Argentino entre los afios
2007 y 2010. En 14 localidades se colectaron ejemplares de Drosophila buzzatii y en 5
de D. koepferae. Los periodos de muestreo fueron entre fines de verano (fines de febrero)
a otofio temprano (Marzo), que es la época en que es factible colectar muestras mas
abundantes. Se considera a ambas especies parcialmente simpatricas, dado que la
distribucion de D. buzzatii incluye a la de D. koepferae, de manera que lo esperado era
encontrar ejemplares de ambas especies en algunas localidades. Si bien el esfuerzo de
muestreo y la metodologia fue la misma en cada localidad y campafia, solo se colectaron
ambas especies en San Agustin de Valle Fértil (provincia de San Juan) donde D. buzzatii
y D. koepferae se encuentran en proporciones similares (Fanara et al. 2006). De las
moscas colectadas en el campo, una muestra aleatoria de las mismas se utiliz6 para
realizar este estudio.

Las capturas de adultos se realizaron utilizando redes entomoldgicas y trampas
con banana fermentada como cebo. En cada localidad las trampas se distribuyeron entre
los cactus (Fig. 2.1). Las moscas capturadas se llevaron al laboratorio en tubos
adecuadamente rotulados, luego de lo cual los machos se identificaron mediante la
inspeccién de la morfologia de la genitalia (aedeagus) que es un caracter diagndstico.
Posteriormente se coloc6 a los machos en alcohol absoluto en tubos debidamente

rotulados, donde se guardaron a -20 °C hasta el momento de la extraccién del ADN.
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Figura 2.1: Fotos ilustrativas de la Campa808, Localidad de Valle Fértil, San Juan. lzquierda:
Preparacidn de las trampas de banana fermentada al pie de ugdasitealdes con el fermento que se
dispondran por espacio de algunas horas al pie de los cactus hospedadsstes @species. Derecha:
Captura de ejemplares al pie de un cardén, utilizando una red entomoldgica diseaasktepfn.

En la Tabla 2.1 se listan las localidades muestreadas, el afio de colecta, las
coordenadas geograficas y la provincia fitogeografica en que se encuentra cdda una
ellas dentro del Dominio de Chaco, regién que a su vez se subdivide en Chaco Distrito
Oriental, Chaco Distrito Occidental y Chaco Serrano. Se ha muestreado a su vez en las
regiones de la Prepuna, del Espinal, de la Selva Misionera y del Monte el cual se divide
en Monte Norte y Monte Sur (Cabrera 1976). Esta clasificacion se basa en la
predominancia de ciertas familias y el endemismo de ciertos géneros de plantas. Asi es
como el Dominio Chaco se puede subdividir en distritos, en cada uno de los cuales existe

una predominancia de un cierto conjunto de especies. En la Tabla 1 se presenta un listado

de las especies de cactaceas mas conspicuas en cada una de las localidades muestreadas.

Cada localidad de captura se identifica con un acrénimo de tres letras, que es la
denominacién que se usara a largo de esta tesis. En el caso de Valle Fértil dasacoex
ambas especies las muestras de Drosophila buzzatii y D. koepferae se identificaron con
el acronimo VFB o VFK, respectivamente. En el mapa de la Fig. 2.2 puede observarse la
ubicacion geogréfica de las localidades muestreadas y en la Fig. 2.2 se presentan las
fitogeografia de la Republica Argentina con el fin de ilustrar en qué region se encuentra
cada localidad de muestreo. Principalmente se colectaron individuos en localidades del
Dominio de Chaco, el cual segun sus caracteristicas fitogeograficas se subdivide en Chaco
serrano, donde se encuentran las localidades de Gliemes, Vipos, Cadillal, Villa de Soto,
Cruz del Eje y Valle Fértil, Chaco distrito oriental donde se encuentran las localidades de

Lomitas y Palo Santo, y Chaco distrito occidental donde se encuentra la localidad de Ing.
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Juarez. En el Monte Sur, se muestre0 en las localidades de Lavalle y Villa Mazan. En el
Espinal se muestre6 en Ensenada y en la Selva misionera, en la localidad de Montecarlo.
En estas localidades se capturaron ejemplares de D. buzzatii. Ejemplares de D. koepferae
se colectaron en la region denominada Monte norte en las localidades de Ruinas de
Quilmes y Brealito, en tanto que en Monte sur las colectas se realizaron Miranda y

Suyuque (Monte sur) y en Valle Fértil.

T|lcara n REGIONES FITOGEOGRAFICAS

Lomitas @
»

Montecarlo @ Espinal
Selva mis

iisionera
Monte norte

Monte sur

Ensenada-Diamante ®

=

Figura 2.2: Localidades muestreadas durante los veranos de 2007 a 2011: dntitess| 2-Palo Santo, 3-
Montecarlo, 4-Ensenada, 5-Tilcara, 6-General Gllemes, 7-Villa Mazan, 8-Valle Fértig @8/8oto, 10-
Cruz del Eje, 11-Ruinas de los Quilmes, 12-Vipos, 13-Cadillal, Aderiiero Juarez, 15-Lavalle, 16-
Brealito, 17-Miranda, 18-Suyuque. En blanco se subrayan los aerdbrlas localidades en las cuales se
capturaron individuos de Drosophila koepferae. En rojo se subeayinica localidad en la cual se
encontraron ejemplares de las dos especies. En las demas localidades sélo seae@pentdares de D.
buzzatii.Ver texto para mas detalles.
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Tabla 2.1: Localidades donde se colectaron las muestras de moscas analizadas en estintlisis.e8e
cada caso la especie que se colectd, el nombre de la localidad, el acronimo, &amdagrdeogréficas, el
afio de colecta, la altitud, la provincia fitogeografica segun Cabrera (1% &ppecie de cactus que se
encuentran en cada regién, Opuntia sulphurea (Os),0. quimilo (Qajig@ris (Ov), O. ficus indica (Ofi),
Trichocereus pasacana (Tp), Trichocereus terscheskii (Tt), T.ic2ausd(Tc), Cereus validus (Cv),

Pereskia sacharosa (Ps) .

Especie Provincia Localidad Coordenadas Afio Altitud Provincia Especie de
{Acronimo} {en metros) fitogeogrifica | cactus
Tucuman 1-Vipos 26728'37.14"8 2010 186 Chaco serrano Og, Cv, Tt
(VIF) 65°21'57.32"0
LaFioja 2-Villa 28°34'0.68"8 2010 651 Monte sur Os, Tt
Mazan(MAZ) 66°1539.18"0
Jujuy 3-Tilcara 2373437.07"8 2008 2479 Prepuna Os, Ip
(TIL) 65°23'36.12"0
Tucuman 4-Cadillal 26°40°59.99"8 2010 600 Chaco setrano Og, Cv, It
(CAD) 65°16'0.01"0
Cordoba 3-Villa de | 30°316.21"8 2008 336 Chaco setrano Qg, It Cv
Soto(VS) 63° F17.94"0
Formosa 6-Ingeniero 23733'60.00"S 2007 184 Chaco  distrito | Og, Fs, Cv, T¥
Juarez{JUA) 61°510.00"0 occidentsl Op,0s Tc
Drosophila Entre Rios T-Ensenada 327 £10.96"8 2007 81 Espinal v
buzzatii (ENS) 60°38'16.34"0
Cordoba 3-Cruz del | 63°2000.07"0Q 2007 466 Chaco serrano Og, It. Cv
Eje{CRUZ) 64°48'35.63"0
Misiones g-Montecatlo 26734'0.33"8 2007 195 Selva of
(MON) 34745'57.77"0 Misionera
Formosa 10-Lomitas 2474216 208 2007 131 Chaco  distrito | Og, Ps, O, I?
(LOM) 60°362.08"0 oriental Op,0s,Tc
Formosa 11-Palo 257 33747497 8 2007 o1 Chaco  distrito | Op
Santo(PS) 397 20010257 0 oriental
Mendoza 12-Lavalle 26°36'37.92"8 2011 392 Monte sur Off
(LAV) 65°18'11.58"0
Salta 13-General 247 "8 2010 734 Chaco serrano Og, It. Cv
Giiemes 63.1 "W
(GUE)
Drosaphila San Juan 14-Valle 30°34'44.56"8 2008 1360 Chaco serrano s, It Qsp
buzzatii Fertil(VF) 67°175.24"0
¥ Drosophila
Lkoepferae
Salta 13-Brealito 25°160.01"5 2010 2419 Monte norte It Os
(BEE) 66°20'59.99"0
Tucuman 16-Ruinas de | 26°41733.34"8 2008 1830 Monte norte It Os
Quilmes({RUT) 66° £'5.86"0
Drosophila LaFioja 17-Miranda 20719599978 2010 1663 Monte sur It I, Os
koepferae (MIR) §7°41'0.03"0
SanLuis 18-Buyuque 33713'14.04"8 2010 319 Chaco setrano Os It Ie
(SUY) 66°17'51.64"0
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2.2.2- Extraccion de ADN

La extraccion de ADN gendmico se realizé a partir de machos adultos colectados
en la naturaleza utilizando el kit de extraccion: PUREGERHEA Purification Kity
siguiendo el protocolo provisto por el proveedor con modificaciones menores. Las
moscas se homogeneizaron utilizando un disgregador de tejidos. EI homogenato se
incub6 durante 15 minutos a 65°C en un bafio térmico (Dry Bath Incubator, Major
Science). Luego se afiadieron 0,55 pl de una solucion 4 mg/ml de RNAsa A (Genbiotech),
se mezclo realizando aproximadamente 25 inversiones suaves y se incubé a 37°C durante
60 minutos. Finalizada la incubacion, se dejo la muestra a temperatura ambiente
(aproximadamente 20°C). Luego se agregaron 50 ul de Protein Precipitation Solution
(QIAGEN) y se mezclé nuevamente por inversion. La muestra se colocé en hielo durante
5 minutos, luego de lo cual se centrifugd a 16000 rcf durante 6 minutos en una
microcentrifuga de mesa (Centrifuge 5415D, Eppendorf). El sobrenadante fue vertido a
un nuevo tubo de 1,5 ml conteniendo 150 ul de isopropanol 100% frio. Se mezclo
invirtiendo cada tubo unas 50 veces y se centrifugd nuevamente a 16000 rcf en una
microgentrifuga refrigerada (Centrifuge 5415R, Eppendorf) a 4°C. Se descartd el
sobrenadante, cuidando que el pellet no se perdiera, y se colocé el tubo abierto sobre un
papel absorbente limpio durante unos segundos de forma de drenar el excedente de
alcohol. Se afiadieron 150 pl de etanol 70% frio, se mezclo invirtiendo varias veces el
tubo y se centrifugd durante 5 minutos a 16000 rcf a 4°C. Luego se descartd el
sobrenadante cuidadosamente, procurando que el precipitado de ADN no se perdiera y
nuevamente se drend el remanente de alcohol sobre un papel absorbente. A fin de
evaporar el etanol, el tubo se colocé en una camara conectada a una bomba de vacio
durante 40 minutos, o hasta que no se registrara presencia de vapores alcoholicos.
Finalmente, se anadieron 30 pl de agua Milli-Q estéril y se permitio la rehidratacion del
ADN por incubacion a 4°C en heladera durante toda una noche. Una vez finalizada la
extraccion, la muestra fue almacenad2@°C hasta su posterior utilizacion.

La calidad de la extraccion fue verificada por electroforesis. A tal fin se sembraron
2 ul de cada ADN gendmico en un gel de agarosa al 1%. Ademas, se determind la cantidad
de ADN mediante una técnica fluorométrica (Qubit™ fluorometer [Invitrogen]). Para
esto se utilizo 1 pl de cada muestra siguiendo el protocolo descripto por el fabricante para

ADN gendmico (QuaniT™ dsDNA BR Assay Kit).
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2.2.3- Amplificacion por PCR y secuenciacion

El gen mitocondrial Citocromo Oxidasa | (COI) tiene un tamafo aproximado de 1535 pb
y se encuentra entre las posiciones 1533 y 2274 del genoma mitocondrial de Drosophila
melanogaster (nUmero de acceso el NCBI GenBank es FBgn0013674). Se analizé un
fragmento de la secuencia del gen mitocondrial COIl de 572 pb. Todas las muestras fueron
amplificadas por PCR en un termociclador GenéARiCR System 2700 (Applied
Biosystem$en un volumen final de 50 pl, conteniendo: 5 ul de Buffer (10X) Invitrogen,

8ul ANTPs (1,25 mM), 5 ul CI2Mg (25 mM), 1 ul de cada primer en una concentracion

de 100 ng/pl, 0,4 pul Taq (Invitrogen), 2 ul de de una dilucién 1:10 del ADN gendémico.

Para la amplificacion del fragmento de COIl se utilizaron los primers 1406f
(5’CAATTTATCGCCTAACTTCAGCC3’)(descriptos por primera vez por Simon et al.

(1994) y posteriormente modificado por De Brito et al. (2002) y 2191r
(5’CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC3’) (De Brito et al. 2002). Las
condiciones de ciclado fueron: 1 ciclo de 60 segundos a 94 °C, 35 ciclos de 40 segundos
a 94° C, 40 segundos a 48°C y 120 segundos a 72° C.

Los productos de amplificacion fueron visualizados en geles de agarosa al 1%,
teniidos con 2,5 pl de GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium) por cada 50 ml de gel.

Se sembraron 4 ul de cada producto de reaccion junto con 1 pl de buffer de siembra
(0,09% de Bromophenol Blue, 0,09% de Xylene Cyanol [SIGMA] y 60% de glicerol en
agua bidestilada). La corrida electroforética se llevé a cabo a un voltaje constante de 80
V en buffer TAE 1X durante 50 minutos aproximadamente. Los fragmentos se
visualizaron en un transiluminador UV DyNA Light Dual Intensity UV Transilluminator
(Labnet) y su tamafio se estimé por comparacion con un marcador de peso molecular 100-
1000 pbs (Invitrogen), sembrando 1 pl de marcador junto con 1 pl de buffer de siembra.

La purificaciéon de los productos de amplificacion se realiz6 utilizando el kit
“Accuprep PCR Purification Kit (BIONEER corporation), siguiendo el protocolo
sugerido por el fabricante. Algunas muestras se purificaron mediante la técnica de
purificacion por gel de agarosa antes de utilizar un kit de purificacion debido a la
presencia de bandas inespecificas de mayor peso molecular que podrian interferir en la
secuenciacion. La electroforesis se llevd a cabo en un gel al 1% en buffdrXTABO
V durante 60 minutos. La banda de interés se cortd del gel con un bisturi y se purificd
utilizando el kit “AccuprepGel Purification Kit (BIONEER). Las reacciones de

secuenciacion se llevaron a cabo en un secuenciador automatico ABI 3130XL con
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BigDye™ terminator sequencing kit (Applied Biosystems), contratando el servicio de la
Unidad de Secuenciacion y Genotipado de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

de la Universidad de Buenos Airdsttp://seq.eqge.fcen.uba.pd en un secuenciador

automatico 3730XL coBigDye™ terminator cycling conditions (Applied Biosystems)

contratando el servicio de la empresa Macrogen Ihttp:({/macrogen.coin La

concentracion requerida de los productos de amplificacion fue de 50 ng/ul. En algunos
casos fue necesario realizar varias reacciones de PCR por cada individuo para alcanzar la
cantidad de producto requerido para su secuenciacion.

En una primera instancia, las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo en
forma bidireccional con los mismos primers (cebadores) que se utilizaron en la reaccion
de amplificacién, pero luego del analisis de las primeras secuencias se decidié secuenciar
solamente la hebra sense del amplicon, dado que la direccibn antisense no pudo

secuenciarse exitosamente.

2.2.4- Edicion y alineamiento de secuencias

Las secuencias obtenidas fueron editadas y ensambladas utilizando el programa
BIOEDIT (Sequence Alingment Editor Hall 1999). La alineacion se llevo a cabd con e
programa CLUSTALW (Thompson et al. 1994). Luego de eliminar las secuencias con
baja calidad de secuenciacion (que incluian los primers) de los extremos se obtuvieron
secuencias de 552pb que fueron utilizadas para los andlisis subsiguientes. La
confirmacion de que se trataba de COI se realiz6 comparando las secuencias obtenidas
con la informacién disponible en el banco de datos de secuencias Genbank del NCBI
utilizando el programa BLAST (Altschul et al. 1990).También se tradujeron las
secuencias de nucledtidos a secuencias de aminoacidos con el fin de corroborar que no

hubiera codones de stop prematuros en la seccion del gen amplificada.

2.2.5- Estimacion de la diversidad molecular

Como estimador de la diversidad molecular se calcul¢ la diversidad nucleotidica (), que
corresponde al nimero medio de diferencias de nucledtidos por sitio entre pares de

secuencias, mediante la formula:
k
T= —
m

donde k es:
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2
b= oD%

i<j
mes la longitud del fragmento secuenciado, n es el numero de secuencias en la muestra
y d;j es el numero de diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias.

También se calculo la diversidad de haplotipos (Hd) definida como:

h
Hd = —> 1—2.2
— ) P

Donde n es el niumero de secuencias, h es el nUmero de haplotgsis, fpecuencia

relativa del haplotipo i.
Tanto7t y comoHd proporcionan informacion acerca de la variacion molecular

de la muestra. Asimismo, se obtuvieron estimaciones de la diversidad molecular como el
namero de haplotipos (h), el nimero de sitios segregantes (S), la diversidad haplotipica y
el nimero de mutacioneg( Todos los indices se calcularon utilizando el programa
DnaSP v5 (Rozas y Rozas 1995, 1997; Librado y Rozas 2009).

2.2.6- Relaciones genealdgicas entre haplotipos

Para evaluar las relaciones entre haplotipos se obtuvieron redes (minimum spanning
network) basadas en el nimero de diferencias entre haplotipos. Las redes se generaron
usando el método Media Joining (Bandelt et al. 1999), implementado en el programa
NETWORK 4.6 (vww.fluxus-engineering.cojn

2.2.7- Analisis demograficos

Se utilizaron pruebas especificas para poner a prueba la hipétesis de constancia en el
tamafo poblacional. Las mismas permiten detectar huellas de posibles eventos
demograficos en la diversidad genética observada.

Con el fin de investigar si los patrones de variacion del gen COI se ajustan a los
valores esperados bajo la teoria Neutralista se utilizaron las pruebas de neutralidad Fs (Fu
1997), Tajima B (Tajima 1989y Pairwise Mismatch Ditribution (Rogers y Harpending
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1992, Ramos-Onsins y Rozas 2002b,) implementadas en el programa Arlequin ver. 3.5
(Excoffier y Heckel 2006, Excoffier 2009).

Laprueba Fsde Fu(1997) se basa en la probabilidad de observar no menos de k
haplotipos en una muestra de n secuencias dado un cierto valor de 0 estimado a través de
7. Fs se calcula de acuerdo a la siguiente férmula:

ISk |0k
Snbx

Fs = In (=), dondes’ = p(ko < k|6 = B7) = Tiss,

Dado queFstiende a ser negativo cuando hay un exceso de mutaciones recientes que
generan alelos raros, un valor negativo y significativo de este estadistico puede tomarse
como evidencia contra el modelo neutral. Tal exceso de variantes raras puede ser
consecuencia de una expansion reciente. La prueba supone que la recombinacién es igual
a cero lo cual es valido en el caso del mtADN. Sin embargo, cuando hay recombinacion
un valor de Fs significativo puede simplemente estar demostrando un exceso de
haplotipos por el efecto de recombinacién. Ademas, es de destacar que la prueba Fs es
una de lasmas potentes para detectar expansiones poblacionales y ‘“hitchhicking’

genético (Fu 1997, Ramos-Onsins y Rozas 2002).

El test Drde Tajima (1989) se basa en la comparacion de dos estimadores del
parametro neutralista (O): 6w que se basa en el nimero de sitios segregantes (S)
(Watterson, 1975) y m que se basa en el nimero promedio de diferencias nucleotidicas
entre pares de secuencias:

T—0,

Jvar(m—6,)

DT:

Bajo el modelo neutro el valor esperado des£0, ya que al ser Ow y m estimadores del

parametro neutralista © se espera que bajo la hipdtesis nula sean iguales. Sin embargo,

cuando hay alelos bajo seleccion o cuando el tamafio efectivo no se mantiene constante,
es decir cuando no se cumple alguno de los supuestos del modelo de Wright-Fisher, que
subyace a la teoria neutralista, el comportamiento de ambos estimadores puede ser
diferente. En efecto, el estimador basado en el nUmero de sitios segregantes no toma en
cuenta las frecuencias en que se encuentran las variantes que segregan en cada sitio, de
modo que se ve igualmente afectado por sitios en los que segregan variantes raras como
por sitios ends que segregan variantes en alta frecuencia. En cambio 7 es equivalente a

la heterocigosis esperada bajo Hardy-Weinberg (2pq, donde p y g son las frecuencias de

cada una de las variantes que segregan en cada sitio) promedio por sitio, de modo que se
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ve mas afectado por aquellos sitios en los que las variantes nucleotidicas que segregan se
encuentran en alta frecuencia y menos por sitios en los que segregan variantes raras. Por
lo tanto, cuando por alguna razén hay un exceso de variantes raras, respecto a las

esperadas bajo la teoria neutralista, Ow sera mayor que ©, de modo que Psera negativo.

A su vez, cuando el desvio respecto de la neutralidad ocurre en la direccion de un exceso

de variantes en frecuencias intermedias, el valord&spositivo.

El Dr (Tajima 1989) es un estadistico muy general que se basa en el andlisis del
espectro de frecuencias alélicas. Si las poblaciones han atravesado una expansion
poblacional luego de un cuello de botella o la region génica presenta huellas de barridos
selectivos el valor desera menor que 0. Los valores defdositivos, en cambio, son
consistentes con seleccidon equilibradora o estructuracion poblacional. Estudios con
simulaciones demuestran que es mas potente que otros test similares cuando la hipétesis
alternativa es un barrido selectivo (selective sweeps) y cuello de botella (Tajima 1989,
Simonsen 1995). Finalmente, cabe destacar que las desviaciones respecto del modelo
neutro en un locus especifico podrian ser consecuencia tanto de la seleccion como de
cambios en la demografia. Sin embargo, es posible diferenciar entre ambos escenarios,
los procesos demograficos tienen un efecto amplio en el genoma ya que afectan de manera
similar a todos los loci, mientras que los efectos de la seleccion a nivel genémico son mas
locales, es decir se espera que se encuentren restringidos a loci especificos y
eventualmente a sus vecindades dependiendo de la tasa de recombinacion de la region
bajo estudio.

Las pruebas de neutralidad Drajima 1989) y Fs (Fu 1997) fueron llevadas a cabo
utilizando el programa DnaSP v5 (Rozas y Rozas 1995, 1997, Librado y Rozas 2009)

Los datos genético-moleculares ofrecen informacién no so6lo para estudiar las
relaciones entre poblaciones sino que ademas pueden mostrar la huella de los cambios de
tamafio poblacional que han ocurrido en el pasado. Por lo tanto, la diversidad de las
secuencias aporta un instrumento para examinar la demografia histérica. Las pruebas
basadas en la evaluacion de la distribucién de diferencias pareadas o Mismatch
Distribution (Rogers y Harpending 1992) se utilizan para investigar cambios en el tamafio
efectivo histérico Mediante el estudio de regiones de ADN que no han experimentado
recombinacion. Las poblaciones que han mantenido un tamafo efectivo constante
presentan una distribucién de diferencias entre pares de secuencias que se diferencia de

la de poblaciones que han experimentado un crecimiento poblacional. EI método
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desarrollado por Rogers y Harpending (1992) evalla la probabilidad, bajo neutralidad, de
que dos secuencias tomadas al azar difierarsiios nucledtidicos en la generacion t

En aquellos casos en los que no hay cambios en el tamafio poblacional se espera una
distribucion multimodal de las diferencias pareadas, pero en el caso que haya ocurrido
una rapida expansion demografica se espera una distribucion unimodal. El estadistico se

denomina rg y se calcula mediante la formula:

d+1
rg = Z(xi — Xi-1)*
=1

dondexi es la frecuencia de haplotipos que difiereri eosiciones y d es el niumero
maximo de diferencias observadas. El estadisitiggermite estimar la “suavidad”
(“raggedness”) de la distribucion de diferencias pareadas observada, permitiendo
distinguir entre poblaciones estacionarias de aquellas bajo expansion (Harpending et al.
1993).

Para realizar esta prueba se utilizé el programa DnaSP v5 que, ademas, permite
visualizar de manera grafica la distribucion observada de las diferencias pareadas junto
con las distribucion esperada para una poblacion en equilibrio (Slatkin y Hudsory 1991)
para una poblacién que ha experimentado un incremento en el tamafio poblacional
(Rogersy Harpending 1992). Este mismo programa provee los intervalos de confianza
del estadisticorg mediante simulaciones utilizando el algoritmo coalescente. La
significacion de los estadisticos se evalu6 mediante simulaciones de coalescencia (10000
réplicas) basadas en un proceso de Monte Carlo (Hudson 1990) asumiendo la opcion de
no recombinacion que es la mas conservativa. Estudios con simulaciones demuestran que
es mas potente cuando la hipétesis alternativa es barrido selectivo (selective sweep) y
cuello de botella, que otros test similares y es mas potente para casos de expansion
poblacional y“hitchhicking’ genético (Fu 1997, Ramos-Onsins y Rozas 2002). La
distribucion de diferencias pareadas observada y la esperada bajo un modelo de
crecimiento poblacional exponencial se calcularon usando el programa DNAsp V5.1
(Librado y Rozas 2009). Finalmente, la pruebgfamos-Onsins y Rozas, 2002) usa la
informacion de la frecuencia de los sitios segregantes. De modo similar que la Prueba de
Tajima (Dr) el estadistico Res apropiado para distinguir cambios en el tamafio
poblacional. Las poblaciones que han sufrido una expansién reciente presentan un exceso
de mutaciones en las ramas externas de la genealogia y un exceso de mutaciones unicas
(singletons) (Tajima 1989, Slatkin y Hudson 199%)s&®define como:
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1/2
(S, Wi -2

R2= n

S

Donde n es el tamafio de la muestra, S es el nUmero total de sitios segregantes, k es el
namero promedio de diferencias nucleotidicas entre pares de secudinegs| numero

de mutaciones Unicas. En esta prueba la razén k/2 es el nUmero esperado de mutaciones
Unicas en una de las ramas de la genealogia luego de un evento reciente de crecimiento
poblacional, por lo tanto, se esperan valores bajos.denReste tipo de escenario
demografico. Rde Ramos-Onsins y Rozas es un test mas potente para muestras de
tamafo pequefio ifs se comporta mejor para muestras de tamafio mayor. La prueba
mismatch distribution y el indice de Harpending) 6i bien son usadas comuinmente son

menos potentes (Ramos-Onsins y Rozas 2002).

2.2.8 -Estructura poblacional

Analisis de varianza molecular

La estructura poblacional fue inferida mediante el analisis de la varianza molecular
(AMOVA, Excoffier, 1992). Este se basa en el andlisis de la distribucién de la variacion
entre haplotipos, entre y dentro de las poblaciones y a distintos niveles de una estructura
jerarquica previamente establecida (Rousset 2000, Excoffier 2003). En nuestro caso se
aplicaron 3 niveles: entre regiones, considerando las regiones fitogeograficas reconocidas
por Cabrera (1976), entre poblaciones (dentro de regiones) y entre individuos (dentro de
poblaciones). Los componentes de covarianza usados se calculan como los indices de
fijacion definidos originalmente por Wright (Wright 1965), en términos del coeficiente

de endogamia y luego en términos de tiempos de coalescencia por Slatkin (Slatkin y

Hudson 1991). Formalmente en el caso de haplotipos, se asume el siguiente modelo:

Xijk =X + ag + by + ciji
Donde a son los efectos de grupo, b los efectos de poblaciondssyefectos de
haplotipos entre poblaciones dentro de grupos. Se asume que estos efectos son aditivos,
aleatorios, independientes y estan asociados con los componentes de covarianza
2, 9%y @? respectivamente. La varianza molecular totaf)(es la suma de los

componentes de la covarianza entre los diferentes haplotipos dentro de la popgion (
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el componente de covarianza entre los diferentes haplotipos en las diferentes poblaciones
entre los gruposy?) y el componente de covarianza entre las G poblacigifgs Para

un disefio de estructura jerarquica simple como el que utilizamos en la presente tesis
donde el tipo de datos es de naturaleza haploide (las secuencias del fragmento del gen de
mtCOIl amplificado), el indice de fijaciorsFes idéntico al estadistico F entre |6g;
(Michalakis y Excoffier 1996).

En el AMOVA realizado para analizar la estructuracion de la variacion en
Drosophila buzzatii se consideraron 7 grupos segun las regiones fitogeograficas descritas
por Cabrera (Tabla 1). A continuacion se describen los agrupamientos y las localidades
gue comprende cada uno:

e Chaco Distrito Oriental: Lomitas y Palo Santo.

e Chaco Distrito Occidental: Ing.Juéarez.

e Chaco Serrano: Guemes, Vipos, Cadillal, Villa de Soto, Cruz del Eje y Valle
Fértil.

e Pre-Puna: Tilcara.
e Monte Sur: Lavalle y Villa Mazan.
e Espinal: Ensenada.

e Selva Misionera: Montecarlo.

En el caso dDrosophila koepferae el AMOVA quedoé estructurado en tres grupos:
e Monte Norte: Ruinas de Quilmes y Brealito.
e Monte Sur: Miranda y Suyuque

e Chaco Serrano: Valle Fértil

Los Anadlisis de Varianza Molecular (AMOVA) se realizaron mediante el programa
Arlequin 3.5 (Excoffier 2009). Para este analisis se consideraron 2 niveles de
estructuracion jerarquicos: las regiones fitogeogréficas y las poblaciones. Otro modo de
analizar la estructura de las poblaciones es mediante los estadisticos F disefiados por
Wright (1931) que permiten describir la estructura de poblaciones de organismos
diploides en términos de tres estadisti€o® de correlacion alélica. En particular
utilizamos Fkr (indice de diferenciacion entre regionesyc findice de diferenciacion

entre poblacionesg)Fst (indice de diferenciacion global entre las regiones muestreadas).
Sus valores pueden interpretarse como la desviacion de las frecuencias genotipicas

respecto de las esperadas bajo el modelo de HW dentro de las poblaciones locales y la
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poblacién total (Avise 2000). Los estadistides(Wright 1931, 1965) utilizan las
frecuencias alélicas obtenidas en las diferentes regiones geograficas para determinar el
flujo génico o para cuantificar la subdivisién de poblacional, ya que muestran una relacion
no lineal entre la cantidad de flujo génico y el grado de diferenciacién genética entre sub-
poblaciones. Er se utiliza como indice de diferenciacion global entre todas las
poblaciones muestreadas y se interpreta como la varianza alélica entre poblaciones
estandarizada con el valor maximo posible dada la media observada de las frecuencias

alélicas. rsegun Slatkin (Slatkin y Hudson 1991) se puede expresar del siguiente modo:

Fo = fO_fI:tO_tl
ST 1-fi t1

Donde § es la probabilidad de identidad por descendencia de dos alelos muestreados de

la misma poblacion; &s la probabilidad de identificar dos alelos que provienen de dos
poblaciones distintag, es la media del tiempo de coalescencia entre dos alelos que
provienen de dos poblaciones distintag, gs la media del tiempo de coalescencia entre
alelos que provienen de la misma poblacion. Los indices de fijacibn se calcularon

mediante el programa Arlequin 3.5 (Excoffier 2009).

Test de Mantel

Para analizar la correlacién entre la distancia genética, entre pares de poblaciones (medida
con el estadisticod) y la distancia geografica entre poblaciones (medida en km lineales)

se utilizo el Test de Mantel utilizando el programa Mantel for Windows (Excoffier et al.
2009). Este se llevo a cabo utilizando las matrices de distancia geogréfica (logaritmo en
base 10 [log] de la distancia geografica) entre pares de localidades y la matriz de valores
de Fst entre pares de poblaciones obtenida con el programa Arlequin 3.15. El test de
Mantel se basa en la correlacion entre dos matrices. Cuando una de las matrices es la de
distancias geograficas entre poblaciones y la otra de distancias genéticas como las dadas
por la matriz de FEr, el test permite establecer si hay una correlacion entre la
diferenciacion genética y el grado de separacion geografica.

Analisis de Clusters jerarquico

El objeto del andlisis de clusters es agrupar las observaciones de forma que los datos sean
homogéneos dentro de los grupos (minima varianza) y que estos grupos sean lo mas

heterogéneos posibles entre si (maxima varianza). El analisis de clusters, entre muchas
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de sus utilidades, se puede utilizar para agrupar poblaciBee®alizd el andlisis de
cluster jerarquico con la funcién hclust del paquete stat de R 2.1.3 (http://www.r-
project.org/), y luego se grafico el dendograma correspondiente con la funcion plot.hclust.
Los valores de & entre pares de poblaciones se utilizaron como estimadores de la
distancia genética.
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2.3 Resultados

2.3.1- Diversidad molecular

Drosophila koepferae

Se analizaron 72 secuencias de 552 pb de longitud provenientes de 5 localidades. En el
alineamiento se identificaron un total de 19 haplotipos (Anexo I) definidos por 64 sitios
variables, incluyendo 36 singletons (mutaciones encontradas sélo una vez en la muestra)
y 28 sitios informativos (Anexo 1). La diversidad nucleotipica globgal/(la diversidad
haplotipica Hd) fueron 0.0224 y 0.90, respectivamente, variando localmente entre
0.0311 y 0.0159 la primera y la segunda entre 0.911 y 0.754 (Tapla 2.2

Tabla 2.2: Estimadores de diversidad genética en cada poblacion muestreada. Se indiczariel ta
muestral (N); el nimero de sitios variables (S); el nUmero de haplotipos (kgrsidhd haplotipica (Hd);

la diversidad nucleotidica por sitio (n) y la heterocigosidad nucleotidica en base al numero promedio de

diferencias entre pares de secuencias (k) y el nimero medio de sitios vasigbles gigla dst representa
la desviacion estandar.

Drosophila koepferae
N|S|h Hd (dst) 7 (dst) k ow
1-Brealito 11|42| 7 | 0,911 (0,077)| 0,0311 (0,0068)| 16,622 15,19989
2-Ruinas de Quilmes 15/26| 5 | 0,752 (0,092) 0,01594 (0,00541 8,800 | 7,99616
3-Suyuque 7 | 25| 6 | 0,952 (0,096)( 0,02502 (0,00463 13,809| 9,64187
4-Valle Fertil 25(33| 8 | 0,725 (0,073)| 0,00759 (0,00239 4,188 | 9,10481
5-Miranda 14|30| 6 | 0.838 (0,061)| 0,0223 (0,00263) 12,323| 9,43357
Total 72|64|19|0,8979 (0,002] 0,02457 (0,02457 13,562, 26,2020
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Drosophila buzzatii

Se analizaron 176 secuencias de 552 pb de longitud provenientes de las 14 localidades
muestreadas. En el alineamiento se identificaron un total de 26 haplotipos (Anexo 1)
definidos por 63 sitios variables, incluyendo 9 singletons y 54 sitios informativos (Anexo

). La diversidad nucleotidicglobal (r) y la diversidad haplotipica (Hd) fueron 0,011y

0,537 respectivamente, variando localmente la primera entre 0,004 y 0,111 y la segunda
entre 0,200 y 0,864 (Tabla 2.3).

Tabla 2.3: Estimadores de diversidad genética para Drosophila buzzatii en cada polmlaegireada. Se

indican el Tamafo muestral (N); el nUmero de sitios variables (S); el nimero dabagtg; la diversidad
haplotipica (Hd); la diversidad nucleotidica por sitio (m) y la heterocigosidad nucleotidica en base al nimero

promedio de diferencias entre pares de secuencias (k) y el nUmero medio darsidesvdw). La sigla
dst representa la desviacion estandar

Drosophila buzzatii

N |S|h Hd (dst) 7 (dst) k ow

1-Tilcara 18 |54| 5 | 0,484 (0,138] 0,0266 (0,007)| 11,405 15,7

2-Vipos 10 |29| 7 | 0,864 (0,107] 0,111 (0,0066)| 6,133 |10,251

3-Villa Mazén | 13 |25| 4 | 0,744 (0,0%)| 0,0133 (0,006)| 7,339 | 8,056

4-Valle Fértil | 24 | 25| 5 | 0,736 (0,057] 0,0197 (0,0228) 10,902| 6,695

5-Cadillal 16 | 16| 4 | 0,350 (0,148] 0,0036 (0,0020) 6,686 | 9,226

6-Villa Soto | 15 30| 6 | 0,648 (0,134] 0,2 (0,120 0,786| 0,771

7-Juérez 10|1|2| 0,2(0,154) | 0,0114 (0,0121) 0,2 | 0,353

8-Ensenada | 8 | 2 | 3 0,679 (0,122] 0,1142 (0,1210) 0,786 | 0,771

9-Cruz del Eje| 11 | 24| 3 | 0,564 (0,134] 0,0215 (0,0042) 11,891 8,194

10-Montecarlo| 11 | 1 | 2 | 0,182 (0,144] 0,0003 (0,0002) 0,182 | 0,341

11-lomitas | 14| 1 | 2 | 0,143 (0,119] 0,0003 (0,00002 0,143 | 0,314

12-Palo Santo| 8 |0 | 1 0 0 0 0

13-Giemes | 14| 2 | 3 | 0,385(0,149) 0,0007(0,0003)| 0,407 | 0,629

14-Lavalle 4 22| 30,833(0,222) 0,0202(0,0107)|11,167| 12,00

Total 176|66|26| 0,537(0,046) 0,0109(0,046) | 6,042 | 11,489
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2.3.2- Relaciones genealdgicas entre haplotipos

Drosophila koepferae

De los 19 haplotipos encontrados en Drosophila koepferae, 5 son compartidos entre
poblaciones, y 14 son exclusivos de una poblacion. De los haplotipos compartidos el
mayoritario es H3DK que incluye el 20,8% (15) de las secuencias, luego le siguen HSDK
gue incluye el 15,3 % de las secuencias (11), y finalmente, con un 13,8% (10) el haplotipo
H6DK (Fig. 2.3). Las poblaciones muestreadas comparten los 5 haplotipos mayoritarios
(H1DK, H3DK, H5DK, H6DK y H8DK (Tabla 2.4). Sélo en el caso de H6DK, detectado
en Brealito, que esta definido por una Unica mutacion, los demas haplotipos presentan
entre 3 (H15DK encontrado en Valle Fértil, y H17DK encontrado en Miranda) y 23
mutaciones (H10DK encontrado en Suyuque). En la Fig. 2.4 se puede observar la
distribucion geogréfica de los haplotipos. Valle Feértil es la localidad mas diversa con 8
haplotipos, luego le siguen Brealito con 7, Miranda con 6, y Suyuque y Ruinas de Quilmes

con 5 haplotipos cada una.

EH 1 mH 2 mH 3 mH 4 EHS5 ®mH 6 mH7
mH 8 mH 9 mH 10mH 11mH 12mH 13 mH 14
H 15mH 16 mH 17 ®H_18 mH_19

Figura 2.3: Abundancia relativa de cada uno de los haplotipos encontrados en Droda@pfarae. Los
nameros identifican los haplotipos, siendo por ejemplo el H_1 el haplotig®K_Por ejemplo el
haplotipo H_1DK se encontré en 6 individuos. Para el detalle del nimero exatiapbbtipos por
poblacién ver Tabl2.4.
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Tabla 2.4: Haplotipos detectados en la muestra de Drosophila koepferae. Haplotipo (identifide
cada haplotipo), n (cantidad de secuencias en las que aparece cada hapldtipcfrPen la que se
detectaron los haplotipos y nimero de individuos de cada poblacién talegparada uno de los haplotipos
(entre corchetes). En color gris se resaltan los haplotipos que son compentid@s de una poblacion.

Drosophila koepferae
Haplotipo n Poblacién [#individuo]

H_1DK 6 Brealito [3]
Ruinas de Quilmes [2]
Valle Fértil [1]

H_2DK 1 Brealito [1]

H_3DK 15 Brealito [2]

Ruinas de Quilmes [1]
Suyuque [1]

Valle Fértil [11]

H_4DK 1 Brealito [1]

H_5DK 11 Brealito [1]

Ruinas de Quilmes [3]
Suyuque [3]
Miranda[4]

H_6DK 10 Brealito [3]
Ruinas de Quilmes [6]
Valle Fertil [1]

H_7DK 1 Brealito [1]

H_8DK 4 Ruinas de Quilmes [2]
Suyuque [1]

Valle Fértil [1]

H_9DK 1 Suyuque[1]
H_10DK 1 Suyuque[1]
H_11DK 1 Valle fertil[1]
H_12DK 7 Valle fertil[7]
H_13DK 1 Valle fertil[1]
H_14DK 1 Valle fertil[1]
H_15DK 3 Miranda[3]
H_16DK 2 Miranda[2]
H_17DK 2 Miranda[2]
H_18DK 1 Miranda[1]
H_19DK 3 Miranda[3]

Autora: Paula Lipko 52



TR - HAPLOTIPOS

s R
Breallto | o
B H_30K EH_4DK

uinas de los Quilmes B
M H_5DK B H_6DK

M H_7DK W H_8DK

"‘—‘T\Qrandal s M H_11DK M H_12DK
‘ B H_13DK M H_14DK

o Valle Fertil® m

B H_10DK W H_15DK
H_16DK M H_17DK
) RAINGT U H_1SDK H_190K

Figura 2.4: Distribucion geografica de los haplotipos de Drosophila koepferae.

La red de haplotipos (minimum spanning network) obtenida a partir de la
informacion de mtCOI se muestra en la Fig. 2.5. Se pueden diferenciar 2 grupos (A y B)
separados por 13 pasos mutacionales. En el grupo A los haplotipos mayoritarios son
H3DK y H4DK (grupo A) en tanto que en B el mayoritario es H5DK. Ruinas de Quilmes
es la unica poblacion en la que no se encontraron haplotipos uUnicos y Miranda (MIR) es
la poblacion en la que se encontrd la mayor cantidad de haplotipos Unicos. Valle Fértil es
la Gnica poblacion en la que se encontraron haplotipos de ambos grupos (A'y B).
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Figura 2.5: Red de haplotipos de mtCOIl para Drosophila koepferae. El areaddecldss es proporcional
a la frecuencia de los haplotipos y la longitud de las ramas es proporaiomamero de eventos
mutacionales. Los colores indican las localidades muestreadas. Los nimeroaraagandican los pasos
mutacionales que separan un haplotipo respecto del mas cercano, en las rdmas denindica ningin
namero significa que hay so6lo un paso mutacional. Las lineas punteadatddbsgrupos [A] y [B]
separados por la mayor cantidad de pasos mutacionales encontrados etrda mues

Drosophila buzzatii

De los 26 haplotipos encontrados en Drosophila buzzatii, 8 son compartidos entre 2 o
mas poblaciones y los demas se encontraron en una sola localidad. El haplotipo H1DB es
el mayoritario y se lo encontré en el 67,6% de los individuos muestreados (176 de 119)
(Fig. 2.6, Tabla 2.5). En Vipos y Tilcara se detectaron 3 haplotipos endémicos que es el
mayor niumero de haplotipos particulares para la especie. En las demas localidades se
observaron 1 ¢ 2 haplotipos endémicos. Vipos es la localidad en la que se encontré la
mayor cantidad de haplotipos (7), le siguen Villa de Soto con 6 haplotipos, Valle Fértil
con 5, Mazan con 4, Lavalle, Giemes y Cadillal con 3 haplotipos cada una y Palo Santo

con un solo haplotipo que fue el mayoritario (Fig. 2.7). Se obtuvo una red de haplotipos
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(minimum spanning network) en la cual se destaca un grupo principal (grupo A) en el que

se encuentra, ocupando una posicién central, H1B (grupo A), el haplotipo mas frecuente
(hallado en 11 de las 14 poblaciones estudiadas). De los haplotipos menos frecuentes se
separan 2 grupos, el primero cuyo haplotipo central es el H12B (Grupo B) y grupo C que
incluye los haplotipos H3B y H2B. El resto de los haplotipos que se encuentran en baja
frecuencia estdn separados por uno 0 unos pocos pasos mutacionales o entre 9 y 28 pasos
mutacionales. Tilcara es la localidad que muestra haplotipos con el mayor nimero de

pasos mutacionales con respecto al haplotipo mayoritario (Fjg. 2.8

mH_1DB mH_2DB mH_3DB mH_4DB mH_5DB mH_6DB WH_7DB
mH 8DB mH 9DB mH_10DBmH11 DBEH _12DBmH_13DBmH_14DB
®mH_15DB mH_16DB®H_17DB mH_18DB®H_19DB mH_20DB = H_21DB
mH_22DB mH_23DB = H_24DB = H_25DB = H_26DB

Figura 2.6 Abundancia relativa de cada uno de los haplotipos encontrados en Dieogaphatii. Por
ejemplo el haplotipo H_1DB que es el mayoritario se encontré en 119 irmbvittulas 176 muestreados
(67,6%). Para el detalle del nimero exacto de haplotipos por poblacién veRTabla
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Figura 2.7: Distribucion geogréfica de los haplotipos de Drosophila buzzatii.
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Tabla 2.5: Haplotipos detectados en las poblaciones de Drosophila buzzatii. Haplotipoigdeidtif de
cada haplotipo), n (cantidad de secuencias en las que aparece cada haplofpafinPamb la que se
detectaron los haplotipos y niumero de individuos de cada poblacién talggparada uno de los haplotipos
(entre corchetes). En color gris se resaltan los haplotipos que son comgetid@s de una poblacion.

Drosophila buzzatii
Haplotipo |# Poblacién [#individuos]
Tilcara[13]
HIDB 119 Vipos [4]
Mazan[6]
Valle Fértil[10]
Cadillal[13]
Juarez [9]
Villade soto[9]
Ensenada[4]
Cruz del eje[7]
Montecarlo[10]
Lomitas[13]
Guemes [11]
Palo Santo [8]
Lavalle[2]
H2DB 2 Tilcara[2]
H3DB 1 Tilcara[1]
Vipos[1]
H4ADB 6 Valle fértil[2]
Villade soto[2]
Lavalle[1]
H5DB 2 Vipos [1]
Cadillal[1]
HGDB 1 Vipos [1]
H7DB 1 Vipos [1]
HSDB 3 Vipos[1]
Mazan [2]
H9DB 1 Vipos [1]
H10DB 2 Mazan [3]
HIIDB 2 Mazan [2]
Tilcara[l]
H12DB 12 valle fértil [ 7]
Villade soto [1]
Cruz del eje [3]
HI13DB 1 Tilcara[1]
H14DB 2 Valle Fértil [1]
Villade soto [1]
HI15DB 4 Valle fértil [4]
H16DB 1 Cadillal[1]
H17DB 1 Cadillal [1]
H18DB 1 Villade soto [1]
H19DB 1 Villade goto [1]
H20DB 1 Juarez [1]
H21DB 3 Ensenada [3]
H22DB 2 Ensenada[1]
Giiemes [1]
H23DB 1 Cruz del eje [1]
H24DB 3 Montecarlo[1]
Giiemes [2]
H25DB 1 Lomitas[1]
H26DB 1 Lavalle[1]
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Figura 2.8: Red de haplotipos de mtCOI de Drosophila buzzatii. El area de lafosies proporcional a
la frecuencia de cada haplotipo y la longitud de las ramas es proporcional ab niEnewventos
mutacionales. Los colores indican las localidades. Los numero en las ramas irggesobmutacionales
de un haplotipo al siguiente, si no hay nimero significa que hayusdaso mutacional. Las lineas
punteadas delimitan los grupos [A], [B] y [C] separados por lgomeantidad de pasos mutacionales
encontrados en la muestra.
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2.3.3- Analisis demograficos

2.3.3.1 Pruebas de neutralidad

Se utilizaron los test deDrajima (1989), Fs para evaluar el ajuste de la variacion
observada respecto de la esperada bajo neutralidad. Estas pruebas, como ya se ha
mencionado, son Utiles para detectar discrepancias respecto del modelo neutro debidas a
procesos demogréaficos como crecimiento poblacional, cuello de botella y sub-

estructuracion poblacional.

Drosophila koepfeare

El valor de b estimado para la muestra global de Drosophila koepferae fue negativo y
no significativo (Dok= -1,59637p>0,05). Es decir que la discrepancia respecto de lo
esperado bajo el modelo neutro no es estadisticamente significativa; por lo tanto no se
puede decir que el valor negativo esté relacionado con algun evento demografico cuando
se toman en cuenta todos los individuos muestreados para esta especie (Tabla 2.6). En los
analisis realizados para cada poblacion por separado sélo Valle Fértil presentd un valor
de Dr negativo y significativo, en tanto que en las restantes 4 poblaciefgs Ebsitivo
y s6lo en Suyuque significativo. Estos resultados sugieren que en esta Ultima poblacion
habria una huella de seleccién equilibradora o de cierta sub-estructuracién poblacional.
Fs de Fu fue positivo y no significativo en la muestra t&tl¢ 2,375, p>0,05)
indicando que no hay apartamiento respecto de lo esperado bajo el modelo neutral (Tabla
2.6). Los valores de Fs fueron positivos para todas las poblaciones y s6lo en Brealito

significativo (Tabla 2.6).

Tabla 2.6: Pruebas de ajuste a modelos de equilibrio deriva/mutacién para cada pobld2iosaghila
koepferaetotal de 71 secuencias totales (Totah); Bs deFu, p: simulacién coalescente. Entre corchetes
se indica el tamafio muestral para cada poblacion. En negrita se resaltan ésssigihificativos.

Drosophila koepferae

Poblacion [Nro. Individuos] D1(p) Fsde Fu (p)
1.Brealito [11] 0.45534 (p>0,05) 2,112 (p<0,05)
2.Ruinas de Quilmes [15] 0,0419 (p>0,05) 5,487 (p>0,05)
3.Suyuque [7] 2,0028 (p<0,05) 0,705 (p>0,05)
4.Valle Fértil [25] -2,5002 (p<0,001) 0,0686 (p<0,01)
5.Miranda [14] 1,41289 (p>0,01) 5,507 (p>0,05)
Total [72] -1,59637 (p>0,05) 2,375 (p>0,05)
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Drosophila buzzatii

Dt para la muestra total de Drosophila buzzatii fue negativo y significatiwe<D

1,594, p=0,029). Esta desviacion respecto de lo esperado bajo neutralidad se debe a un
exceso de variantes en baja frecuencia, que podria deberse tanto a un barrido selectivo o
a una expansion tras un cuello de botella (Tabla 2.7). También Fs fue negativo, aunque
no significativo Fsn= -1,943, p=0,401). Cabe aclarar que Fs tiende a ser negativo
cuando hay un exceso de mutaciones recientes que generan alelos raros. Sin embargo,
como el valor de este estadistico no fue significativo no puede tomarse como evidencia
contra la neutralidad de las mutaciones ni en contra de la constancia del tamafio
poblacional efectivo (Tabla 2.7). Para las poblaciones de Cadillal, Montecarlo y Vipos se
obtuvieron valores de Dnegativos y significativos, lo cual concuerda con el resultado
obtenido para la poblacion total y esta de acuerdo con la hipo6tesis de una expansion
poblacional reciente. A su vez en Glemes, Juarez, Lomitas, Lavalle, Tilcara, Villa Soto

y Villa Mazan, el valor de Pfue negativy estadisticamente no significativo. En cambio,

Dt mostro6 valores positivos en las poblaciones de Cruz del Eje, Valle Fértil y Ensenada,
aungue solo fueron estadisticamente significativos en las dos primeras (Tabla 2.7). Es
importante mencionar que la prueba de Tajima no pudo realizarse para la muestra de Palo
Santo ya que fue monomorfica para todos los sitiosntfgOl. De las restantes 13
poblaciones B fue negativo en 10, de los que sdlo tres resultaron significativos. De las

13 poblaciones de D. buzzatii 6 mostrarorFgipositivo y no significativo (Cruz del Eje,
Lavalle, Tilcara, Valle Fértil, Villa de Soto y Villa Mazan), en tanto que en las 7 restante

Fs fue negativo y sélo en Giliemes significativo (Tabla 2.7). Por tanto, si bien no hay
pruebas concluyentes contra el modelo neutro, tampoco deben descartarse discrepancias
respecto de lo esperado bajo la hipotesis nula, puesto que ambos estadisticos sugieren que
hay un cierto exceso de alelos raros lo cual podria ser producto de una expansion

poblacional.
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Tabla 2.7. Pruebas de ajuste a modelos de equilibrio deriva/mutaciéon para cada poblaciosajehila
buzzatti, y para toda la muestra de 176 secuencias totales (Tefdds @eFu, p: simulacién coalescente.

Con asterisco se indican los valores estadisticamente significativos.

Drosophila buzzatii

Poblacién [Nro. Individuos]

Dr (p)

Fsde Fu (p)

1.Cadillal [16]

-2,30746 (0,041) *

-1,475 (0,035)*

2.Cruz del Eje [11]

2,06706 (p<0,05) *

9,736 (0,998)

3.Ensenada [8]

0,6935 (0,595)

-0,224 (0,278)

4.Glemes [14]

-1,59492 (0,216)

-1,943 (0,009)*

5.Juérez [10]

-1,11173 (0,123)

-0,339 (0,396)

6.Las Lomitas [14]

-1,15945(0,109)

-0,595 (0,304)

7.Lavalle [4]

-0,71353(p>0,05)

2,810 (0,972)

8.Tilcara [18]

-1,2980 (0,113)

8,349 (0,996)

9.Valle Fértil [24]

2,33747(p<0,01) *

8,261 (0,992)

10.Villa de Soto [15]

-1,5888(0,121)

2,760 (0,945)

11.Villa Mazén [13]

-0,52951 (0,32)

5,672 (0,979)

12.Vipos [10]

-2,02458 (0,001)

-0,255 (0,41)

13.Montecarlo [11]

-1,12850 (0,016)*

-0,410 (0,488)

Total [176]

-1,59492 (0,029)*

-1,943 (0,401)

2.3.3.2 Pruebas de expansion poblacional

Drosophila koepferae

El analisis de la distribucidén de diferencias pareadas no mostré diferencias significativas

con respecto a lo esperado bajo un modelo de tamafio poblacional constante (r=0,0079,

no significativo, Fig. 2.9). Si bien la distribucion del estadistgcéue bimodal, lo cual

podria indicar cierta estructuracion poblacional o bien un cuello de botella (Harpending
1994), tanto rgrg = 0,0779 p=0,11) como 2R(R>=0,0780 p= 0,24) fueron no

significativos.
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Figura 2.9: Distribucién de diferencias pareadas en todos los individuos muestreadrosighila
koeferae. La linea continua indica los valores esperados en una poblacién estableiqeguildor
recombinacion), ie., una poblacion de tamafio poblacional constante (Slatkids®n, 1991). La linea
punteada muestra las distribuciones de diferencias pareadas registradas en la muestra.

Drosophila buzzatii

La distribucion de diferencias pareadas no mostré diferencias estadisticamente
significativas diferente respecto de lo esperado bajo un modelo de tamarfio poblacional
constante (r=0,1021, p=0,42). El nUmero de diferencias pareadas mostr6 una distribucién
bimodal, como se espera bajo un modelo de coalescencia basica con apareamiento al azar,
y sin ningun tipo de evento demogréfico que lo afecte (Fig. 2.10). Sin embargo, la prueba
de Ramos-Onsins y Rozas, si bien no fue significativa, sugiere una posible expansién
poblacional reciente dado que el valor déuR bajo y cercano al limite de la significacion
(R=0,0454 [p=0,06]; rg= 0,1021 [p=0,94]).
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Figura 2.10. Distribucién de diferencias pareadas entre todos los individuos muestdeaBossophila
buzzatii La linea continua indica los valores esperados en una poblacién estable (equilibrio y no
recombinacion), ie., una poblacion de tamafio poblacional constante (Sladkidsgn, 1991). La linea
punteada muestra las distribuciones de diferencias pareadas registradas en la muestra.

2.3.4- Analisis de estructura poblacional

2.3.4.1 Analisis de varianza molecular

Drosophila koepferae

EI AMOVA jerarquico considerando las poblaciones y las regiones fitogeograficas Monte

norte (Ruinas de Quilmes y Brealito), Monte sur (Miranda y Suyuque) y Chaco serrano

(Valle Fértil), no mostré varianza, a su vez, los componentes de variacion entre

poblaciones (dentro de las regiones) y dentro de las poblaciones fueron estadisticamente
significativos, en tanto que las diferencias entre regiones no lo fueron (Tabla 2.8). Los
componentes de varianza dentro de poblaciones y entre poblaciones (dentro de regiones)

explican cerca del 85% y 15% de la varianza total, respectivamente.

Autora: Paula Lipko 63



Tabla 2.8. AMOVA Jeréarquico para Drosophila koepferae. Grados de libertad &ima de cuadrados
(SM), componentes de varianza (CV), porcentaje de la varianza (%VAR)allmes estadisticamente
significativos se indican con *.

Drosophila koepferae
Fuente de variacion GL | SM CcVv %VAR
Entre regiones 2 17.217 | -1.42679 Va 0 Fcr:-0.2529
(p=0.8)

Entre poblaciones dentro ¢ 2 77911 | 2.29138* Vb 15,33 Fsc:0.32422 (p=0,000)
region
dentro poblaciones 66 | 315.210 | 4.77590* Vc 84.67 Fst: 0.15328
(p=0,000)

Total 70 | 410.338

Los valores de dt entre pares de poblaciones variaron entre 0,07 y(@,&Bla
2.9) indicando que la diferenciacion entre poblaciones fue de baja a moderada
dependiendo de la comparacion particular (Hartl y Clark 2007). En cuanto a las
comparaciones particulares Valle Fértil es, en promedio, la poblacion que méas se
diferenci6 del resto, particularmente el valor de ¢on Suyuque fue el mayor (Tabla
2.9). Brealito por su parte es la poblacién que menos se diferencié del resto ya que la
mayoria de los valores desfFno fueron estadisticamente significativos, salvo con la
muestra de Valle Fértil con la que si bien se encontr6 una diferenciacion moderada,
resulté estadisticamente significativa (Tablg.2.9
Tabla 2.9 Matriz con las distancias genéticas Be a pares de poblaciones para Drosophila koepferae

Abreviaturas, Brealito (BRE), Ruinas de Quilmes (RUI), Suyuque (SMiranda (MIR), Valle Fértil
(VFK). Con un asterisco se resaltan los valores estadisticamente significati@@5)p

BRE RUI SuUY MIR

BRE | O
RUI | 0,0711 0
SUY | 0,02612 | 0,23833| 0
MIR | 0,04962 | 0,24650| 0,09836*| O

VFK | 0,264325*| 0,15049| 0,52624*| 0,50909*
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Drosophila buzzatii

El AMOVA jerérquico considerando las poblaciones segun las regiones fitogeogréaficas
(Chaco distrito oriental, Chaco distrito occidental, Chaco serrano, Prepuna, Espinal,
Monte sur y Selva misionera) mostré un varianza total del 23%. La variacién dentro de
poblaciones, también estadisticamente significativa, explicO una elevada proporcion de
la varianza total (>74%) en tanto que la varianza explicada por la diferenciacion entre
poblaciones (dentro de regiones) fue baja (2%) y estadisticamente no significativa (Tabla
2.10.

Tabla 2.10 AMOVA Jerarquico para Drosophila buzzatii. Grados de libertad (GloyaSde cuadrados

(SM), componentes de varianza (CV), porcentaje de la varianza (%VAR)altres significativos se
indican con *.

AMOVA Drosophila buzzatii

Fuente de variacion GL | SM CV | %VAR

Entre regiones 3 40,521 | 0,81* | 23,74 Fct=0,23; p=0,002%
Entre poblaciones dentro de regij 10 | 47,448 | 0,7 2,07 Fsc=0,02 p=0,13
dentro poblaciones 162 | 440,674| 2,54* | 74,19 Fst= 0,25 p=0,00*
Total 175 528,642| 3,343

El calculo de los & se realizo para cada par de poblaciones y sin tener en cuenta
el agrupamiento utilizado en el AMOVA, para poder identificar los pares de poblaciones
mas diferenciadas genéticamente. Los valoressglpdfeados variaron entre 0 y 0.2936
(Tabla 2.11) indicando, globalmente, que la diferenciacion entre poblaciones fue baja
(Hartl y Clark 2007). En particular la mayor diferenciacién se observo entre Lavalle y
Lomitas (0,3474 p<0,05) y Lavalle y Montecarlo (0,2896 p<0,05). Si bien estos
resultados parecen indicar que Lavalle seria la poblacién mas diferenciada respecto del
resto es necesario tener en cuenta que el estudio incluyé solamente 4 secuencias de esta
localidad. También Montecarlo mostro valores derRas altos (dentro de los valores
globalmente bajos obtenidos) indicando que esta poblacion esta relativamente mas

diferenciada respecto del resto.
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Tabla 2.11 Matriz con las distancias genéticas ffe a pares de poblaciones para D.buzzatii. Abreviaturas:
1:Tilcara, 2: Villa Mazéan, 3:Valle Fértil, 4:Villa de Soto, 5:Cruz del Eje, 6:Lavalle, 7:Vipizadillal,
9:Juarez, 10:Lomitas, 11:Palo Santo, 12:Giliemes, 13:Ensenada, 14:Mont&tanegrita se indican los
valores estadisticamente significativos (p< 0,05). Los valores negativa®msiderados 0, puesto que
tedricamente los valores derFhegativos no tienen significado bioldgico. Sin embargo hemadidiec

mostrar los valores tal como los ha dado el test.

10

11

13

1]o
2 [ 00509 |0

3 | 01654 | 00339 0

4 | 00437 | -00505 | 00335 0

5 | 0,1573 | 00201 00652 | 00588 |0

6 | 00068 |-01264 | -01322 |-01155 |-01544 0

7 | 00208 | -0060 0,0687 00681 | 00723 00990 |0

8 | 00597 | 00360 0,1961 00050 | 02531 01528 | -00248 0

9 | 00390 | 00565 02116 00275 | 02725 02551 | 0.0041 00272 |0

10 | 0,0678 | 0,0989 0,2464 00590 | 03291 03474 | 0,0401 -0,0076 | 00051 0

11 | 0,0197 | 0,0434 0,1960 00117 | 02470 02180 | -0.0141 00503 | -00241 | -00452 |0

12 | 00689 | 0,1002 0,2470 00622 | 03259 03275 | 0,0427 00006 | 00239 |o00384 |-00016]0

13 | 0,0268 | 0,0606 0,2001 00342 | 0,2446 01969 | 00147 0,0356 02012 | 02539 |o02142 | 01706 0
14 | 0,0484 | 00776 0,2260 00421 02036 02896 | 0,0201 00215 | 00004 | 00024 |-00316 | -0,0592 | 02152

2.3.5- Correlacion entre las matrices de distancia genética y
geografica

2.3.5.1 Analisis de clusters

Drosophila koepferae

Los resultados del analisis de clusters, utilizando como medida de distancia los valores
de Fst pareados se presentan en la Fig. 2.11. En esta pueden observarse que los
agrupamientos corresponden a las regiones fitogeograficas a las que se asignaron las
la distancia geografica estaba
correlacionada con la diferenciacion genética se realiz6 un el test de Mantel (Big. 2.12
gue no mostrd una correlacion estadisticamente significativa entre las matrieey de F

la de distancias geograficas (efKm]) entre pares de poblaciones (Matriz 2). Esto
sugiere que el patron de variacion detectado no se ajusta a un modelo de aislamiento por
distancia (r=-0,144p= 0,311) a pesar de la evidente estructuracién poblacional.

poblaciones. Adicionalmente, para investigar si
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Figura 2.11 Dendrograma construido con la funcién hclust del paquete stats dedmeor utilizando
como distancia entre localidades los valores g@areados. Miranda (MIR), Suyuque (SUY), Valle Fertil
(VFK), Brealito (BRE), Ruinas de Quilmes (RUI). Se indica la region fitgoaa.
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Figura 2.12 Representacion grafica para Drosophila koepferae de la correlacién entre Distancia
Geogréfica y kr pareados (r = -0,144, p = 0,311).

Drosophila buzzatii

El analisis de cluster se realizo utilizando como medida de distancigriparéados y
mostro tres agrupamientos (Fig. 2.13) que no concuerdan plenamente con las regiones
fitogeograficas, ni con las distancias geograficas entre poblaciones, evidenciando la

ausencia de estructuracion poblacional. Esto concuerda con los resultados obtenidos con
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el AMOVAy los Fst, en los que se observa sélo una leve estructuracion poblacional. Las
poblaciones de Lavalle, Cruz del Eje y Valle Fértil estarian mas cercanas entre si que con
las poblaciones de Juérez, Villa Mazan y Villa de Soto que tienen mayor similitud con
las de la region de Chaco (Fig. 2.13). El test de Mantel (Fig. 2.14) no mostré una
correlacion significativa entre las matrices de diferenciacion genétdepny(Eistancia
geografica en Km (Log (distancia), indicando que no hay un patrén de aislamiento por
distancia (r=-0,058, p=0,30}1L1

Cluster Dend ;o
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Chaco Serrano
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Figura 2.13 Dendrograma parBrosophila buzzatii construido utilizando la funcién hclust del paquete
stats del programa R utilizando como distancia entre localidades los valokgpdecBdos. Lavalle, Cruz
del Eje (CRUZ), Valle Feértil (VF), Glemes (GUE), Montecarlo (MON), Ing. dué&lUA), Las Lomitas
(LOM), Cadillal, (CAD), Palo Santo (PS), Villa Mazan (MZ), Vipos (VIP), Villa dedS@/S), Ensenada
(EN), Tilcara (TIL). Las regiones fitogeogréficas esta representadas con circuldsrés,gose indica a
gue region pertenece cada poblacion.
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Figura 2.14. Representacién grafica de la correlacidn entre Distancia Geografica (Kerpar€ados &
-0,058, p = 0,3011).
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2.4 Discusion

El estudio de la variacién del fragmento de 552pb del gen mtCOl revel6 diferencias entre
Drosophila koepferag D. buzzatti. Estas diferencias se observan en los niveles de
variacion, en la distribucion de los haplotipos, en los patrones de estructuracién genético-
poblacional y en lo que estos resultados sugieren respecto a la historia demogréafica de
cada una de estas especies. Comenzaremos analizando comparativamente la variacion
encontrada en cada especie. Varias lineas de evidencia, entre ellas lagpestndados

niveles de variacion, indican que D. koepferae es mas variable que D. buzzatii. Se
detectaron 19 haplotipos en una muestra total de 72 individuos provenientes de 5
poblaciones de D. koepferae, mientras que en D. buzzatii el andlisis de la muestra de 176
individuos correspondientes a 14 poblaciones, reveld la presencia de 26 haplotipos.

Las estimaciones de variacion nucleotidica para Drosophila buzzatii (5%) y para
D. koepferae (5,5%) se encuentran dentro del rango de variacion reportado para otros
drosofilidos. Por ejemplo, el nimero de diferencias promedio entre pares de alelos de COI
abarca un amplio rango. Este parametro alcanz6 un valor de 8% en D. montana, D.
borealis, D. littoralis que son especies que forman parte del grupo D. virilis (Mirol et al.
2007), valores intermedios como el caso de D. pachea con un 3% de diferencias pareadas
(Hurtado et al. 2004), hasta valores bajos, menores al 1%, como en D. meileri
nigrospiracula (Hurtado et al. 2004). Estos ultimos valores son menores que los
reportados para otros artrépodos, como por ejemplo coledpteros de la familia
Curculionidae (0,5%) (Guzman et al. 2010), en lepiddpteros considerados plaga de la
familia Noctuidae (0,5%) (Salinas-Hernandez et al. 2011) y en animales eal gerles
gue la diversidad nucleotidica promedio varia entre 1y 2% de diferencias pareadas (Avise
et al. 1987).

El analisis de la variabilidad del gen mitocondrial COI para las poblaciones de
Drosophila koepferae mostro valores de diversidad haplotipica de 0,89 (Hd) y
nucleotidica de 0,02 (n), mas altos que los estimados para D. buz@ti 0,537; n=
0,01). A nivel general, la variacibn encontrada en ambas especies coincide con los
resultados de estudios realizados en poblaciones brasileras de D. buzzatii donde se ha
descripto la presencia de 36 haplotipos en una muestra de 132 individuos de 44

poblaciones (de Brito et al. 2002, Santos 2011). Estos resultados se resumen en la Tabla
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2.12 en la que se comparan los valores de Hd y de © reportados en trabajos previos y en

la presente tesis para diversas especies de drosofilidos.

Tabla 2.12 Valores comparativos de Diversidad haplotipica (Hd) y de diversidad Nucledtipica

Especie N T Hd Autor (afio)

D. buzzatii regién de Caatinga (Brasil 34 0,0022 0,6192 Santos (2011)

D. buzzatii regién de Chaco 19 0,004 0,3860 Santos (2011)

D. buzzatii regién de Chaco 176 0,01094 | 0,537 Presente tesis

D. koepferae regién de Chaco 72 0,02457 | 0,8979 Presente tesis

D. pachea 203 0,007 0,96 Hurtado (2004)
D. mettleri 117 0,002 0,72 Hurtado (2004)
D. nigrospicurala 94 0,0002 0,18 Hurtado (2004)

El valor de 7 global en Drosophila buzzatii estd en concordancia con los hallados
en especies filogenéticamente cercanas como D. gouveai, D. antonieta, D. bogborema
D. serido (Franco 2009, Moraes et al. 2009) y en otros drosofilidos cactofilicos como D.
pachea, D.mettleri, D. nigrospiracula (Hurtado et al. 2004), en el grupo de los insectos
(Abellan et al. 2007, Gray et al. 2008) y en el de los artropodos en general (Guzman
2010). A su vez es de notar, que los valores aqui informados, son los habituales en
especies con alta capacidad de dispersion, que han pasado por procesos de expansion
poblacional o que estuvieron sometidos a algun tipo de seleccion (Joseph et al. 2002,
Santos 2011, Santos et al. 2008).

Los AMOVAs mostraron que el principal componente de la variacion y que da
cuenta de un alto porcentaje de la misma es la variacion dentro de las poblaciones, que en
Drosophila koepferae da cuenta del 84% de la varianza molecular y en D. buzzatti del
74%. Con respecto a la estructura genético poblacional, hemos encontrado diferencias
entre las dos especies. En D. buzzatti, la diferenciacion entre poblaciones da cuenta del
2% de la variacion total. Esta leve variacion no parece estar relacionada ni con las
regiones fitogeograficas en las que se encuentran la poblaciones estudiadas (AMOVA:
Va=0,7; p=0,13), ni con la distancia geografica entre ellas (Test Mantel,058; p=
0,301). Esta ausencia de correlacion se observé a su vez en el dendograma (veb Fig. 2.11
en el cual los clusters obtenidos no se corresponden con las regiones fitogeograficas
muestreadas. Asi, varias lineas de evidencias llevan a concluir que, conforme a los valores
obtenidos para la regién del mtCOIl analizada, esta especie no exhibe estructuracion
genético-poblacional. Por el contrario, la diferenciacién entre poblaciones da cuenta del
15% de la variacion total en D. koepferae, valor que interpretamos como un indicador de

estructuracion poblacional. Aunque el andlisis estadistico indica que esta variacion no
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estaria correlacionada con las regiones fitogeograficas en las que se encuentran las
poblaciones estudiadas (AMOVA: Va=-1,4; p=0,8), ni con las distancias geograficas que
las separan (Test Mantel=r-0,144; p = 0,311), en esta especie el analisis de clusters
mostré agrupamientos con una cierta coincidencia con las regiones fitogeograficas (Fig.
2.13).

Con respecto a lo observado en la red de haplotipos, en primera instancia,
podemos decir que es consecuente con lo observado en los analisis ya mencionados.
Ambas especies presentan distribuciones de haplotipos claramente diferentes. En
Drosophila buzzatii se detectdé un haplotipo mayoritario (H1DB 68%) que se encuentra
presente en todas las poblaciones muestreadas y 25 haplotipos divergentes considerados
raros, presentes en menor frecuencia (H12DB 7%; el H4DB 3% y frecuencias mkenores a
2% el resto). Del total de alelos encontrados, el 76% son exclusivos (20 haplotipos
exclusivos/26 haplotipos totales) pero séfoalgunas poblaciones se detectaron alelos
exclusivos. Inclusive se encontraron poblaciones monomarficas para el alelo mayoritario
(Palo Santo).

En Drosophila koepferae, se observa un patrén diferente ya que no se detectd un
haplotipo mayoritario, ni un alelo que esté presente en todas las poblaciones. El haplotipo
hallado en mayor frecuencia representa el 21% (H5DK), seguido de cuatro haplotipos con
frecuencias decrecientes: 15% (H5DK), 14% (H6DK), 11% (H10DK) y 10% (H12DK),
en tanto que el resto de los haplotipos tuvieron bajas frecuencias que variaron entre 1y
4%. A su vez, se encontraron alelos exclusivos en cada area muestreada y el 73% de los
haplotipos son exclusivos de una localidad (14 haplotipos exclusivos/19 haplotipos
totales).

Asimismo, detectamos diferencias en el modo en que la variabilidad esta
distribuida geograficamente. Si bien las poblaciones de Drosophila buzzatii comparten
algunos haplotipos y en algunas de ellas detectamos haplotipos exclusivos, existe un
haplotipo mayoritario que esta presente en alta frecuencia en todas las poblaciones. Este
patrén filogeografico se asemeja a la categoria Il propuesta por Avise (2000), puesto que
detectamos grandes discontinuidades genéticas entre algunos haplotipos, con un
promedio de mas de 20 pasos mutacionales dentro de algunas de las poblaciones
estudiadas (p.e. Tilcara). Ademas del haplotipo mayoritario detectado en todas las
poblaciones de D. buzzatii, los restantes haplotipos en alta frecuencia se encontraron en

11 de las 14 poblaciones, reflejando la ausencia de una estructura filogeografica marcada.
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Por lo tanto puede considerarse que, exceptuando el caso de los haplotipos mas
divergentes, el patron observado tiene una forma aproximadamente estrellada, lo que
probablemente refleje la impronta de una hipotética expansion poblacional reciente
(Slatkin y Hudson 1991). Esto es consistente con los resultados revelados por las pruebas
especificas a las que ya hemos hecho referencia. A su vez, es posible reconocer un patrén
en el que se distinguen tres agrupamientos para los haplotipos: el primero ya descripto
que presenta una estructura en estrella, el segundo que difiere en varios pasos
mutacionales también esta conformado por un haplotipo en mayor frecuencia (H12DB
que es compartido por varias localidades) y, finalmente, un tercer agrupamiento
constituido sélo por haplotipos en baja frecuencia que se hallaron en Tilcara (H3DB y
H4DB, ver Fig. 2.4

En contraste con este patron, el area muestreada en Drosophila koepferae
constituye un gradiente norte-sur que presenta una falta de asociacion espacial con el
patron de distribucién de haplotipos encontrado (aunque la prueba de asociacion genética
y geogréfica no fue significativa, como se ha descrito anteriormente). En los extremos de
la distribucion estan las localidades de Brealito y de Suyuque ambas distanciadas por 850
km lineales, las cuales comparten dos haplotipos (H5DK y H3DK) que también estan
presentes en las poblaciones de Miranda y Ruinas de Quilmes. A su vez ambas localidades
tienen haplotipos exclusivos que difieren entre si en un rango que va de 4 a 31 diferencias
mutacionales (ver Tabla Anexo | donde se muestran las diferencias en pasos mutacionales
entre cada par de haplotipos). Entre los haplotipos exclusivos se detectaron grandes
discontinuidades genéticas (mayores a 15 pasos mutacionales), incluso en la misma area
(ver Anexo | y Fig. 2.5). Para analizar estos resultados podemos emplear las categorias
filogeograficas propuestas por Avise et al. 1987, Avise 2000 (ver Capitulo 1). La
categoria filogeografick de Avise (2000), propuesta para D. buzzatii, se caracteriza por
grandes discontinuidades entre haplotipos asi como entre los haplotipos compartidos por
areas. Este patron se asemeja, solo parcialmente a lo observado en D. koepferae, puesto
gue ademas se hallaron haplotipos exclusivos, particularidad no contemplada en esta
categoria. Mientras que la categoria V contempla haplotipos compartidos y haplotipos
exclusivos entre las areas muestreadas, pero no grandes discontinuidades genéticas como
las encontradas en nuestro estudio. Por lo tanto, el patron filogeogréafico hallado en D.
koepferae parece corresponder a un patrén mixto entre las categgrislél Avise.

Dado que las categorias propuestas por Avise son empiricas (1987, 1999, 2000), sobre la
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base de los patrones observados en esta tesis en D. koepferae, proponemos una categoria
nueva mixta entre la Il y la V, que, a fines practicos, denominaremos M (Fig. 2.15). Este
patron filogeografico mixto incluye grandes discontinuidades dentro de las areas
muestreadas y también entre areas y la presencia de haplotipos compartidos sin un patrén
definido de aislamiento espacial definido por la distancia (Fig. 2.15). Esta categoria
podria ser caracteristica de especies con gran capacidad dispersiva, como son las moscas,
gue a su vez estan intimamente asociadas a un recurso alimentario del cual dependen, en
este caso los cactus, dando lugar a un patron de distribucion coincidente para cactus y
moscas. Si bien no hay estudios detallados de la distribucién de las cactaceas en el noreste
argentino, seria interesante realizar un estudio de micro-estructuracion para esta especie,
conjuntamente con un estudio filogeografico de los cactus columnares, para dar mayor

solidez a esta hipétesis.

Distribucion geograficade linajes
Areal Area2 Area3
[ a-b-c a-b-c
I
[d-e d-e
I
[ f-g f-g
h—i j—k I—m

Figura 2.15 Esquema de la categoria empirica filogenética propuesta en la tesis, denomirtasta VI.
implica grandes discontinuidades entre areas y haplotipos particulares de cadae &idergn en la
cantidad de pasos mutacionales que han ocurrido entre si. Las lineas gruesas gradides
discontinuidades genéticas.

La estructura de las redes de haplotipos de Drosophila koepf@abuzzatii
refleja diferentes historias evolutivas. En el caso de la primera no revela huellas de
eventos demograficos recientes, en tanto que en D. buzzatii los resultados sugieren
cambios recientes en el tamafo efectivo poblacional o bien, una expansién reciente. En

este sentido, las pruebas de ajuste al modelo de neutralidad, también produjeron
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resultados distintos entre ambas. En D. buzzatii la prueba de Tajima dio un valor negativo
y significativo (Drpp=-1,594, p=0,029) mientras los estadisticos deHap§ - 1,943,
p=0,401), de Ramos-OnsinsfR,0454 [p=0,06]); y Harpending (rg= 0,1021 [p=0,94])

no fueron significativos. Los valores negativos de estos estadisticos indican un exceso de
alelos en baja frecuencia (Fu 1997, Tajima 1989)e® un estadistico general y los
resultados significativos del mismo pueden ser producto tanto de procesos selectivos
como de factores demograficdss (Fu 1997) y la prueba de Ramos-Onsins y Rozas
(2002) permiten analizar con mayor profundidad los posibles efectos de los cambios
poblacionales sobre los patrones de varia¢tétiende a ser negativo cuando hay exceso

de alelos raros, de modo que un valor significativo puede considerarse como evidencia
de la no neutralidad de las mutaciones y el exceso de alelos raros como producto de
expansiones poblacionales recientes. Si Biemo resulto significativo y Romé un

valor que esta en el limite de significacion estadistica, la prueba,denib con la
configuracién que adopta la red de haplotipos previamente descripta, apoya la idea de una
expansion reciente en D. buzzatii. A su vez, los resultados de las pruebas de Tajima y Fu
concuerdan con los obtenidos en el estudio de Santos (2011), que incluye poblaciones de
Brasil y unas pocas de Argentina. En efecto, este autor observé valores negativos y
significativos. En particular, los resultados de las pruebas de neutralidad son comparables
con los que obtuvo Santos (2011) en las poblaciones de la regién de Chaco (Tabla 2.13)
Algo similar se ha informado para otras especies cactéfilas como D. pachea, D. mettleri
y D. nigrospicurata que habitan los desiertos de América del Norte de Hurtado (2004,
Tabla 2.13.

Tabla 2.13Andlisis comparativo de los resultados de las pruebas de neutralidad de FlajifapyDr)
N: nimero de individuos analizados; € el D de Tajima (198%sde Fu (1997). *: Significatival 0,05;
ns: No significativo al 0,05

Especie N Dr Fs Autor (afio)

D. buzzatii Dominio de Caatinga (Brasil) | 132 | -2,215 ** | -28,67** | Santos (2011
D. buzzatii Dominio de Chaco (Argentina)| 19 | -1,51 ns | -3,57** | Santos (2011
D. buzzatii Dominio de Chaco (Argentina)| 176 | -1,59 * -1,943 ns| Presente tesig
D. koepferae Dominio de Chaco (Argentir] 72 | -1,57* 2,375 * | Presente tesig
D. pachea 203 -1,70 -11,63 Hurtado 2004
D. mettleri 117 | -2,04 -8,92 Hurtado 2004
D. nigrospicurata 94 | -2,26 -12,19 Hurtado 2004
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Nuestros resultados (principalmente los valores negativos de las pruebas de
neutralidad y la ausencia de un patron de aislamiento por distancia) conjuntamente con
datos previamente informados en la bibliografia (Rossi et al. 1996, Rodriguez et al. 2000
Piccinalli et al. 2004, 2007) sugieren que las poblaciones de Drosophila buzzatii estarian
lejos del equilibrio deriva-mutacién y que podrian haber tenido una expansién
poblacional reciente. Por lo tanto, la baja estructuracion global observada podria se
consecuencia no solo de los actuales niveles de flujo génico sino también de la
conectividad histérica entre poblaciones. En cambio, Fs fue positivo y no significativo
(Fok= 2,375, p>0,05), Pnegativo y no significativo (Bx= -1,59637p>0,05) y R
resulté no significativo (R0,0780 p= 0,24) en D. koepferae.

Con respecto a las pruebas de mismatch distribution y al estadistico de
Harpending, aunque son reconocidas pruebas para analizar eventos demograficos, en los
casos aqui analizados sélo pueden ser empleados para inferir tendencias que permitan
interpretar la historia evolutiva de estas especies, puesto que en ambos casos los valores
obtenidos no fueron significativos.

A su vez, las historias demograficas descriptas para cada especie, son consistentes
con estudios realizados en otros drosofilidos. Por ejemplo estudios realizados para
Drosophila mettleriy D. nigrospicula utilizando alozimas y mtCOIl muestran una
estructuracion poblacional muy pequefa o nula (Pfeiler y Markow 2011). No obstante,
no todos los drosofilidos muestran este patrén, ya que se han identificado especies que
evidencian estructura genético poblacional, como es el caso de las poblaciones
peninsulares de las especies D. nigrospiculata, D. mettBrimojavensis (Pfeiley
Markow 2011). Como ya se ha mencionado en el capitulo 1, en D. byzakiepferae
también se han estudiado varios genes nucleared.cesv de a-esterasa- (aES) se ha
observado que es mas polimérfico para sitios no-sinGnimos que para sitios sinénimos en
D. buzzatii, mientras que en D. koepferae ocurre exactamente lo contrario (Piccinali et
al. 2007). Estos resultados son discutidos en virtud de que la variacion estocastica puede
producir grandes cambios en los niveles de variacion nucleotidica (Picetiahli2007)
sumado al hecho de que son consistentes con los estudios basados en los genes nucleares
Xdh yaE5 que muestran que D. buzzatii es dos veces mas variable en sitios no-sinGnimos,
sinbnimos y silenciosos que D. koepferae (Piccinali et al. 2004, 2007). Estos resultados
fueron atribuidos a posibles diferencias interespecificas en el tamafio poblacional

histérico o en el ambiente recombinacional en el que cada gen se encuentra, dada la
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localizacion particular de cada gen respecto de las inversiones polimorficas que segregan
en el cromosoma 2 que es donde mapean los loci mencionados (Piccinali et al. 2004,
2007). El genuEsts se aparta de lo esperado por neutralidad y se propone que el peculiar
patron encontrado para este locus podria deberse a alguna forma de seleccion
diversificadora en D. buzzatii (Piccinali et al. 2007). A su vez, Piccinali y colaboradores
(2007) encontraron que D. koepferae esta genéticamente estructurada para sitios
silenciosos del gemEsts y que las variaciones nucleotidicas estan jerarquicamente
estructuradas entre regiones filogeograficas. En un trabajo anterior, Piccinali y
colaboradores (2004) encontraron una estructura similar en un estudio basado en el gen
nuclear Xdh indicando que este patrén no es locus especifico y que las poblaciones de D.
koepferae se comportan como poblaciones semi-asiladas con flujo génico limitado.
Podemos concluir, entonces, en base a los resultados obtenidos con los genes nucleares
aEst5, Xdh y otros y en haplotipos mitocondriales que sobre la base del estudio de estos
marcadores, D. buzzatii no exhibe signos detectables de estructuracién poblacional. Esta
tesis aporta evidencias que apoyan la idea de que D. buzzatii no esta estructurada
genéticamente en Argentina, a diferencia de su especie hermana D. koepferae en la que
se evidencian signos de estructuracion poblacional. No obstante ello, para D. buzzatii,
algunos marcadores moleculares (aEst5), algunos loci aloenzimaticos (Rodriguez et al.
2000), el polimorfismo de inversion (Hasson et al. 1995, Rodriguez et al. 2000, Soto. et
al. 2010) y algunos caracteres cuantititativos (Fanara et al. 2006; Folguera et al. 2010;
Soto et al. 2013) si exhiben marcada estructuraciébn poblacional compatible con la
ocurrencia de fuertes presiones de seleccion diversificadora, que frecuentemente de
observa en gradientes ambientales. Es sabido que no siempre los patrones filogenéticos
gue ofrece un gen determinan el camino que ha seguido efectivamente la especie a lo
largo del tiempo, es por eso que para tener un panorama mas completo se debenfan realiza
estudios comparativos con diferentes caracteres, en virtud de lo cual indagaremos en el
siguiente capitulo las estructura genética de estas especies con marcadores moleculares
de otra indole. Hasta el momento de la escritura de esta tesis la Unica publicacion que
presenta datos de secuenciasd€Ol de D. koepferae es la de Oliveira et al. (2012)
Estos autores realizaron una reconstruccion de la filogenia de drosofilidos del grupo
repleta. Asi, la presente tesis es el primer trabajo que realiza un analisis de estructura

poblacional de esta especie con el gen mitocondrial COI.
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2.5 Conclusiones

e Drosophila koepferae es méas variable en cuanto a la secuencia de COI que D.

buzzatti

e Las distribuciones de haplotipos de las secuencias de COIl en Drosophila
koepferaey D. buzzatii difieren de manera estadisticamente significativa en tres
aspectos principales, el numero de haplotipos, la cantidad de haplotipos
exclusivos por poblacion y la frecuencia en la cual se encontrardn los haplotipos

compartidos. A saber:

¢ Elnumero de haplotipos encontrados y el nimero de haplotipos exclusivos

por poblacion para Drosophila koepferae fue mayor que en D. buzzatii.

e EnDrosophila koepferae los haplotipos mas frecuentes no se encontraron

representados en todas las poblaciones.

e En Drosophila buzzatii el haplotipo mas frecuente fue encontrado en méas

del 96% de las poblaciones muestreadas

e Drosophila koepferae muestra patrones de estructuracion poblacional mientras

que D. buzzatii, no.
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CAPITULO

» La estructura poblacional de Drosophila koepferae y
Drosophila buzzatii utilizando marcadores
moleculares de alta resolucidén (microsatélites).

Resumen del capitulo

Introducién: Los marcadores microsatélite son una herramienta efectiva para kneditractura
genética poblacional. En este capitulo desarrollamos y probamos nuevos loci éliresat
especie especificos para investigar los niveles de estructuracién poblacionabsdghida
koepferae y D. buzzatii.

Materiales y Métodos: Se desarrollé6 un conjunto de microsatélites especidicspest los|
caracteriz6, y se eligio un subconjunto de 9 loci, que amplificaban adecuadamente ep ambas
especies. Se genotiparon 60 individuos de Drosophila koepferae y 156 de D.i.b8ezati

analizaron los datos utilizando andlisis molecular de la varianza (AMOVA) y arfdigesianos.

Resultados: Los 9 loci resultaron altamente variables en ambas especies, el nimero de alelos por
locus varid en un rango de 7 a 16 en el estudio de caracterizacién preliminar eemelligdéeuna
muestra limitada a una Unica poblacion. EI nimero de alelos por locus alcangé deltiast
50 alelos en los estudios de estructura poblacional. Asimismo, se verificd guadelde
ligamiento entre loci no fuera significativo. Los valores de heterocigosidadr@sojihila
koepferae variaron desde 0,7 a 0,9 para la esperada y desde 0,7 a 1 para la obsevadotasl os
de He y Ho para D. buzzatii variaron de 0,66 a 0,87 y 0,93 a 0,96. Los \a¢@dmesindices d
fijacion fueron k=0,071, = 0,104 para D. koepferae, y& 0,084, Fit=0,173 para D. buzzatii.
El analisis de inferencia bayesiana mostré estructuracion en D. koepferae y udavenuy
estructuraciéon en D. buzzatii.

ConclusionesDrosophila kopeferae es mas variable que su especie gemela en cuanto a [cantidad
de alelos por locus en las poblaciones analizadas. En D. buzzatii se detectaron sigade
estructuracion genético poblacional a diferencia de su especie hermana, que mostréasignos m
marcados de estructuracion poblacional.
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3.1 Introduccion

Los microsatélites son secuencias de ADN conformadas por motivos cortos, de una
longitud de entre 2 y 6 pares de bases (pb), los cuales se repiten consecutivamente una
cantidad variable de veces. Son ampliamente utilizados en diversos tipos de
investigaciones como: estudios de variacidn genética intra e interespecifica, analisis de
linajes y de sistemas reproductivos, para estimar el tamafio poblacional efectivo, para
determinar el origen de poblaciones e identificar el origen de individuos, asi como
también para definir unidades de manejo en conservacion. Estas regiones gendémicas
pueden ser amplificadas a partir de un par de primers (cebadores) especificos con
secuencias complementarias a las secuencias unicas que flanquean al microsatélite. Los
segmentos amplificados a partir de estos sitios presentan, en general, polimorfismos que
resultan de la variacion en el nimero de repeticiones de motivos simples. ASisladd

de microsatélite, independientemente del elemento repetido (p.e: CA, TG, ATG)
constituye un locus génico, altamente variable, multialélico y de gran contenido
informativo. Es decir, cada segmento amplificado de tamafio diferente (generalmente de
varias decenas hasta algunas centenas de pares de bases) representa un alelo diferente del
mismo locus. Esta variacién en el nimero de veces que se repite el motivo es la causa de
su alto polimorfismo.

Los microsatélites constituyen, desde hace algunos afios, unos de los marcadores
moleculares mas utilizados en estudios de estructura poblacional. Aunque su funcion en
el genoma no esté clara, en general se asume que son marcadores neutrales desde el punto
de vista de la seleccion natural. Sin embargo, si un microsatélite particular se encuentra
ligado (por proximidad fisica en el genoma) a un locus bajo seleccion entonces podra
exhibir patrones de variacion incompatibles con las expectativas bajo neutralidad
(Goldstein y Schlétterer 1999, Avise 2004). Existe evidencia, ademas, de que algunos
microsatélites podrian tener influencia sobre la organizacion de la cromatina, la
regulacion del metabolismo del ADN (replicacion, recombinacion, etc) o la regulacion de
la actividad génica, por lo que al menos en microsatélites implicados en estas funciones
la variacion podria exhibir patrones de variacion incompatibles con neutralidad (Li et al.
2004). Otras caracteristicas de estos marcadores moleculares son que los loci
microsatélites parecen somaticamente estables, son codominantes, es decir que pueden

detectarse ambos alelos de un individuo hetercigético y a nivel poblacional y
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discriminarse todos los alelos de cada locus. Ademas, al ser marcadores nucleares aportan
informacion sobre el flujo génico mas reciente (a diferencia del ADNmt que aporta
informacion sobre el flujo génico histérico) por lo cual se usan ampliamente en genética
de poblaciones y genética evolutiva (Goldstein y Schlbtterer 1999).

El genotipado de cada locus de microsatélite consiste en realizar una
amplificacion mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando primers
especificos y posterior determinacion del tamafio de los productos de PCR por
electroforesis de alta resolucidon. Para lo cual se necesitan primers especie especificos o
de alguna especie cercana. Si bien el trabajo con microsatélites tiene muchas ventajas, la
mayor dificultad radica en su desarrollo de novo.

Para llevar adelante este estudio se utilizaron microsatélites especie especificos.
Luego de que se realizara la caracterizacion de todos los loci disponibles se eligié un
grupo para el estudio de la estructura poblacional de ambas especies que es el objetivo de
la presente tesis.

Hay evidencias, basadas en estudios previos, que sefialan la escasa estructuracion
de Drosophila buzzatti en el territorio argentino (Rossi et al. 1996), en contraste con lo
gue ocurre con su especie hermana D. koepferae (Piccinali et al. 2004, 2007). En el
capitulo anterior analizamos la estructuracion poblacional de estas dos especies utilizando
el marcador mitocondrial COIl. Bajo los mismos argumentos expuestos con anterioridad
y teniendo en cuenta que los marcadores moleculares microsatélites tienen una alta
resolucién es que se llevo adelante esta parte de la investigacion. Las hip6tesis con las
que se trabajo fueron las siguientes:

1- La variacién alélica en loci microsatélites revela patrones de estructuracion

poblacional en Drosophila koepferae.

2- Drosophila buzzatii no muestra diferenciacion interpoblacional en las

frecuencias alélicas de los diferentes loci de los marcadores nucleares utilizados.
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3.2 Materiales y Métodos

3.2.1- Construccion de una biblioteca enriquecida en microsatélites

Se extrajo el ADN gendmico de ejemplares de D.koepfeEaduzzatii utilizando el Kit
comercial Gentra Puregene Systems® (ver Materiales y Métodos, Capitulo 2). EIl ADN
extraido se utilizé para construir 2 bibliotecas gendémicas, una por cada especie,
enriquecidas con secuencias de microsatélites segun el protocolo de Hamilton et al.
(1999). El primer paso de este protocolo consiste en la digestion de 50ng de ADN
genomico con 100U de cada una de las enzimas de restriccion Nhel y Alul.
Posteriormente los fragmentos resultantes fueron ligados con adaptadores. La libreria fue
enriquecida en secuencias con repeticiones de dinucleétidos usando oligonucledétidos
biotinilados (CA)is 0 (GA) 15 (en dos conjuntos de reacciones independientes) como
sondas que fueron adheridas a particulas paramagnéticas (Streptavidin MagneShpere,
Promega) de acuerdo a la instrucciones del fabricante. Se amplificaron por PCR las
fracciones enriquecidas en secuencias que contenian microsatélites usando los primers
complementarios a los adaptadores especificos, los cuales se ligaron al vectof pGEM-
(Promega). Los fragmentos fueron clonados transformando bacterias Escherichia coli,
cepaXL-1 Blue. Las células transformadas se cultivaron en placas de agar conteniendo
ampicilina (100 pg/ml), galactosidasa (50 pg/ml) y 30 ul de isopropil b-D-1-
tiogalactopiranosida (IPTG) (20 mg/ml). Se seleccionaron las colonias blancas (aquéllas
gue contenian el vector con inserto) y se conservaron a -80°C. Los plasmidos de estas
colonias se purificaron y se secuenciaron los clones positivos, luego de lo cual se

disefiaron los primers (Fig. 3.1).
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DNA gendmico
-________________ii}}

Fragmentacién con T o el —
Nhel, Alul T .

Streptavidin-coated

Magnetics beads B 3
=

PCR Screening
Secuenciaciéon de clones positivos
Diseno de primers

Figura 6: Esquema del protocolo seguido para la obtencion de una biblioteca de microsapitiasde
ADN gendmico vy el disefio de primers. Se utilizd el mismo protocolo grateas especies (Hamilton
1999).

Los resultados de las secuenciaciones fueron visualizados y analizados con el
programa “BioEdit sequence alignment editofHall 1999). Las secuencias forwardy
reverse fueron alineadas para chequear los resultados y resolver ambigiiedades. Se
excluyeron las secuencias que no contenian microsatélites o con microsatélites demasiado
cerca del final de la secuencia como para permitir el diseiilo de primers. Luego se
identificaron las secuencias repetitivas simples (SSRs) y se disefiaron primers especificos

para cada locus. Este protocolo fue realizado para cada especie por separado.

3.2.2- Caracterizacion de los /oci microsatélites

En una primera instancia, previamente a su caracterizacion, se rhdsoprimers
disefiados permitian la amplificacion del producto esperado. Luego de lo cual se eligio

un grupo de loci para los estudios de estructuracion poblacional.
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A continuacion se detalla la metodologia para la amplificacion de los
microsatélites y los criterios para la eleccion de los loci que se utilizaron en el andlisis de
estructura poblacional de cada especie. Uno de los primers de cadselowrso con
uno de tres fluorocromos: HEX, 6-FAM o NED. Las PCRs se llevaron a cabo en un
volumen total de 15 pl conteniendo los siguientes componentes: 1,2ul. de ADN templado
(50 pg/ml), 0,06uL de Taqpolimerasa (Invitrogen), 1,5ul1x buffer Taq polimerasa, 0.2
mM de cada dNTP, 0.3 mM de cada primer y 2.5 mM MgGis PCRs se realizaron en
un termociclador GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems) usando el
siguiente programa: 95°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos,
la temperatura de asociacion especifica del pr{ingmpor 30 segundos, y 72°C por 30
segundos, y un paso de extension final de 3 minutos a 72°C. Los genotipos se
determinaron utilizando el servicio de Genescan de Macrogen (Korea) y se visualizaron
con el programa GeneMapper® (Applied Biosystems).

Es conocido que durante el proceso de identificacion y aislamiento de los primers
mediante la reaccion de PCR pueden ocurrir diferentes errores: 1- Alelos nulos, donde
uno o mas alelos no son amplificados, 2- Tartamudeo (stuttering), ligeros cambios que se
producen en el tamafio de los alelos durante la reaccion de PCR, 3- Pérdida de alelos
grandes, los alelos de mayor longitud tienen riesgo de no amplificar con igual eficiencia
qgue los de tamafio mas pequefio. Para ayudar a detectar estos posibles errores en la
interpretacion de los datos de los microsatélites se utilizo el programa MICROCHECKER
2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004). Este programa usa simulaciones basadas en la cadena
de Montecarlo (bootstrap) y calcula las frecuencias alélicas esperadas y la de presuntos
alelos nulos bajo equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).

Al optimizar las condiciones de PCR se pudieron obtener productos satisfactorios
de 9 loci que amplificaban en ambas especies, 4 aislados a partir de ADN genémico de

Drosophila buzzatii y 5 de D. koepferae.
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3.2.3- Analisis de datos

El programa Arlequin v3.15 (Excoffier et al. 2006) se utiliz6 para calcular las
heterocigosis observada y la esperada (Ho y He respectivamente) y para realizar los tests
de bondad de ajuste a las proporciones esperadas bajo el Equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) para cada locus y de desequilibrio de ligamiento entre loci. Durante la puesta a
punto se evaluaron los niveles de polimorfismo para los 9 loci en una muestra de 24
individuos capturados en la localidad de Valle Fértil (Tabla 3.1).

Tabla 3.1: Caracterizacion de 9 loci de microsatélites aislados a partir de ADN gendémico dehidaosop

buzzatiiy D. koepferae. Ta: temperatura de asociacion (°C). En el nombre del landiaesi se obtuvo
a partir de ADN genémico de D. buzzati (B) o de D. koepferae (K).

Locus Motivo Rango de | Secuencia del cebador(5'- 37) Ta®C
de tamafio
repeticion
K-76 (T 106-238 F: TTAACAGACAAGTCGATGCCGCTTC 58
(P1DK) R:CGATCTCAAATGCAAGC ACTACCTG
B-63 Gz 100-242 F:GCACAATTCGAATAT AATCAC AAAGG 54
(P2DE) R: TTCGATAAGCGGCCC ACAATTATTG
B-55 (ACNs 124-208 F: CCGGATGAACTGTCCAATAGATTAC 58
(P3DB) R: AAGTTCCACTCGCATTTCGCTAC ATC
K-60 ((OF T 142-201 F: CAACCATTGCCATTTCATCTTACTGC 56
(P4DK) R:AAGACAATCCAGCTTTCTATATGGCG
B-65 (G 104-194 F.GAATTGTGGCCAAGTTTCGTAGAATC 56
(PEDE) R:ICTGCCACTAGTGAAGTATC AACAATG
K-75 (ACns 104-242 F:-TGCCCTGAATACCAGG AGC ATAAT 56
(P7DK) R: ATAGGCAAAC AGAGCGGCAAATAAC
B-60 C&mn 142-201 F: CCAGGTCCGTTACTCGCATTG 56
(P9DE) R: AGCACTTACACGAATAGGCAGC
K-66 (GTe 100-238 F: CTGGGTCAGCACAGCTGAGAAC 59
(P10DK) R:CGCACACTCGAAACACTCTCGC
K-72 (G 114-252 F: CAAATGACCAGAGGGAAGCGG G 59
(P11DK) R:CGCCGAGGCACAGGAGCTGTT G

Posteriormente, para el estudio de estructura poblacional se calcularon: el nUmero de
alelos, el rango de tamarfio de los alelos, la heterocigosis observada y esperada, los tests
de ajuste al Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) y de desequilibrio de ligamiento para

cada combinacién de poblacion y locus con el programa Arlequin v3.15 (Excoffier et al.
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2006). El programa SGoF se utiliz6 para realizar las pruebas de correccién por
comparaciones multiples en el caso que fuera necesario y alternativamente se utilizé la
correccion de Bonferroni. Esta es una herramienta util para ajustar los resultados de las
pruebas estadisticas @ caso de comparaciones multiples. Se calcula un a corregido (ac)

como el cociente entre el valor a y el numero de comparaciones a realizar. El intervalo

de confianza del 95% de la heterocigosis esperada para cada poblacién se calculd
utilizando el paquete PopGenkKit de R.

3.2.4 Recoleccion de muestras

Para realizar este estudio se utilizaron ejemplares colectados en las mismas localidades
que en el estudio cantCOl, pero diferentes individuos. La recoleccién de muestras se
llevé adelante durante los veranos de 2007 a 2010. Los ejemplares de Drosophila
koepferae se colectaron en las localidades de: Brealito (BRE), Ruinas de Quilmes (RUI),
Suyuque (SUY), Valle Feértil (VFK) y Miranda (MIRLas localidades de Brealito y
Ruinas de Quilmes se encuentran en la regiébn denominada Monte norte, Miranda y
Suyuque en la region fitogeografica denominada Monte sur. Valle Fértil se encuentra en
el Chaco serrano (ver Materiales y Métodos del Capitulm?®)ejemplares de D.buzzatii

se colectaron en las siguientes localidades: 1-Vipos (VIP), 2-Villa Mazan (Mz2), 3-
Tilcara (TIL), 4-Valle Fértil (VFB), 5-Cadillal (CAD), 6-Villa de Soto (VS), 7- Ingeniero
Juéarez (JUA), 8-Ensenada (ENS), 9-Cruz del Eje (CRUZ), 10- Montecarlo (MON), 11-
Las Lomitas (LOM), 12- Palo Santo (PS). 13-Guemes (GUE) (ver Materiales y Métodos
del Capitulo 2). Las localidades de Las Lomitas y Palo Santo se encuentran en la region
denominada Chaco distrito oriental e Ingeniero Juarez en la regiébn Chaco distrito
occidental. Las localidades de Guemes, Vipos, Cadillal, Villa de Soto, Cruz del Eje y
Valle Fértil en la region denominada Chaco serrano. En la region de la Prepuna se
encuentra Tilcara, y en Monte sur se encuentran Lavalle y Mazan, Ensenaapenad|

y Montecarlo en la Selva misionera.

3.2.5- Obtencion de datos

Luego de finalizada la caracterizacion de todos los microsatélites se eligieron los 9 que
produjeron patrones de amplificacion mas reproducibles. Estos se amplificaron en al
menos 12 individuos de cada localidad. Esto sumo un total de 60 individuos de D.
koepferae y 156 de D. buzzatii.
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La amplificacion de los 9 microsatélites en las 5 poblaciones de Drosophila
koepferae y en las 13 poblaciones de D. buzzatii se realiz6 utilizando el mismo protocolo
mediante el cual se caracterizaron los microsatélites en la etapa de puesta a punto. Se
realizd una reaccion por locus y por individuo en cada tubo de reaccion de PCR, y luego
se enviaron los productos para la genotipificacion a Macrogen (Korea). Para visualizar
los microsatélites se utilizd el programa GeneMapper® (AppliedBiosystgnsy
errores de genotipado y alelos nulos fueron evaluados con el programa Microchecker
2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004). Este método asume que las desviaciones respecto del
EHW son producto del efecto Walhund. Se estimd la frecuencia potencial de alelos nulos
siguiendo el método de Brookfield (Van Oosterhout et al. 2004). Una vez obtenida la
matriz de datos de cada especie con el tamafio de los alelos por individuo y por poblacién

(Anexo II), se procedi6 al analisis de los datos.

3.2.6 - Variacion genética molecular

El programa Arlequin v3.5.1.3 (Excoffier et al. 2009) se utiliz6 para calcular el nUmero
de alelos, la heterocigosis observada (Ho) y la esperada (He), los tests de Equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW), de desequilibrio de ligamiento. También con Arlequin se
obtuvo el indice Garza-Williamson (2001) (GW=k/(R+1)), que es el cociente entre el
namero de alelos de un locus (k) y el rango de tamafio de los &gl@N es sensible

al tamafio poblacional, dado que el rango de variacion del tamafio de los alelos (es decir
el nimero minimo y méaximo en el cual se encuentran los alelos de microsatélites) tiende
a ser mayor que el numero de alelos en poblaciones que han disminuido su tamafio
recientemente. Por edtodistribucion del tamano de los alelos puede tener “sitios libres”.

Se espera que el indiGN sea muy pequefio en poblaciones que han sufrido un cuello
de botella reciente y cercana a 1 en poblaciones estacionarias. Se realizaron las

correcciones multiples con el método de Bonferroni (1936).

3.2.7- Diferenciacion interpoblacional

Se calcul6 la distancia genética De Nei entre pares de poblaciones de Drosophila
buzzatiiy D. koepferae. Se construyeron dendogramas utilizando los métodos Neighboor-
Joining (NJ) (Saitou y Nei 1987) y UPGMA con los programas Poptree2 (Takezaki et al
2010) y con Genetree (Balding et al. 1994, Griffiths 1994).
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El estimador de distancia genéticagbopuesto por Nei (Nei et al. 1983) se calcula

mediante la siguiente ecuacion:

r

mj
1
Dy=1- ;22\/xijyij
j

i
Donde x ey son las frecuencias del alelthien el locus fh de la poblaciones XY
respectivamente,;jras el numero de alelos del locub,jy r es el numero de loci usado
Segun Takezaki y Nei (1996, 2008) &> el estimador de distancia genética mas eficiente
para obtener la correcta topologia del arbol con datos de microsatélites.

3.2.8- Variacion genética geografica

3.2.8.1 Analisis jerarquico de la varianza molecular

Con el objeto de estudiar la contribucion de los diferentes componentes de la variacion
molecular intra e interpoblacional se realizé un andlisis jerarquico de la varianza
molecular (Hierachical Analysis of Molecular variance = AMOVA) cuya validacion
estadistica se realizo en base a 1.023 permutaciones (Excoffier et al. 1992). E| AMOVA
consiste en el andlisis de la correlacion dentro y entre subpoblaciones, equiparandose al
andlisis de diversidad haplotipica (es decir a la correlacion entre haplotipos que provienen
del mismo o de distintos demos) utilizando medidas de distancia genética. Esto implica
gue, en lugar de utilizar la correlacién de alelos en un unico locus, se utiliza la correlacion
de multiples alelos provenientes de varios loci. Para este analisis se consideraron 3 niveles
de estructuracion jerarquica: las regiones fitogeogréficas (T), las poblaciones (S) dentro
de regiones y los individuos dentro de poblaciones (I). Para la realizacion de los AMOVA,
el célculo de los indices de fijacion (Weir y Cockerham 1984) entre pares de poblaciones
y su significacion estadistica (que se evalué mediante pruebas de permutacion) se utilizo
el programa Arlequin (Excoffier y Lischer 2011). Este analisis, ademas, entrego los
componentes de varianza sobre la base del coeficiente de diferenciacién genética entre
poblaciones (1), el coeficiente de endogamia especifico de cada poblaci)ny(El
coeficiente de endogamia globai{)HExcoffier et al. 1992). La prueba de diferenciacion
entre poblaciones contra la hipétesis nula de uniformidad genética se corrigid por el
método secuencial de Bonferroni (Sokal y Rohlf, 1995) basado en 1000 permutaciones
de genotipos multilocus entre pares de poblaciones utilizando el programa Arlequin
(Ecxoffier et al. 2003, 2006, 20P9
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Para determinar los niveles de diferenciacion genética entre pares de poblaciones,
se utilizé primero el indice de fijaciénsF Este parametro se basa en la diferencia entre
la heterocigosis esperada total (agrupando a todos los individuos de todas las poblaciones)
y la heterocigosis promedio esperada por poblacion. Esta diferencia es relativizada a la
heterocigosis esperada total de forma que si el valogas kgual a cero implica que las
poblaciones no estan diferenciadas, o en otras palabras que sus frecuencias alélicas son
practicamente iguales. En cambi@r€s igual a uno si en las poblaciones se han fijado
diferentes alelos. Asi, el parametrerletermina el grado de subdivision genética de la
poblacién total (Freeland 2005). Es decir, que fide el efecto de la subdivision
poblacional a través de la reduccion de la heterocigosis total debida a la deriva genética
en poblaciones con flujo génico reducido. Asimismo, se estimaron los valores del indice
Fis (Que se basa en la diferencia entre la heterocigosis esperada y observada dentro de
cada demo) como medida de la endogamia especifica para cada poblacion, F
(coeficiente de endogamia total) que incluye la contribucién debida, por un lado al
apareamiento no al azar debido a la estructuracion en subpoblacighgp(F otro,a
la contribuciéon debida a la subdivisién de la misma)(FDe este modo, Fmide la
discrepancia de la heterocigosis esperada considerando a todas las subpoblaciones en
conjunto respecto de la heterocigosis promedio dentro de cada subpoblacién. Los indices
de endogamia se calculan del siguiente modo:

Fis= (Hs-Hi) / Hs; Fst= (Ht-Hs) / HT y Fir= (HT-Hi)/HT,

donde: H es la heterocigosis observada promediada entre las subpoblacigmsslaH
heterocigosis esperada promedio en cada supoblacién equivalergs latheterocigosis
esperada en la poblacién total con apareamiento al azar.

Ademas, se realizaron analisis de correlacion entre las distancias geograficas y las
distancias genéticas entre pares de poblaciones para evaluar el ajuste de la divergencia
genética entre las poblaciones a un modelo de aislamiento por distancia (IBD) mediante
el Test de Mantel (Mantel 1967). En estos analisis se utilizaron la matriz de valores de
Fstentre pares de poblaciones y la matriz de distancias geograficas medidas en Km
lineales entre pares de poblaciones. Estas pruebas se realizaron con el programa Arlequin
(Excoffier et al. 2009)
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3.2.8.2 Analisis de inferencia bayesiana

La estructuracion poblacional se explord, también, mediante el método bayesiano de
clusters propuesto por Pritchard et al. (2000) e implementado en el software Structure
2.3.3 (Pritchard et al. 2000, Falush et al. 2007, Hubisz &0#19). Este método consiste

en asumir la existenc.ia de un nimero k de clusters (grupos) cada uno caracterizado por
un determinado conjunto de frecuencias alélicas en cada locus. Los individuos son luego
asignados probabilisticamente a un cluster o a una mezcla de clusters si sus genotipos
indican una ancestralidad mixta. Los andlisis se llevaron a cabo para valores de k entre 1
y 5 para Drosophila koepferae y entre 1 y 13 para D. buzzatii. Se utiliz6 un modelo con
el siguiente conjunto de parametros:

1) Ancestralidad mixta (Admixture model). Asume que cada individuo pudo haber
heredado una fraccion de su genoma de ancestros de cada unkbdedizss.

2) Informacion de muestreo (Locprior model) (Hubisz et al. 2009). Utiliza como
informacion a priori los lugares de procedencia de las muestras para asistir la deteccion
de estructura cuando la sefial de diferenciacion es muy débil.

3) Frecuencias alélicas correlacionadas (Correlated alelle frequencies model). Asume que
las frecuencias alélicas en los distintos clusters derivan de una misma poblacién ancestral.
4) Modelo con alelos recesivos (Falush et al. 2007). Asume la existencia de alelos
recesivos (0 nulos) en los loci indicados por el usuario.

Los autores del programa sugieren el modelo de frecuencias alélicas
correlacionadas para poblaciones con baja diferenciacion.

Se realizaron 6 corridas independientes para cada vakrRera Drosophila
koepferae fueron un total de 30 corridas y 78 para D. buzzatii. Analisis preliminares
mostraron que un descarte inicial (bumh-de 50.000 iteraciones es suficiente para
alcanzar la zona de convergencia, luego de las cuales se realizaron 100.000 iteraciones
adicionales para obtener las estimaciones finales. El valor correcto de k fue estimado

realizando una inspeccién visual de las réplicas (Evanno et al. 2005).
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3.3 Resultados

Ninguno de los loci seleccionados para este trabajo tiene similitud estadisticamente
significativa con primers de loci de microsatélites publicados en los estudios de Barker
et al. (2002, 2009) en el caso de Drosophila buzzatii; en tanto que para D. koepfeae es la
primera vez que se caracterizan loci de microsatélites hasta la fecha de la escritura de esta

tesis.

3.3.1- Caracterizacion preliminar de los microsatélites

En la Tabla 3.2 se muestra la cantidad de alelos encontrados en la caracterizacion
preliminar de los loci, junto con la Ho y la He promedio calculada para la muestra de
Valle Feértil. EI nUmero de alelos por locus varié en un rango de 7 a 16. Los valores de He
variaron entre 0,7 y 0,9, mientras que la Ho entre 0,7 y 1. Las pruebas de probabilidad
exacta de ajuste a Hardy-Weinberg (HW) rechazaron la hipétesis nula de equilibrio en un
solo locugK-76) (p < 0,05).

Tabla 14: Caracterizacion de 9 loci polimoérficos de microsatélites de Drosophila byz2atkoepferae

N°A: nimero de alelosje. Heterocigosis esperaddp: heterocigosis observada. En el nombre del locus

se indica si es original de D.buzzati (DB) o de D. Koggg¢bK). La muestra corresponde a 24 ejemplares

de D. koepferae de la localidad de Valle Fértil, Provincia de San Juan. Entre pafiguesisl nombre
del locus que se utilizard como referencia a lo largo del trabajo.

Locus N°A Ho He Valor de p
(EHW)

1-K-76 (P1DK) 10 0,75000 0,90580 0,03550
2-B-63 (P2DB) 12 0,75000 0,87681 0,05583
3-B-55 (P3DB) 7 1,00000 0,85145 0,07971
4-K-60 (P4DK) 11 1,00000 0,92391 0,85661
5-B-65 (P6DB) 9 0,66667 0,86594 0,05953
6-K-75 (P7DK) 16 1,00000 0,96377 1,00000
7-B-60 (PODB) 8 0,83333 0,85507 0,15109
8-K-66 (P10DK) 10 0,58333 0,70652 0,29041
9-K-72 (P11DK) 6 0,91667 0,78623 0,49595
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3.3.2- Variabilidad genética y Desequilibrio de Ligamiento

Luego se procedio a realizar el genotipado de 12 individuos de cada una de las
poblaciones de Drosophila buzzatti y de D. koepferae muestreadas para este trabajo. Se
genotiparon 60 individuos de D. keopferae y 156 de D. buzzatii para los 9 loci. El nGmero
de alelos fue muy elevado y vario entre especies. Los loci p7k y plk mostraron niveles
de variacion equivalente en ambas especies; p2k, p3b, p4k y p9b presentaron menor
variacion en D. buzzatii que en D. koepferae. El locus p4k fue 64% menos variable en D.
buzzatii que en D. koepferae y ésta fue la maxima diferencia hallada entre egpecies.
menor diferencia entre especies fue en el locus p7k para el que D. buzzatii mostré un 8%
menos de variacion que D. koepferae. Los loci p10k y p11k fueron un 10% y un 22% mas
variables en D. buzzatii que en D.koepferae, resultado que va en la direccidén opuesta a la
tendencia general que muestra que D.koepferae es, en promedio, mas variable que D.
buzzatii. Es importante remarcar que las diferencias de variabilidad entre especies no
parecen estar relacionadas con la especie de la que fue aislado cada microsatélite. El locus
que mayor variabilidad mostré en la muestra total de 60 individuos de D. koepferae fue
p4k, para el que se encontraron 40 alelos, en tanto que el menos variable fue plk con 16
alelos. En la muestra global de D. buzzatii el locus para el que se detectaron mas alelos
fue p11k con 50 alelos en tanto que los loci con menor cantidad de alelos fueron p4k y

p6k con 32 y 33 alelos, respectivamente.

Drosophila koepferae

El nimero total de alelos en Drosophila koepferae, varié entre 16 alelos en el locus plk
hasta un maximo de 40 en p4k. En el locus p1k la poblacién de Suyuque fue la que menos
alelos presenté (4), en cambio esta misma poblacién fue la que mas alelos present6 en
p4k (12). Estos loci son altamente variables llegandose a encontrar hasta 13 alelos por
poblacion por ejemplo en Suyuque (Tabla 3.3). La cantidad de alelos exclusivos por
poblacion varié entre 17 y 38, siendo las poblaciones de Miranda y de Brealito en las que
se encontrd el mayor numero de alelos exclusivos (Tabla 3.3). La heterocigosis observada
(promediada entre localidades) varid, segun el locus, entre 0.733 y 0.950 mientras que la
esperada bajo el EHW vario entre 0,896 y 0.970 (Tabla 3.4). El indice GW por locus
revel6 que D. koepferae no es, globalmente, una poblacion estacionaria, dado que el valor

del indice en todos los casos es pequefio y mas cercano a 0 que a 1 (Tabla 3.4). El mismo

Autora: Paula Lipko 92



patron se observé tomando a cada una de las poblaciones como una sola unidad. Es
importante tener en consideracion que este indice es sensible al tamafio muestral y que en
este caso la muestra total de individuos fue de 60 (12 individuos x 5 poblaciones).

La Fig. 3.2 muestra las diferencias entre la heterocigosis esperada y la observada.
En la misma se observa que en Ruinas de Quilmes y Brealito hay una deficiencia de
heterocigotas en pllk, mientras que para el mismo locus se observa un exceso de
heterocigotas en Suyuque, Valle Fértil y Miranda. Para el locus p10k se observa un exceso
de heterocigotas en las poblaciones de Valle Fértil y Miranda, en tanto que para p9b hay
un marcado exceso de heterocigotas en Suyuque y mas moderado en Ruinas de Quilmes
y Brealito. En Miranda, Suyuque y Valle Fértil se observa un exceso de heterocigotas en
el locus p7k y en p6b en Suyuque y Ruinas de Quilmes. Estas dos junto con Brealito
presentan un leve exceso de heterocigotas en el locus p4k. Para el locus p3b salvo
Suyuque las demas poblaciones presentan un exceso moderado de heterocigotas. A su
vez Brealito y Suyuque presentan un mayor exceso de heterocigotas que Ruinas de
Quilmes y Valle Feértil en p2k. Finalmente, para el locus plk hay un leve exceso de
heterocigotas en Valle Fértil y Miranda. En conclusién, no parece haber, globalmente,
una tendencia marcada hacia exceso o defecto de heterocigotas, sino que esto parece
depender de cada locus microsatélite particular.

Las pruebas de bondad de ajuste a lo esperado bajo el EHW, evaluando cada
poblacién y cada locus por separado, fueron significativas sélo en 6 de las 45 pruebas
realizadas (9 loci x 5 poblaciones, Tabla 3.5 y 3.6). La prueba de desequilibrio por
ligamiento (DL) detecté 11 desvios significativos (p < 0,05) sobre un total de 180 tests
(6,1%). Sin embargo, sélo p2K y p4K en Suyuque continuaron mostrando una asociacion

estadisticamente significativa luego de aplicar la correccion de Bonferroni (Tabla 3.6 y

3.7).
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Tabla 3.3 Numero de alelos totales por locus y por poblacién y entre paréntesis niumelelode
exclusivos por locus y por poblacién en Drosophila koepferata Hitima fila se muestra la cantidad de
alelos exclusivos en cada poblacién.

Drosophila koepferae
N° alelos totales (N° de alelos exlcusivos)
1-Pik 2-P2b 3-P3b 4-P4k 5-P6b 6-P7k 7-P9b 8-P10k 9-P11k Total

Brealite | 6 (2) 6 (3) 12(6) | 7(9) 5(2) 4(1) 1233) |76 10(6) (38)
Ruinas 7(3) 10(3) 11(2) 9 (6) 6 (1) 9(3) 8(2) 5(0) 6 (0) 17
Quilmes

Suvugque | 4 (0) w2 [1e [12¢) Jwe [we (40 9(2) 9(2) (20)
Valle 6 (1) 7(0) 120 |10 |8 8(1) 102) |72 6(2) (18)
Fértil

Mirande | 7 (1) 1410 [11) |99 105 |74 112 |72 8(2) (36)

Tabla 3.4 Heterocigosis observada y esperada (Ho) pler locus y por poblacion de Drosophila
koepferae.

Drosophila koepferae
Toeus Brealito Ruinas de Quilmes Suyuque Valle Fertil Miranda
Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He

Plk 0.833 | 0,818 | 0,666 | 0,768 | 0,750 | 0,757 | 0,833 | 0,818 | 0.750 0.855
P2k 1,000 | 0.807 | 0,916 | 0,891 | 1,000 | 0.884 | 0,833 | 0,804 | 0,833 0,927
P3b 0,916 | 0,865 | 0,916 | 0,913 | 0,916 | 0,942 | 1,000 | 0,931 | 1.000 0.884
P4k 0,833 | 0,815 | 0.916 | 0,873 | 0,833 | 0,902 | 0,833 | 0,905 | 0.916 0.851
P6b 0.333 | 0,528 | 0,750 | 0,728 | 0,916 | 0,902 | 0,833 | 0,869 | 0.833 0,902
P7k 0,500 | 0,692 | 0,833 | 0,855 | 0,916 | 0,880 | 0,833 | 0,822 | 1.000 0.862
Pob 1,000 | 0,909 | 0,916 | 0,858 | 1,00 | 0,677 | 0,750 | 0,826 | 0.916 0.920
P10k 0,583 | 0.826 | 0,666 | 0,800 | 0,750 | 0,807 | 0,833 | 0,807 | 0.916 0.880
P11k [0,666 |0.876 [0,666 |0,855 (0,916 |0,800 [0.916 |0,800 |0,916 0.840

Tabla 3.5: Heterocigocis observada (Ho) y esperada (He), nimero de alelos, rango dedanuafalelos
e indice de Garza-Willamson (GW) por locus en las 5 poblaciones de Drodagipfarae estudiadas.

Drosophila koepferae

Locus Ho He N° de alelos| Rango de aleloy GW

P1k | 0,76667| 0,89678 16 36 0,43243
P2k | 0,91667| 0,91653 23 136 0,16788
P3b | 0,95000| 0,95518 39 128 0,30233
P4k | 0,86667| 0,97017 40 132 0,30075
P6b | 0,73333| 0,86148 21 88 0,23596
P7k 0,81667| 0,92787 25 122 0,20325
P9b | 0,91667| 0,90392 24 122 0,19512
P10k | 0,75000( 0,92577 24 120 0,19835
P11k | 0,81667| 0,91975 17 34 0,48571
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de Drosophila koepferae

Ho- He

P1lk P2k P3b P4k P6b P7k P9b P10k P11k

Locus

Diferencia entre Ho y He para cada locus y poblacién

m BRE
mRUI
SUY
mVF
m MIR

Figura 3.2: Diferencias entre heterocigosis observada (Ho) y la Heterocigosis esperada (ldeugpr
poblacién de Drosophila koepferae. Abreviaturas: RUI: Ruinas de Quilmes BB&dtito, SUY: Suyuque,
VF: Valle Feértil, MIR: Miranda.

Tabla 3.6 Valores de p obtenidos mediante el test de permutaciones para estudiar desfitzgigam

respecto del EHW. Se indica con un asterisco los valores significativos (p)<y0ed con dos asteriscos
los valores que contindan sienddadisticamente significativos luego de aplicar la correccién de

Bonferroni (og= a/9 = 0,005; p < 0,005).

Drosophila koepferae
Valor p (EHW)
Locus | Brealito | Ruinas de Quilmey Suyuque| Valle Fértil | Miranda
1- P1k | 0,007 * | 0,127 0,001 ** | 0,576 0,129
2- P2k | 0,003 * | 0,086 0,514 0,000 ** 0,141
3-P3b | 0,888 0,913 0,714 0,135 0,514
4- P4k | 0,281 0,873 0,004 * | 0,122 0,370
5- P6b | 0,044 * | 0,728 0,962 0,002 ** 0,754
6- P7k | 0,371 | 0,855 0,146 0,025 * 0,004 **
7-P9% | 0,101 | 0,858 0,009 * | 0,001 ** 0,201
8- P10k| 0,134 | 0,800 0,269 0,438 0,001 **
9- P11k| 0,107 | 0,855 0,702 0,238 0,406
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Tabla 3.7 Se indican losvalores de p obtenidos mediante el test de permutaciones y la correccion
secuencial de Bomferroni.Se muestran los pares de loci ligados segun laapidnperalizada. Entre
paréntesis la pareja de loci probada para la poblacién. Se han renombrimudosegun la siguiente
asignacion: 0: plk, 1: p2k, 2:p3b, 3:p4k, 4:p6b, 5:p7k, 6:p94,0k, 8:p10k, 9:p1llk. Se realizaron 11
pruebas, el nivel de significacién fijado fue de 0,05. El valor- pgorpegido mediante la correccion de
Bonferroni para comparaciones multiples fue de p<0,004. En negrita yn@starisco se indica el valor

gue luego de la correccion continua siendo significativo. En la saguridmna se encuentra el valor - p
usando la correccion secuencial de Bonferroni. Ambas correccines apsnaisritos resultados.

Drosophila koepferae

Valor-p Valor- p con la correccid
TESTID |(0,05) secuencial de Bonferroni
SUY(1,3) |0.00228* |0.02508 *

VF(1,5) |0.00644 0.0644

BRE(0,8) |0.0111 0.0999

VF(1,7) 0.01119 0.0999

SUY(3,6) |0.01297 0.0999

BRE(0,2) |0.01356 0.0999

BRE(2,5) |0.0145 0.0999
RUI(2,6) |0.03198 0.12792
BRE(5,6) |0.0399 0.12792

VF(2,8) 0.04416 0.12792

Drosophila buzzatii

El nimero de alelos exclusivos por locus vari6 entre 4 y 17, siendo los loci p6k y p7k en
Ing. Juarez los que se encuentran en el limite inferior del rango y p11k en Ensenada en el
méaximo del rango. El nimero de alelos exclusivos por poblacién vari6 en un amplio
rango, entre 4 y 31 alelos. Con respecto a los alelos exclusivos por locus se pudo observar,
por ejemplo, que Vipos no tenia alelos exclusivos y un maximo de 6 alelos exclusivos
como en p7k en Glemes (Tabla 3.8). El nUmero de alelos totales por locus vari6 entre 5
y 31 (Tabla 3.8). A su vez el valor del indice GW por locus vario globalmente (para todo
el conjunto de poblaciones) entre 0,1 y 0,7, de modo que podria decirse que es una
poblacién estacionaria como lo indica la mitad de los loci (Tab)a 3.9

La heterocigosis observada (promediada entre localidades) por locus vario entre
0,666 y 0,876, mientras que la esperada bajo el EHW lo hizo entre 0,938 y 0,964 (Tabla
3.9). Se observo un exceso global de heterocigotas y solo para la poblacion de Villa de

Soto una deficiencia marcada de heterocigotas en los loci p11k y p10k (Fig. 3.3 y 3.4).
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La desviacion respecto del EHW, evaluado por poblacién y por locus, fue
estadisticamente significativo en 46 de los 117 de las pruebas (9 loci x 13 poblaciones)
es decir, 39,3%. Al aplicar la correccion de Bonferroni, 17 pruebas siguieron siendo
estadisticamente significativas (Tabla 3.10

Las pruebas de desequilibrio por ligamiento (DL) permitieron detectar 42 desvios
estadisticamente significativos (p<0,05) sobre un total de 468 tests (8,9%). La asociacion
entre loci que potencialmente se encontrarian ligados se presenta graficamente para cada
poblacion en la Fig. 3.4. Sin embargo, las asociaciones entre pares de loci que siguieron
siendo estadisticamente significativas luego de aplicar la correccion de Bonferroni fueron
solamente 11 (Tabla 3.10). Ademas, es de destacar que de las 42 comparaciones que
resultaron estadisticamente significativas s6lo 8 fueron compartidas por al menos dos
poblaciones y s6lo 2 por un maximo de 3 poblaciones (Tabla 3.11). Luego de la
correccion solo las asociaciones entre los pares [p2r6b] y [p2k - p10k] fueron
compartidos por al menos dos poblaciones. El resto de las comparaciones significativas
se encontraron sélo en una poblacién. Por lo cual, podemos considerar que no hay
evidencias que lleven a concluir que los marcadores elegidos para el estudio estén

efectivamente ligados.

Tabla 3.8: Numero de alelos exclusivos por locus y por poblacién en Drosoplzkati. La Gltima fila
muestra el total de alelos que se encontraronen cada locus, entre paréntesi®aleabakers compartidos
por al menos dos poblaciones. En la dltima fila se muestra la cantidad de alelsé/exokn cada
poblacién. Abreviaturas: GUE: Glemes, PS: Palo Santo, LOM: Las Lomitas, MON: Mtont€RIJZ:
Cruz del Eje, ENS: Ensenada, JUA: Juarez, VS: Villa de Soto, CAD: Cadillal, VF: Valle Fdrtil, TI
Tilcara, MZ: Villa Mazéan, VIP: Vipos.

Drosophila buzzatii
N° de alelos totales (N° de alelos exlcusivos)
1-P1k 2-P2b | 3-P3b 4-P4k 5-P6b 6-P7k 7-Po9b | 8-Pl0k 9-P11k Total
Popl: VIP 11 (0) 90(0) |84 3(0) | 13(0) 600 |73 |11(0) 7(0) 4)
Pop2: MZ 6 (2) 11(1) | 13(0) 8(0) | 9(1 s |11 |8 10 (0) ()
Pop3: TIL 11 (1) 10(7) | 11(0) 10(1) | 6(0) 8(2) |13 |11¢6) 10 (0) (17)
Pop4: VF 12 (2) 10 (0) | 14 (0) 7(0) | 6(0) 90 | 1400 [ 11(0) 13 (4) (6)
Pop5: CAD 8 (0) 700 | 1200 8(1) | 11(0) 50 |12q) [1202 10 (0) (1)
Pop6: VS 8 (0) 7000 [ 13(0) 12(0) | 9(0) s [8@ [o) 13 (1) (4)
Pop7: JUA 4(0) gy | 7(0) 11 (0) | 6 (0) 140 |o@ |11 8(3) (8)
Pops: ENS 9 (0) 1@ |70 (1) | 9(0) 132 (8@ |s8@ 17 (5) (17
Pop%: CRUZ | 5(0) 10(1) [1203) 8(0) | 7(0) 8@3) |6 |8 12 (1) (9)
Pop 10: MON | 7(0) 9(0) | 110 3 (5) 13 (2) 20 (3 |15 11(3) (19)
Pop1lLOM | 11(2) 9(0) |[12(2) 10 (0) | 14 (1) 920 [11(6) | 8(0) 9 (1) (11)
Pop12: PS 10 (7) 101) |8 10 (0) | 11 (3) 102 [s@ |70 5 (0) (15)
Pop13: GUE | 10 (2) 129 |70 11(0) | 9(2) 176) [83) |11 6 (3) (31)
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Tabla 3.9 Heterocigosis observada (Ho) y esperada (He) e indice de Garza-WillamsondQdéug
namero de alelos totales por locus (N°A) y el rango de alelos (Rg) en la nglelstédade Drosophila

buzzatii.

Drosophila buzzatii

Locus | Ho He N°A | Rg | GW

1-P1k | 0.73077| 0.94740| 37 | 78 | 0.46835
2-P2k | 0.86538| 0.94031| 41 | 118| 0.34454
3-P3b | 0.86755| 0.94442| 38 | 87 | 0.43182
4-P4k | 0.86538| 0.94196| 31 | 50 | 0.60784
5-P6b | 0.85256| 0.93606| 32 | 187 | 0.17021
6-P7k | 0.73077| 0.96453| 50 | 70 | 0.70423
7-P9b | 0.66667| 0.96325| 46 | 78 | 0.58228
8-P10k | 0.72258| 0.93807| 49 | 82 | 0.59036
9- P11k| 0.80921| 0.95078| 44 | 181 | 0.24176
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Tabla 3.1Q Pruebas de ajuste al EHW. Se indican los valores de p obtenidos mediante eledeauticipnes. Abreviaturas: locus (L), GUE: Glemes, PS: Palo Santo,
LOM: Las Lomitas, MON: Montecarlo, CRUZ: Cruz del Eje, ENS: Ensenada, Jid#ez, VS: Villa de Soto, CAD: Cadillal, VF: Valle Fértil, TIL: Tilcara, MZ: Villa
Mazan, VIP: Vipos. En negrita y con dos asteriscos se presentan los \ta@isticamente significativos luego de aplicar la correccion de Bonfeami p
comparaciones mdltiples (p<0,001).

Drosophila buzzatii
Valor-p EHW

Locus | VIP MZ TIL VFB CAD VS JUA ENS CRUz MON LOM PS GUE
P1k 0.00081** | 0.36741 | 0.00017** | 0.01083* | 0.02675* | 0.01102* | 0.14931 | 0.05172 | 0.01233* | 0.03401*| 0.22601 | 0.00899*| 0.02823*
P2k 0.08275 | 0.12916 | 0.00047** | 0.63659 | 0.03756* | 0.01018* | 0.01725*| 0.23068 | 0.26977 | 0.83859 | 0.26209 | 0.91304 | 0.06240
P3b 0.00999 | 0.09096 | 0.00182* | 0.04750* | 0.85687 1.00000 0.30313 | 0.36287 | 0.06628 | 0.00179*| 0.72800 | 0.82609 | 0.08518
P4k 0.17129 | 0.00035** | 0.79321 | 0.01171* | 0.27338 0.46831 0.00312* | 0.00222** | 0.00322** | 0.88768 | 0.09528 | 0.88406 | 0.87454
P6b 0.80054 | 0.07187 | 0.06484 | 0.11917 | 0.30363 0.03337* | 0.46326 | 0.04289* | 0.88142 | 0.93116 | 0.00507* | 0.08525 | 0.06283
P7k 0.03616* | 0.14864 | 0.20062 | 0.00000** | 0.07919 0.00041** | 0.02647*| 0.09382 | 0.25472 | 0.82609 | 0.14237 | 0.89855 | 1.00000
P9b 0.03069* | 0.00058** | 0.71655 0.00000** | 0.02875 0.00002** | 0.19713 | 0.01924* | 0.04487* | 0.16304 | 0.13683 0.88043 | 0.16113
P10k 0.35697 0.94627 0.09008 0.00000** | 0.00041** | 0.00000** | 0.00000 | 0.00509* | 0.14016 0.03305* | 0.00047** | 0.11143 | 0.26258
P11k | 0.08174 | 0.00228* | 0.01182* | 0.25118 | 0.00051* | 0.00318* | 0.08067 | 0.01329* | 0.00241** | 0.08358 | 0.05598 | 0.93279 | 0.49331

Autora: Paula Lipko

99



Tabla 3.11 Heterocigosis observada (Ho) y esperada (He) en cada locus y poblaciérsdghaobuzzatii. La Gltima fila indica la heterocigosis esperada promedio
(HeP™m) para cada localidad. Abreviaturas: GUE: Glemes, PS: Palo Santo, LOM: Lass, dMtd: Montecarlo, CRUZ: Cruz del Eje, ENS: Ensenada, JUA:
Juarez, VS: Villa de Soto, CAD: Cadillal, VF: Valle Fértil, TIL: Tilcara, MZ: Villa Mazan, VIP: Vipos.

Ho

He

Locus | VIP MZ TIL VEB CAD VS JUA ENS CRUZ MON LOM PS GUE
Plk 0,66667 0,83333 0,75000 | 0,66667 | 0,58333 0,66667 | 0.41667 | 0,91667 | 0,58333 | 0,83333 | 0.91667 | 0.91667 | 0,75000
0,93478 0,81159 091667 | 0,88043 0,72826 0,87681 | 0.59058 | 0.90580 | 0,68841 | 0,84783 | 0.88768 | 0.85145 | 0,90580
P2k 1,00000 1,00000 0,50000 | 0,83333 0,66667 0,83333 | 1.00000 | 0,91667 | 1,00000 | 0,83333 | 1.00000 | 0.91667 | 0,75000
0,89493 0,90580 0,86957 | 0,87319 | 0,79348 0,77899 | 0,78986 | 0,94928 | 0,88768 | 0,89130 | 0.85507 | 0.91304 | 0,87681
P3b 0,58333 0,91667 0,89855 1,00000 | 0.91667 1,00000 | 1,00000 | 0,91667 | 0,75000 | 0,66667 | 0,83333 | 0,75000 | 1,00000
0,76812 0,93841 0,00182 | 0,94928 | 0,92391 0,93841 | 0.82418 | 0,85870 | 0,91304 | 0,92391 | 0.90217 | 0.82609 | 0,85145
P4k 1,00000 1,00000 0,89855 0,75000 1,00000 1,00000 | 0.66667 | 0,66667 | 0,50000 | 1,00000 | 0,91667 | 0,75000 | 1,00000
0,84783 0,86957 0,79321 0,86957 | 0.86594 0,92391 | 0.87319 | 0,83333 | 0,84058 | 0,88768 | 0.86594 | 0.88406 | 0,92391
P6b 1,00000 091667 0,76087 | 0,91667 1,00000 0,66667 | 0,83333 0,75000 | 0,91667 | 0.91667 | 0,91667 | 1,00000 | 0,66667
093116 0,87319 0,06484 | 0.,82246 | 0,90942 0,85145 | 0,71377 | 0.86957 | 0,78986 | 0,93116 | 0.95652 | 0.88406 | 0,86594
Pk 0,58333 0,66667 0,89855 0,58333 0,58333 0,66667 | 0,50000 1,00000 | 0,91667 | 0,50000 | 0,83333 | 0,75000 | 1,00000
0,77536 0,75725 0,20062 | 0,90217 | 0,75362 0,87681 | 071377 | 0.93841 | 0,84058 | 0,82609 | 0.90580 | 0.89855 | 0,96377
Pob 0,91667 0,66667 0,94203 0,58333 0,75000 0,50000 | 0,66667 | 0,66667 | 0,58333 | 0,08333 | 0,75000 | 0,75000 | 0,83333
0,81522 0,92810 0,71655 0,94565 0,90217 0,86957 | 0.80797 | 0.88043 | 0,68116 | 0,16304 | 0.89493 | 0.88043 | 0,85507
P10k 0,83333 0,91667 0,90942 | 0,58333 0,58333 0,66667 | 0,54545 0,75000 | 0,91667 | 1,00000 | 0,66667 | 0,66667 | 0,58333
0,89493 0,87319 0,09008 | 0,93116 | 0,91304 0,84783 | 0,90043 0,87681 | 0.85870 | 0.95290 | 0,87319 | 0,82971 | 0,70652
Pllk 0,58333 0,58333 0,84058 1,00000 1,00000 1,00000 | 0,62500 | 0,91667 | 0,75000 | 0,91667 | 0,66667 | 0,83333 | 0,91667
0,84058 0,88043 0,01182 | 0,94565 0,90580 0,93841 | 0,90833 0,96014 | 0.87319 | 0.86232 | 0,74275 | 0,74275 | 0,78623
He prom | 0.85588 0,87084 0,88164 | 0,90217 | 0,85507 0,79134 | 0,89694 | 0,81924 | 0,80958 | 0,0958 0.87601 | 0.,85668 | 0.85950
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Diferencia entre Ho y He para cada locus y poblacién
de Drosophila buzzatii
1
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Figura 3.3: Diferencias entre heterocigosis observada (Ho) esperada (He) para cadapobtlacipn de D.
buzzatii. Abreviaturas: GUE: Gliemes, PS: Palo Santo, LOM: Las Lomitas, MON: Mont&Rt&; Cruz del
Eje, ENS: Ensenada, JUA: Juérez, VS: Villa de Soto, CAD: Cadillal, VF: Valle Fértil, TIL: TiktaVilla
Mazan, VIP: Vipos.
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Figura 3.4: Esquema de loci ligados por poblacion de Drosophila buzzatii. Mirandeesenté muestras de que
ningun locus estuviera ligado. Se han renombrado los locus segun latsigsignacion: 0: plk, 1: p2k, 2:p3b,
3:p4k, 4:p6b, 5:p7k, 6:p9b, 7:p10k, 8:p10k, 9:pl1ik.
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Tabla 3.12 Pruebas de desequilibrio de ligamiento para cada combinacién de pares de lociujeeoprudiores
dep menores a 0,05 en cada poblacion. Se han renombrado los locisssiginiente asignacion: 0: p1k, 1: p2k,
2:p3b, 3:p4k, 4:p6b, 5:p7k, 6:p9b, 7:p10k, 8:p10k, 9:pHrk colores se muestran las combinaciones que se
repiten en cada poblacion. Valor- p obtenido mediante la correccion de Banfer0,011. Con un asterisco se
indican los valores que son estadisticamente significativos luego de aplicaetziéorde Bonferroni.

Drosophila buzzatii
Poblacion Combinacién de loc| Valor-p
0-8 0,0005*
1-Vipos

1-6 0,02545
2-5 0,00020*
0-5 0,01644

1-4 0,03139
2-Villa Mazan 3-6 0,00624*
6-8 0,04050
3-Tilcara 1-4 0,00059*
1-3 0,01376

2-5 0,01317

3-5 0,01020

4-Valle fértil 0-6 0,03079
1-7 0,01366

6-7 0,01594
6-8 0,00921*

5-Villa de Soto 2-3 0,02139
0-5 0,00069*

2-3 0,03228

5-6 0,02723

6-Juarez 2-7 0,01871
2-8 0,00158*

6-8 0,02564
2-3 0,00861*

3-6 0,02396

7-Ensenada 6-7 0,0000*
4-8 0,03218

5-8 0,02792

8-Cruz del Eje 0-7 0,03366
3-7 0,01842
2-5 0,00109*
9-Montecarlo 5-7 0,00703*
3-4 0,05594
0-3 0,00188*

10-Las Lomitas 0-6 0,01762
4-7 0,02792
1-8 0,00089*

3-7 0,03703

11- Palo Santo 0-8 0,1673
3-8 0,03812

12- Cadillal 1-6 0,01426
13 Giemes 0-4 0,04762
2-8 0,00030*
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Tabla 3.13:Resumen de las combinaciones que dieron desequilibrio de ligamiento estadisticami€ioteigo
compartidas entre poblaciones luego de aplicar la correccién para comparacionéssna@tionferroni. Hubo
un maximo de 3 poblaciones (de las 13 totales) que comparten el par de losi tigadoser el caso de [2-3] y
de [638].

Drosophila buzzatii
Comparacion entre loq Poblaciones
1-4 Villa Mazén, Tilcara
3-6 Villa Mazén, Ensenada
6-8 Villa Mazén, Valle Fértil, Juare
6-0 Valle Fértil, Lomitas
2-3 Ensenada, Juarez, Villa de Sot
2-5 Valle Fértil, Montecarlo
6-1 Vipos, Cadillal
0-5 Vipos, Villa de Soto

3.3.3- Diferenciacion geografica

Drosophila koepferae

El andlisis de estructura poblacional mediante el andlisis jerarquico de la varianza (AMOVA)
mostré que no hay diferencias estadisticamente significativas entre regiones fitogeogréficas.
Las diferencias entre las poblaciones dentro de las regiones fueron estadisticamente
significativas y esto explica cerca del 7% de la variacion total encontrada. Sin emdargo, |
mayor parte de la variacion, poco mas del 89%, esta explicada por la variacion dentro de las
poblaciones qusi fue estadisticamente significativa (Tabla 3.14). Los valores de los indices de
fijacion asociados a la varianza entre poblaciones dentro de regiepeyg €F coeficiente de
endogamia total (), fueron estadisticamente significativos. El indige(§ue puede tomar
valores de -1 a 1), da idea de la combinacién de efectos intra e interpoblacionales. Los valores
de los indices fueron bajossd= 0,071 y lr= 0,104 lo que sugiere una deficiencia de
heterocigotas. En cuanto al indiae, l§lobalmente no fue estadisticamente significative’(F

=0,007 p=0,37)y los valores calculados para cada poblacién fueron cercanos a 0 (Tabla 3.15
En la Tabla 3.16 se presentan los valoress@pdta cada par de poblaciones, globamente puede
verse que el valor medio vario entre 0,5y 0,7. El test de correlacion de Mantel entre las matric
de distancia genética y distancia geografica no fue estadisticamente significativo (r=0,31; p
0,31) lo cual indica que la diferenciacion entre poblaciones no se ajusta a un patrén de

aislamiento por distancia.
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Tabla 3.14 AMOVA jerarquico para Drosophila koepferae. En megrita y con unissbese indican los valores
estadisticamente significativos € 0,05). Grados de Libertad (GL), Suma de Cuadrados (SC), Cempsrde
varianza (CV), porcentaje de variacién (%Var). La dltima columna indica thsegde fijacién, segin a la
varianza a la cual estan asociados.

Drosophila koepferae
Fuente de variacion GL SC CV %Var Indices de Fijacion
Entre regiones 2 30,408 0.117 Va 2.82 Fr= 0,028 p=0,13
Em?'{_epoblaciones dentrode | 2 21,417 0,288 Vb * 6.94 Fsc= 0,071 p=0,00
region
Entre individuos dentro de 35 208,833 0.028 Vc 0.68 Fig =0,007 p=0.37
poblacion
Dentro individuos 60 223,500 3,725vd * 89,56 Frr= 0,104 p=0,00

Tabla 3.15: Valores de k por poblacién. Abreviaturas: BRE: Brealito, SUY: Suyuque, VFK: Valle Fértil, RUI:
Ruinas de Quilmes, MIR: Miranda, Regidn 1, corresponde al Monte ygeasgBrealito, Valle Fértil, Miranda

y Ruinas de Quilmes. Regién 2, corresponde al Espinal y a Suyuqueddsnlos casos el indice resulto no
estadisticamentsgnificativo.

Drosophila koepferae
Poblacién Fis P(Rand ks>=0bs k)
Brealito 0,097 | 0,032
Suyugie 0,028 | 0,298
Valle Fertil -0,005| 0,921
Ruinas de Quilmeg -0,020| 0,775
Miranda -0,005| 0,600

Tabla 3.16 En la mitad inferior de la tabla se presentan los valores del ingliemffe pares de poblaciones y en
la mitad superior de la tabla la matriz de distancias de Nei (Da). Abreviaturas: BREoB&4Y: Suyuque,
VFK: Valle Fértil, RUI: Ruinas de Quilmes, MIR: Miranda. Calculadas con el programa POPTREE.

Drosophila koepferae

BRE RUI SUY VFK MIR
0,620 | 0,747 | 0,645 | 0,815

BRE )
RUI | 0575 | - 0,723 | 0,560 | 0,704
SUY | 0,516 | 0,046 | - 0,516 | 0,646
VFK | 0,723 | 0,560 | 0,704 | - 0575

MIR | 0,620 | 0,747 | 0,645 | 0,815 -

En la Figura 3.5 se presentan los fenogramas que muestran los agrupamientos basados
en las distancias genéticas entre poblaciones, utilizando tanto la distancia de Nei como los
valores de Et, conforme al método de agrupamiento Neighbor Joining (NJ), en ambos casos.

Aunque también se generaron fenogramas mediante el método de UPGMA, los mismos no han
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sido incluidos en virtud de que los valores de bootstrap que dan soporte a los nodos fueron muy
bajos. Sin embargo, los agrupamientos obtenidos sobre la base de las distancias genéticas ya
sea usando NJ o UPGMA muestran a Brealito y Ruinas de Quilmes (ambas ubicadas en la
region fitogeografica denominada Monte norte) formando un cluster con un valor de bootstrap
alto (86 y 80 en la Fig. 29-1 y Il, respectivamente). El resto de las poblaciones analizadas
Miranda, Valle Feértil y Suyuque aparecen formando agrupamientos con bajos valores de
boostrap (51 y 62).

8 Brealito L Brealito

| Ruinas de Quilmes

Ruinas de Quilmes

Miranda

=

5 Suyuque

Suyuque

Miranda

— Valle Fértil

Valle Fértil

—
v 0005

006

Figura 3.5. Fenogramas de las poblaciones de Drosophila koepferae obtenido mediante el NiEtdd
Utilizando la distancia de Nei (Da), Il) utilizando la distancig Se indican los valores de soporte de las ramas
calculados en base a 1000 Bootstraps. Realizado con el programa GENEakiigg(et al. 1994, Griffiths
1994)

La estructura poblacional también fue investigada mediante un analisis de inferencia
bayesiana utilizando el programa STRUCTURE que usa cadenas de Markov para inferir los
clusters mas probables en base a los datos genotipicos multi-locus que aportan los
microsatélites. En el caso de Drosophila koepferae se muestran los resultados obtenidos
considerando valores de k entre 1 y 5. Los mejores resultados se obtuvieron con un valor de
k=5 que fue el que mejor permitié explicar los datos. Para todas las poblaciones la proporcion
de miembros asignados a un dado cluster es cercana a 1 (Tabla 3.17), lo que indica, claramente,
un cierto grado de estructuracion poblacional. Mas del 95% de los individuos muestreados en
Brealito, Suyuque, Ruinas de Quilmes y Miranda fueron asignados a sendos clusters, en tanto
que los individuos de Valle Fértil fueron asignados al mismo cluster (cluster 3) con una
probabilidad menorl 86%. (Tabla 3.17). En otras palabras, los clusters delimitados por
STRUCTURE definen a las poblaciones geogréficas. En la Figura 3.6 se muestran los

resultados de la prueba de asignacion bayesiana individual, donde cada columna corresponde a
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un individuo (su genotipo multilocus), los diferentes colores representan cada uno de los 5
clustes genéticos y la altura de cada color (en cada columna), la probabilidad cenclzdqu
individuo fue asignado a determinado grupo genético. Los individuos que presentan una
predominancia de un color particular son considerados individuos de asignacion no ambigua a
un dado cluster, en tanto que aquellas columnas donde no hay tal predominancia son de
asignacion ambigua, presentando su genotipo una asignacion fraccionada en méas de uno de los
5 grupos genéticos resultantes de la subdivision. Obtuvimos los valores de distancia genética
de cada cluster a una poblacion ancestral cuyas frecuencias alélicas fueron estimadas también
por el modelo. El modelo del programa STRUCTURE supone que los diferentes clusters han
divergido simultaneamente por deriva de esta poblacién ancestral y que los valores de distancia
genética diferiran por el tamafio efectivo de las poblaciones (Pritchard et al., 2010 y
Documentation of structure software: Version 2.3). Segun Falush et al. (2003), estos valores F,
en su modelo constituyen estimadores delnfedio de cada cluster. Los valores promedio de
distancias genéticas (F, calculadas por el programa) entre individuos de un cierto cluster
respecto de la poblacion ancestral fueron: cluster 1: 0.8619, cluster 2: 0,8585; cluster 3: 0,8528,
cluster 4: 0,8980, cluster 5: 0,8414. [Estimated Ln Prob of Bag506,8 Mean value of In
likelihood=-2375,0 Variance of In likelihood = 463,5]. El valor medio de alpha (=0,0315) fue
pequefio, lo cual indica que practicamente, no hay ambigliedad en la asignacion de los
individuos a las poblaciones.

Tabla 3.17 Proporciéon de miembros de cada poblacion predefinida asignados a cada loso5 clusters

(grupos). Abajo, valor medio degara cada uno de los K clusters o grupos inferidos respecto gehlaaion

ancestral (cuyas frecuencias también fueron estimadas). Abreviaturas: BREo,BBE: Suyuque, VFK: Valle
Fértil, RUI: Ruinas de Quilmes, MIR: Miranda.

Drosophila koepferae
Cluster inferidos

Poblacion Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4 Cluster 5 Nro. Ind.
1.BRE 0,013 0,014 0,009 0,006 0,958 12
2. RUI 0,005 0,945 0,007 0,005 0,039 12
3.8UY 0,964 0,007 0,018 0,006 0,004 12
4 VFK 0,031 0.085 0,860 0,018 0,006 12
5.MIR 0,008 0,006 0,010 0,971 0,004 12
Valor medio F | (1107 0.1141 0,1224 0,0833 0,1280
inferidos
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Figura 3.6: Estimacion de la estructura poblacional en Drosophila koepferae wsanddelo K=5 representado
por colores. Cada individuo se representa como una delgada linea vertical particredgasegmentos que

representan la asignacion estimada de cada individuo a la fraccion n de los K tlost@imeros se corresponden
con las poblaciones. 1: Brealito, 2: Ruinas de Quilmes, 3: Suyuque, 4: Valle Fértil, 5: Miranda.

Otra forma de presentar los resultados obtenidos con el programa STRUCTURE es
mediante un punto cuya ubicacion esta dada por la probabilidad de asignacion a cada cluster
Cada punto de color representa un individuo, que se encuentra dentro de un triangulo cuyos
vértices representan una poblacion o un conjunto de poblaciones, y el area dentro del tridngulo
es la distancia inferida que representara la pertenencia de cada—jgnauo- a una
determinada poblacion. Esto se representa en la Figut@ada “The triangle plot of Q
(donde Q es la asignaciéon de cada individuo a cada cluster). La estimacion del vaator pa
individuo consiste en K componentes KSi3 los “ancestry vectorspueden representarse en
un tridngulo donde cada punto (individuo) se ubica segun el componente de distancia respecto
de cada vértice (poblacion). Aquellos individuos que se encuentran en uno de los vértices son
aquellos que fueron asignados completamente a una dada poblacion. Cuando K>3, como en
este caso los datos se presentan elegiendo 2 clusters cada vez y agrupando el resteren el ter
vértice. A modo de ejemplo la Figura 3.7 muestra 4 graficos que son representativos. Se
evidencia que cada poblacion corresponde a un cluster, lo que permite concluir que hay
estructuracion poblacional en Drosophila koepferae.
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Figura 3.7: Representacion grafica de la estructuracion poblacional de Drosophila koepfere@okes indican
la localidad de origen del individuo. Brealito (Rojo), Ruinas de Quilmesd@&yeBuyuque (Azul), Valle Fértil
(Amarillo), Miranda (fucsia). Cada individuo esta representado por uo percolor y cada color corresponde a
cada poblacion asignada a priori. (Para mas detalles referise al texto)

Drosophila buzzatii

El analisis de estructura poblacional mediante el analisis jerarquico de la varianza (AMOVA)
mostré que no hay diferencias estadisticamente significativas entre regiones fitogeogréficas,
pero si las hay entre poblaciones dentro de regiones (componente que da cuenta de poco menos
del 9 % de la variacion), entre individuos dentro de poblaciones (que explica el 7% de la
variacion total) y dentro de individuos (mas del 82% de la variacion total, ver Tabla 3.18). Del

mismo modo los indices de endogamia asociados a las varianzas de cada nivel de la jerarquia
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fueron significativos (Tabla 3.19). El valor de Be 0,173 indica que hay una leve deficiencia
de heterocigotas en tanto que sugiere una baja a moderada diferenciacion poblacional. Los
valores de s por poblacion, que variaron entre 0,07 y 0,11, fueron positivos y estadisticamente
significativos en Cadillal, Valle Fértil, Tilcara, Villa de Soto, Montecarlo y Ensenada, lo que
sugiere leves deficiems locales de heterocigotas (Tabla 3.19).

Los valores de §rentre pares de poblaciones variaron entre-@3 (Tabla 3.20). La
prueba de correlacion de Mantel tampoco fue estadisticamente significativa en Drosophila
buzzatii (r = 0,048 p = 0,382), lo que sugiere que los valores de distancia gengéagusian
a lo esperado bajo un modelo de aislamiento por distancia.

Se obtuvieron fenogramas basados en las distancias genéticas entre poblaciones (Da y
FsT) utilizando los métodos de agrupamiento Neighbor Joining (NJ) y UPGMA. Sélo se muestra
el fenograma realizado con la distancia yel método de NJ (Fig. 3.21), puesto que los deméas
fenogramas mostraron soporte de rama muy bajos. Puede apreciarse que, por un lado, se
agrupan las poblaciones de Vipos, Mazén, Tilcara, Las Lomitas, Palo Santo, Guemes, Juarez y
Ensenada y por otro Valle Fértil, Cadillal y Miranda (Fig. 3.21), auhogiesalores de

bootstrap son por lo general bajos.

Tabla 3.18: AMOVA jerarquico para Drosophila buzzatii. En negrita se indican los eslsignificativos f§ <
0,05). Grados de Libertad (GL), Suma de Cuadrados (SC), Contpswenvarianza (CV), porcentaje de variacion
(%Var). La ante ultima columna indica los valores de los indices de fijacionadatede acuerdo al componente
de la que varianza a la estan asociados y la Ultima columna indica los valores ffidecsignestadistica (Weir

y Cockerham 1984, Excoffier et al. 1992, Weir 1996).

Drosophila buzzatii
Fuente de | GL | SC Ccv %Var Indices de Fijacion | p-valor
variacion
Entre regiones 3 90,801 0,052Va | 1,22 Fer= 0.12 0.124
Entre poblaciones | 9 79,924 0,380Vb | 8.83 F¢=0.089 0.000
dentro de regiones
Entre individuos | 143 | 592,888 | 0,315Vc | 7,31 Fg= 0.081 0.000
dentro de
poblaciones
Dentro individuos | 156 | 550,000 | 3,558Vd | 82,62 Frr=0.173 0.000
Total 311 | 1313,612 | 4,307
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Tabla 3.19 Fis por poblacion para Drosophila buzzatii. Abreviaturas: 1VIP: VigdZ: Villa Mazan, 3TIL:
Tilcara, 4VFB: Valle Fertil ,5CAD: Cadillal, 6VS: Villa Soto, 7JUA: Juarez, 8ENS: Ensen@il)9Cruz del
Eje, 10MON: Montecarlo, 11LOM: Lomitas, 12PS: Palo Santo, 13GUE: GlilemesnedEta se indican los
valoresde significaficacién estadistica.

Drosophila buzzatii
Poblaciéon| Fis P(Rand ks>=0bs ks)
1-JUA 0,05754| 0,197458
2-LOM 0,05081| 0,111437
3-PS 0,05098| 0,124145
4-VIP 0,07255 | 0,041056
5-CAD 0,08288 | 0,020528
6-GUE 0,03178| 0,227761
7-VFB 0,15385 | 0,000000
8-MAZ 0,01275| 0,404692
9-TIL 0,11164 | 0,002933
10-VS 0,11874 | 0,000978
11-CRUZ | 0,06455 | 0,079179
12-MON | 0,07668 | 0,025415
13ENS | 0,07390 | 0,047898
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Tabla 3.20:La mitad inferior de la matriz tiene los Km lineales, la mitad superior de la matgddien
distancias Er entre las poblaciones de Drosophila buzzatii. Abreviaturas: 1.VIP: VipdZ: Rilla Mazéan,
3.TIL: Tilcara, 4.VFB: Valle Fértil, 5.CAD: Cadillal, 6.VS: Villa Soto, 7.JUA: Juarez, 8.ENS: BEuken
9CRU: Cruz del Eje, 10.MON: Montecarlo, 11.LOM: Lomitas, 12.PS: Palo San®UE3 Gliemes.

Drosophila bugzatii
VIP MZ TIL VEFB CAD Vs JuA ENS CRU MON LOM PS GUE
1L.VIP 0 0.514 0,695 0,556 0.681 0.728 0,610 0,718 0,721 0.611 0,717 0,562 0.732
2.MZ 26,3 0 0,549 0,534 0,695 0.662 0,584 0,804 0,723 0,618 0,576 0,527 0,708
3.TIL 346,02 537.2 0 0,627 0,725 0,742 0,651 0,848 0,818 0,696 0,814 0,772 0,641
4VFB 519,57 288.46 | 846.3 0 0.421 0.547 0.646 0.730 0.685 0.650 0,702 0.687 0.802
5.CAD | 24.18 220,80 | 358.75 | 550.16 |0 0.483 0,727 0,768 0,692 0,613 0,749 0,774 0.833
6.VS 450.7 202,13 | 82535 | 35098 | 42698 |0 0.600 0.602 0.579 0.561 0.742 0.699 0.755
7.JUA 428,35 689,31 | 336,35 | 984.03 | 47258 | 81840 |0 0,682 0,668 0.613 0,663 0,609 0,710
8.ENS 771,29 678.9 1043.12 | 731,99 | 738.54 | 399.84 | &99.78 |0 0.658 0,714 0,749 0,773 0,773
9.CRU | 485.57 2922 809,59 | 29534 | 47053 | 37.16 83198 | 426.68 |0 0,617 0.663 0,724 0,772
10.MON | 1098 121018 | 1160,5 | 1386.56 | 109647 | 1069.71 | 773,74 | 835,13 | 109684 | 0 0,670 0,590 0,734
11.LOM | 5206 732,86 | 52124 | 1009.62 | 505.35 | 779.69 | 14624 | 813.89 | 816,86 | 62252 |0 0,560 0,740
12.PS 606.8 789,47 | 691,52 | 1057.49 | 588.58 | 767.58 | 316.32 | 727.85 | 823,19 | 46167 | 16991 |0 0,670
13.GUE | 9L.72 162.4 420,65 | s02,02 | 77 348,83 | 517.67 | 682.12 | 407.83 | 1049.39 | 567.67 | 63145 |0
I
15 Wios
Mazan
4 452|_iﬁmra
38|—Lomiias
38 L Palo
9 Cu
Juarez
2 Montecario
Cruz
20 54 Valle
Cadillal
2 Vila
‘0005 g

Figura 3.21: Fenogramas basados en de Entre las poblaciones de Drosophila buzzatii, obtenido mediante los
método de Neigbour Joining.
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Segun el andlisis de estructura poblacional realizado con el método de inferencia
bayesiana mediante el programa STRUCTURE, se puede ver que las poblaciones de
Drosophila buzzatii, presentan una muy leve o nula estructuracién poblacional. Se llevaron
adelante 6 corridas independientes para cada valor de k (k varié entre 1 a 13). La distribucion
que mejor se ajusta a los datos segun la probabilidad a posteriori Logn fue con k = 13 y por lo
tanto son los Unicos resultados que se muestran. En la Tabla 3.22 se observa la probabilidad de
pertenencia de los individuos de una determinada poblacion a un cluster dados los datos
genotipicos multilocus. En este caso se puede observar que la probabilidad mas alta fue del 80%
(es el caso de las poblaciones de Guemes y Montecarlo que parecen las mejor definidas).
Mientras que para los otros casos las probabilidades de asignacién fueron muy bajas, entre 30
y 40% (Tabla 3.22). Esto implica que la probabilidad de asignacion de los individuos a una
poblacion particular es muy baja, lo que sugiere una estructuracién poblacional muy débil. Se
puede evidenciar esto mismo graficamente en las Figuras 3.8 y 3.9 que ilustran la falta de una
estructuracion poblacional marcada en D. buzzatii. En la Figura 3.8 se observa que la mayor
parte de las columnas, que representan a cada uno de los individuos muestreados (genotipos
multilocus) no presentan un color preponderante, por tanto estos individuos tendrian una
asignacion ambigua o no Univoca a un cluster genético. Esto es un claro indicio de que no se
puede asignar Univocamente a los individuos a cada cluster, y por tanto de una falta de
estructuracion marcada o una estructuracion leve. Esto mismo puede observarse en Ja Fig. 3.9
en este grafico (como se ha descripto en la seccién anterior) en cada vértice de gadla trian
estan los clusters génicos, se muestran sélo 4 gréficos representativos de los resultados
obtenidos. En los mismos se puede observar que la mayoria de los puntos de colores (que
representan cada individuo) no se ubican agrupados en las cercanias de un vértice, sino que en
alguno de los casos se ubican a lo largo de los lados del triangulo, incluso dispersos por el

mismo, representando la escasa estructuracién poblacional.
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Tabla 3.22 Proporcién de miembros de cada poblacion predefinida en cada losd 8leluster (grupos).

Drosophilabuzzatii
Cluster inferidos

Poblacién | 1 % 3 4 5 6 7 8 g 10 11 12 13 N7

Ind.
1.VIP 0.010 [ 0,021 [ o008 [ 0,749 | 0010 | 0.019 [ 0,024 | 0,031 | 0,008 [ 0,018 | 0,010 | 0.051 [ 0042 | 12
2MZ 0,021 | 0,083 [ 0014 [ 0100 | 0,017 [ 0033 [ 0,155 0256 | 0011 | 0,026 | 0,021 | 0,187 [ 0,065 | 12
3TIL 0.104 | 0011 [ 0005 [ 0042 | 0010 [ 0016 | 0,334 [ 0272 [ 0.004 | 0,029 | 0,028 | 0126 [ 0.015 | 12
4 VEB 0214 [ 0018 [ 0017 [0.119 | 0008 | 0392 [ 0022 | 0085 | 0,016 [ 0,024 | 0016 | 0,037 [ 0037 | 12
5.CAD 0.104 | 0,008 | 0007 [ 0008 | 0,006 [ 0,663 [ 0010 0,063 0014 ] 0,010 0060 [ 0027 [0015 |12
6.VS 0,323 | 0018 [ 0060 | 0008 | 0,011 [0338 [ 0,013 [ 0081 [ 0044 | 0,015 | 0,040 [ 0021 [ 0025 | 12
7. JUA 0.022 [ 0039 [ 0009 [0049 | 0028 [ 0021 [ 0,029 | 0078 | 0.008 | 0,614 | 0,000 | 0.064 [ 0031 | 12
§.ENS 0,009 | 0,007 | 0,884 | 0,007 | 0,006 [ 0006 | 00000013 0017]0006] 0012 00200020712
ocrRUZ | 0041 | 0017 0032 [ 0019 [o0,008 [ 0025 [ 0010 [ 0.019 [ 0,701 | 0,025 | 0,051 [ 0030 [ 0041 | 12
10MON | 0,024 [ 0,013 [ 0,007 [ 0011 [0009 | 0009 | 001300190019 [ 0012] 0830 [ 0015001912
11LoM | 0024 [ 0,149 | 0008 | 0,012 | 0,008 [ 0,008 [ 0,021 [ 0,042 | 0,022 [ 0,011 [ 0260 | 0,011 [ 0,427 [ 12
12PS 0010 | 0,758 | 0.006 | 0,091 | 0,024 [ 0011 [ 0,000 [ 0.016 [ 0007 | 0,012 | 0,012 [ 0022 [ 0022 | 12
13.GUE 0.008 | 0,025 | 0,007 | 0,010 | 0,864 | 0,006 | 0,010 | 0.006 | 0,007 | 0,017 | 0,017 | 0.007 | 0,017 | 12

Figura 3.8 Esquema de los resultados de la prueba de asignacidon bayesiana indibignédos por
STRUCTURE para la estimacion de la estructura poblacional para Drosophila bGzmdgicolumna representa
un individuo (su genotipo multilocus), cada color representa ladus®rs genéticos (k=13) y la altura de cada
color (en cada individuo) representa la probabilidad con la que el individuim resignado a determinado grupo
génico. Los individuos que no representan un color preponderanterifaag) son considerados como individuos
de asignacion ambigua al cluster génico particular. Lo que significa querebtéduios presentan un genotipo
fraccionado en los 13 grupos génicos asignados, segun la cantidzmlatiomes muestreadas.
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Figura 3.9: Representacion grafica de la estructuracion poblacional en Drosophila b&zdds. ejemplos se
muestran graficamente la asignacion de los individuos en 3 clusters ge(d#itos 13 simulados), los puntos
son genotipos individuales. Se observa como los puntos de colores (indjvigh se concentran en los vértices si
no que lo hacen sobre los lados del triangulo, evidenciando el origendwifos individuos tal como se vio en la

tabla de asignacién de probabilidades a los clusters.

All others Al others

Cluster 7 Cluster ¢ Cluster 5 Cluster 9

Al others Al others

Cluster 1 Cluster 5 Chuster 1 Cluster 3
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3.4 Discusion

Para estudiar poblaciones naturales de Drosophila koepfebaebuzzatii, en la primera
seccion de este capitulo se identificaron, caracterizaron y se evaluaron 9 marcadores
moleculares de alta resolucion y altamente polimorficos, cuyos productos de amplificacion son
tanto confiables como reproducibles, De estos 9 marcadores 5 fueron aislados a partir de ADN
genomico de D. koepferae y 4 de D. buzzatii, sin embargo, el grado de variabilidad de cada
microsatélite en ambas especies no parece depender de su origen. Para ambas especies la
variabilidad genética evaluada mediante la heterocigosis esperada no vari6 de modo
estadisticamente significativo entre las localidades.

Comenzaremos analizando de manera comparativa los patrones de variacion entre
ambas especies. Globalmente se observé que Drosophila koepferae es mas variable, tiene
mayor cantidad de alelos por locus que su especie gemela D. buzzatii. Un patrén de variabilidad
molecular similar se encontré para el nimero total de sitios segregantes tanto a nivel de la
variacion en la secuencia del gen mitocondrial COI (Ver capitulo 2) celrpenchuclear aEst5
(Piccinali et al. 2007). En el caso de este ultimo gen, D. koepferae exhibié mayor cantidad de
sitios polimorficos tanto a nivel de sitios sinbnimos como no codificantes. En cambio, D.
buzzatii resulté ser mas variable a nivel de los sitios no sinénimos (Piccinali et al 2007).
Asimismo, los patmes descriptos para COI y aEst5 son muy diferentes a lo observado en el
gen nuclear xantin dehidrogenasa (Xdh) para el cual D. buzzatii mostroé niveles de polimorfismo
que duplicaban a los de D. koepferae para todos los tipos de variacién analizados (Piccinali et
al. 2004). No obstante, es importante aclarar en este caso que las diferencias en los niveles de
variacion encontrados entre especies podrian ser consecuencia del ambiente recombinacional
en que se encuentra Xdh en cada una de las especies. En efecto, Xdh esta muy alejado de los
segmentos implicados en los polimorfismos de inversion en D. buzzatii, en tanto que en D.
koepferae esta incluido en los segmentos reordenados por la mayoria de los eventos de inversion
(Piccinali et al. 2007) que han dado lugar a un rico polimorfismo cromosémico (Fontdevila et
al. 1988). En este sentido, es importante remarcar que se sabe que existe una correlacion
positiva entre la tasa de recombinacion y los niveles de variabilidad. Ademas, se ha demostrado
desde el punto de vista teorico y experimental que las inversiones paracéntricas reducen (sin
llegar a suprimirla) la recombinacion en los segmentos reordenados y que la tasa de

recombinacién se reduce desde el centro de la inversién hacia las vecindades de los puntos de



rotura (ver Hasson y Eanes, 1996, Navarro et al. 2000; Gémez y Hasson 2003, Laayouni et al.
2003).

Una posible explicacion de los diferentes niveles de variacion entre estas especies esta
relacionada con diferencias en su demografia histérica, lo que supone que el tamafo efectivo
poblacional histérico de Drosophila koepferae habria sido mayor que el de D. buzzatii (Gémez
y Hasson 2003, Piccinali et al. 2007). Esta consideracion se basa en la prediccion de la Teoria
Neutralista (TN) que establece que en una poblacién en equilibrio el valor del parametro
mutacional e (4Nep), que es proporcional a la heterocigosis media poblacional, depende del
tamafio efectivo de la poblacién y de la tasa de mutacion neutra. Suponiendo que no hay
diferencias en la tasa de mutacion entre D. koepferae y D. buzzatii (Moriyama y Hartl 1993,
Piccinali et al. 2004), las diferencias en los niveles de variacion nucleotidica entre especies
saian el resultado de diferencias en el tamafo efectivo poblacional histérico (Piccinali et al
2004).

El desvio de los marcadores (6 de los 9) respecto de las frecuencias esperadas bajo EHW
en Drosophila koepferae descarta la posibilidad de que se deba a un efecto aleatorio de un locus
en particular. En los loci p11k, p10k, p9k y p2k el desvio se debi6 a un exceso de heterocigotas.
De las 45 pruebas realizadas se encontraron desviaciones estadisticamente significativas
respecto del EHW en 9. Luego de aplicar la correccion de Bonferroni para comparaciones
multiples siguieron siendo estadisticamente significativas 6. Estas comparaciones fueron, en
todos los casos, significativas s6lo para una de las 5 poblaciones. Dado que las pruebas de
bondad de ajuste a EHW no muestran un patrén sistematico para algun(o) locus (i) o
poblacién(es) es posible no rechazar la hip6tesis del apareamiento panmictico en las
poblaciones. Algo similar se vio en D. buzzatii en la que, también, se descarta que los desvios
respecto del EHW sean locus-especifico. En este caso se observdé una deficiencia de
heterocigotas en 17 de las 117 comparaciones realizadas.

En Drosophila buzzatii, la diferenciacion entre poblaciones dio cuenta del 9% de la
variacion total, sin embargo, el patron de variacion observado no parece estar relacionado ni
con las distancias geogréaficas (Test de Mantel r= 0,04, p=0,32), ni con las regiones
fitogeogréaficas en las que se encuentran las poblaciones estudiadas (AMOVA Va=0,02164,
p=0,16325). Es mas, los agrupamientos observados en los arboles de poblaciones obtenidos
usando los algoritmos de agrupamiento NJ y UPGMA no muestran ningun patron especifico

acorde con el analisis de la varianza molecular y el test de correlacion digt@rleia genética
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y la distancia geografica. Estos resultados concuerdan con los resultados de estudios previos
con otros marcadores moleculares en los cuales no se ha observado un patrén de estructuracion
geografico claro en D. buzzatii en el territorio argentino (Rossi et al. 1996, Piccinali et al. 2004,
2007). Asimismo, el analisis bayesiano de estructutacion poblacional revel6 una leve a nula
estructuracion genético poblacional en D. buzzatii, como lo indica la baja correspondencia entre
las poblaciones y los clusters inferidos que no supero el 80% y fue globalmente menor al 50%.
En contraste, en D. koepferae, si bien no se encontr6 un patron de variacion geografico
correlacionado con las distancias geograficas (test de Mantel r= 0,059, p=0,31), si se detectaron
diferencias estadisticamente significativas entre las poblaciones en el AMOVA, cuyos
resultados son altamente concordantes con el andlisis bayesiano. Este mostré que cada una de
las poblaciones se ajusta con una probabilidad mayor al 89% a los 5 clusters definidos.
Asimismo, los arboles de las poblaciones obtenidos con el método NJ concuerdan en agrupar a
las localidades en lo que serian dos clusters con buen soporte estadistico, uno que incluye a
Brealito y Ruinas de Quilmes y el otro a Miranda, Valle Fértil y Suyuque. Los resultados
obtenidos, en este caso, concuerdan en algunos aspectos con los de estudios previos utilizando
otros marcadores nucleares (Piccinali et al. 2004 y 2007). En efecto, los estudios de los patrones
de variabilidad nucleotidica utilizando los genes X&anfin deshidrogenasa) y oEst5

(Piccinali et al. 2004, 2007), muestran patrones de estructuracion poblacional concordantes con
las Regiones Fitogeogréficas de Argentina en D. koepferae. Estas diferencias podrian estar
relacionadas con las caracteristicas ecoldgicas y la distribucién historica de las cactaceas a los

gue cada especie se encuentra asociada en la naturaleza (ver capitulo 4, Discusion General).
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3.5 Conclusiones

e Tanto para Drosophila koepferae como para D. buzzatti se presentan 9 loci de
microsatélites hipervariables (K-76, B-63, B-55, K-60, B-65, K-75, B-60, K-66, K-72

gue amplifican en ambas especies con la misma eficiencia.

e Drosophila koepferae tiene mayor variacion molecular que D. buzzatii, con una mayor
cantidad de alelos por loci de microsatélites.

e Drosophila koepferae muestra patrones de estructuracion poblacional.

e Drosophila buzzatii no muestra patrones de estructuracion poblacional estadisticamente
significativos.
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CAPITULO

» Discusion general

En este trabajo hemos descripto y analizado la variabilidad genética y la estructura genético
poblacional en Drosophila koepferaB. buzzatii, dos especies cactofilas que habitan las zonas
aridas y semiéridas de la Argentina. En los capitulos precedentes analizamos los resultados del
andlisis de los haplotipos detCOI (Capitulo 2) y de los haplotipos determinados por nueve
microsatélites especificos (Capitulo 3). A continuacién a modo de organizar la informacion
comenzamos discutiendo la variabilidad molecular y seguidamente la estructura poblacional de
ambas especies, teniendo en cuenta ambos marcadores y los estudios previos a los cuales, en

general, hemos hecho referencia en capitulos precedentes.

Los patrones de variacion genética

El patrén de variacion genética entre y dentro de poblaciones de una especie esta fuertemente
influenciado por su historia filogeografica. Los andlisis basados en marcadores moleculares
(que suponemos) neutrales nos brindan informacion que permite inferir eventos demograficos
ocurridos en el pasado, como expansiones o colonizaciones. Por otro lado, como las relaciones
filogeograficas inter e intraespecificas pueden depender del marcador estudiado, las historias
evolutivas inferidas a partir de cada marcador molecular y/o gen pueden discrepar, dependiendo
del modo de transmisién y la historia evolutiva del marcador genético elegido (Tajima 1983,
Petit y Excoffier 2009). Para analizar los patrones de variacion genética, las seclesAbidk

son un excelente instrumento, puesto que permiten estudiar la demografia histérica de las
poblaciones (Harpending 1994). Los eventos demograficos como expansiones o retracciones
poblacionales dejan huellas en la distribucion de las frecuencias alélicas de una poblacion. Esto
se debe a que una disminucion del tamafio poblacional coali@va pérdida de diversidad
genética, en tanto que si hay una expansion poblacional se conservan alelos que de otro modo
se hubieran perdido. La inferencia de cambios en el tamafio efectivo de las poblaciones puede

realizarse utilizando las variantes o haplotipos del ADN mitocondrial, dado que estas registran
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la historia matrilineal de eventos mutacionales (suponiendo ausencia de heteroplasmia). Por su
parte, el andlisis de los microsatélites brinda informacion sobre el genoma nuclear, dado que
tienen un alto grado de polimorfismo y son codominantes. Tedricamente el tamafo efectivo es
diferente entre ambos marcadores, ya que en organismos diploides cada individuo porta una
variante mitocondrial y 2 alelos por locus microsatélite. Frente a estas particularidades ambos
tipos de marcadores nos permiten inferir la historia evolutiva de las poblaciones ya que la deriva
y los eventos demograficos podrian afectar diferencialmente la variacion a nivel deit&DN

de loci nucleares (Goldstein et al.1999, Avise 2009). Es por esto que al interrogante inicial de
la tesis sobre la evolucion de las poblaciones en el tiempo se lo abordé metodolégicamente
describiendo y analizando la variabilidad intra e interpoblacional en la secuencia de un
fragmento del gen COI y de los haplotipos conformados por un conjunto de marcadores
moleculares de alta resolucion (microsatélites) especificos para estas especies. En este trabajo
utilizamos como unidad de estudio los haplotipos (ya sean del fragmemitCQg o del
conjunto de los microsatélites) de los individuos (muestreados por poblacion y especie).

Con respecto a la variacion molecular nos preguntamos: ¢ Drosophila kogpierae
buzzatii tienen el mismo nivel de variacion molecular? ¢ Si no fuera asi, cual es mas variable?
Nuestros resultados dan respuesta a estas dos preguntas. En relacion a la primera: las
poblaciones de D. koepferae son mas variables que las de D. buzzatii. En cuanto a la variacion
molecular del fragmento secuenciado€Ol se encontré que D. koepferae es dos veces mas
variable que D. buzzatii (ver Discusion Capitulo 2). Una variacién similar se encontr6 al
analizar los datos aportados por los microsatélites, se encontraron entre 16 y 40 alelos por locus
en D. koepferae y entre 4 y 17 en D. buzzatii (ver Discusion Capitulo 3). Los nuevos datos
aportados en esta tesis indican que a nivel nuclear (microsatélites) y a nivel del ADN
mitocondrial MtCOI) D. koepferae es mas variable genéticamente que su especie gemela. Esta
diferencia en la variabilidad genética observada podria ser el resultado de la historia
demografica particular que ha tenido cada una de estas especies, es decir que los tamafios
efectivos poblacionales historicos podrian haber sido diferentes. Una de las predicciones de la
teoria neutralista es que en una poblacion en equilibrio la heterocigosis media de la poblacion
es proporcional al tamafio efectivo (Ne) y la tasa de mutacion neutra (1), es dexiseue
espera sea igual a 4Nep. Si aceptamos que la tasa de mutacion es la misma en ambas especies,
lo cual es valido en otras especies de Drosophila (Moriyama y Hartl 1993), entonces las

diferencias en los niveles de variabilidad podrian explicarse en base a diferencias en el tamafio
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efectivo poblacional histérico (Ne). En este contexto, el Ne de D. buzzatii habria sido
histéricamente mas bajo que en D. koepferae. Esta explicacion es coherente con la evidencia
obtenida en este trabajo que sugiere que D. bumraestaria en equilibrio deriva-mutacion ya

gue habria atravesado una reciente expansion demografica.

Estudios previos con otros marcadores moleculares y otras poblaciones de las mismas
dos especies concuerdan parcialmente con nuestros resultados que apuntan a que Drosophila
koepferae es genéticamente mas variable que D. buzzatii. Por ejemplo, para genes nucleares se
observo que D. koepferae es mas variable que D. buzzatii para los sitios sinénimos de los genes
Xdhy Est5, en tanto que D. koepferae es menos variable que D. buzzatii a nivel de los sitios no

sindnimos de este gen (Piccinali et al. 2004, 2007).

Las especies estudiadas tienen diferentes patrones
de estructuracion poblacional.

La variabilidad molecular y el tamafio efectivo historico de las especies se relacionan con la
estructura poblacional observada en la actualidad. La informacién aportada por el andlisis de
mtCOl sugiere un cierto grado de estructuracion genético-poblaeioDabsophila koepferae.

A su vez, los datos aportados por los microsatélites apuntan a una estructuracion mas marcada.
En general, nuestros resultados muestran que las poblaciones de D. koepferae estan
genéticamente diferenciadas y que el patron de estructuracion no esta correlacionado con la
distancia geografica (medida en kilometros lineales) entre localidades.

En cuanto a Drosophila buzzatii nuestros resultados indican que las poblaciones no
estan genéticamente estructuradas. El andlisis de la distribucién de la variacion a nivel de las
secuencias dstCOIl muestra la falta de estructuracion, mientras que el andlisis de variacién
bayesiano a nivel de marcadores nucleares (empleando microsatélites) detectdé casi nula
estructuracion. Las poblaciones de D. buzzatii muestreadas se encuentran distribuidas en el
norte y el noreste argentino, separadas por distancias que van desde 25 a 1200 km (Ver Capitulo
2). Incluso las poblaciones mas distantes comparten el haplotipo mayoritarid@g que se
encuentra en alta frecuencia (ver Capitulo 2). Estos resultados sugieren que el mayt® rango
distancias (1200 km lineales) no parece ser suficiente para limitar el flujo génico en esta especie.
En cambio, estudios en poblaciones brasileras de D. buzzatii, que habitan el dominio de

Caatinga, basados en la caracterizacion del gen mitocondrial COI detectaron una leve
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estructuracion genética (Santos et al. 2011). Las poblaciones brasileras parecen ser poblaciones
derivadas mas recientes, dado que la evidencia mas sélida apunta a que el centro de origen de
D. buzzatii la region biogeogréfica del Chaco (ver Capitulo 1). Para obtener mayor informacion
hubiera sido 6ptimo contar con las secuencias de las poblaciones de D. buzzatii en la region de
Brasil para incluirlas en un analisis global de estructuracion poblacional. No obstante nuestros
esfuerzos, los investigadores que las obtuvieron no sélo no nos las facilitaron, sino que tampoco
las enviaron a los bancos de secuencias de ADN donde dicho informacion podria estar
disponible para el publico (GenBank). Esperamos que proOximamente se puedan realizar
trabajos cooperativos con el fin de aumentar el conocimiento y corroborar una vez mas la
validez de nuestros resultados.

La ausencia de estructura genético poblacional observada en este trabajo en Drosophila
buzzatii esta en franca contradiccion con la fuerte estructuracion geografica observatla para
polimorfismo cromosémico (Hasson et al. 1995, Rodriguez et al. 2000). En efecto, las
frecuencias de las variantes en el ordenamiento de genes producidas por inversiones
cromosomicas se correlacionan con diferentes variables geograficas, como latitud, longitud y
altitud y con variables climaticas, como la temperatura, la presion, la humedad y las
precipitaciones. A su vez, se encontraron patrones de variacion clinal del polimorfismo
cromosomico convergentes y paralelos entre las areas de distribucién original (Argentina) y de
colonizacion reciente (Australia) lo cual sugiere su origen selectivo (Ruiz et al. 1982, Hasson
et al. 1995, Rodriguez 2000). Asimismo, los estudios en poblaciones naturales han mostrado
que el mantenimiento del polimorfismo de las inversiones esta correlacionado con
caracteristicas de los cactus hospedadores de las moscas (Fernandez lIriarte y Hasson 2000
Fernandez-Iriarte et al. 2002). Dado lo cual, nos podemos preguntar si las diferencias en los
patrones de estructuracion entre D. koepfgr®e buzzatii estan relacionadas con los cactus

hospedadores especificos, lo cual exploraremos a continuacion.

La estructura poblacional y los cactus hospedadores.

Las especies cactofidrosophila koepferag D. buzzatii tienen hospedadores (cactus) bien
definidos: la primera explota, principalmentes tejidos necroticos de cactus columnares
como Trichocereus tercheskii (cardén) como recurso de cria, en tanto que la segunda utiliza,
primariamente, los tejidos en descomposicion de tunas como Opuntia sulphurea, aunque es

importante recordar que el recurso principal de una es el alternativo de la otra.
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Tedricamente se predice que las especies que explotan recursos que tienen distribucion
discontinua experimentan mayores restricciones al flujo génico que aquéllas que usan recursos
con distribucion mas homogénea y continua (Shoemaker y Jaenike 1997, Pfeiler y Markow
2001). Esto podria subyacer a las diferencias en la distribucion, y por tanto en la capacidad de
dispersion de ambas especiBsdriamos suponer, dado el rango mayor de distribucién de
Drosophila buzzatii con respecto a D. koepferae, que la primera tiene una mayor vagilidad o
capacidad dispersiva, lo cual esta relacionado con la distribucion de los cactus hospedadores.
Si consideramos que una de las diferencias en cuanto a la estructura genético poblacional de
estas especies estd dada por su acople a la distribucion de sus hospedadores, es menester
interrogarse sobre la distribucion diferencial de los cactus en la actualidad y la histaria de
misma.

La distribucién diferencial entre cactus hospedadores puede ser el resultado de diversos
factores, tales como sus estrategias reproductivas, caracteristicas biologicas y habilidad para
colonizar nuevos habitats (Hasson et al. 1988)particular, las tunas (hombre genérico que
reciben las cactaceas del género Opuntia) tienen la capacidad de reproducirse vegetativa
lo cual posibilita la colonizacion de nuevos ambientes y la expansién de su distribuciéon de
modo més rapido que la de cactus columnares. Esto hace que las tunas y los cactus columnares
se diferencien en sus patrones de distribucién geogréafica, en relacion a su predictibilidad
espacial y temporal, que son aspectos fundamentales para el ciclo de vida de las moscas (Fanara
et al. 1999)Es decir, las tunas son un recurso mas abundante, aunque a su vez dado el menor
tamafio de sus cladodios (tallos modificados) son mas efimeros que los colufhemsss,
los sustratos de tunas se descomponen con mas rapidez y se secan antes que los de los
columnares, de manera que estos ultimos se vuelven un recurso temporalmente mas estable en
el que las moscas pueden reproducirse y criarse por varias generaciones, contrariamente a las
tunas cuyos sustratos pueden soportar muy pocas generaciones de moscas (Hasson et al. 1992).

Nuestros resultados concuerdan con la prediccion. Por un lado, Drosophila koepferae
principalmente, asociada a cactus columnares que se caracterizan por una distribucion
discontinua que los hace poco predecibles para la oviposicidén, pero predecibles para el
desarrollo de las larvas por su larga duracion, muestra un cierto grado de estructuracién genétic
(Heed y Morgan 1986, Hasson et al. 1992, Etges 1993, Fanara et al. 1999, Fanara y Hasson
2001, Fernandez Iriarte et al. 2002). Por otro lado, la falta de estructuracion poblacional en D.

buzzatii es coherente con las caracteristicas del tipo de planta hospedadora que explota,
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preferencialmente, en la naturaleza, las tunas del género Opuntia (O. quimilo, O. vulgaris, O.
sulphurea). En efecto, el uso de un hospedador que se caracteriza por una distribucion mas
continua (debido a su capacidad de reproducirse vegetativamente) que lo hace espacialmente
predecible pero que son temporalmente poco predecibles (efimeros) debido al menor tamafio
de sus cladodios y menor duracidon como sustratos para las moscas, podria explicar la falta de
estructuracion poblacional en D. buzzatii.

Un trabajo reciente en un sistema paralelo (mosca-cactus hospedador) en el norte de
Ameérica encontré que no hay estructuracién genético-poblacional en Drosophila mojavensis ni
en D. mettleri) en las areas donde usan como hospedadores a tunas y que habitan la regién de
Baja California (Polihronakis Richmond et al. 2013).

La relacion de los mecanismos de detoxificacion con la distribucion
de las moscas en funcién de los hospedadores.

Como hemos descripto en el primer capitulo, tanto Drosophila buzzatii como D. koepferae
utilizan tejidos necroticos de cactus como sitio de ovoposicion, de reproduccion y de desarrollo
de larvas donde éstas se alimentan. Las larvas se alimentan de la flora microbiana que habita
los tejidos necroticos (en putrefaccion) de los cactus, y este micro-habitat al que las droséfilas
cactéfilas estan adaptadas, es potencialmente tdéxico para otras especies de Drosophila. En
general las interacciones insecto-planta hospedadora estdn asociadas a adaptaciones
especificas, como mecanismos especializados de detoxificacién de aleloquimicos. Esto permite
a los insectos (como es el caso de las moscas cactdéfilas) alimentarse sobre plantas cuyos
metabolitos secundarios son potencialmente dafninos (Krieger et al. 1971, Karban y Agrawal
2002, Li et al. 2007, Matsuki et al. 2011). La asociacion de Drosophila con los cactus es el
resultado de la especializacién adaptativa de varios aspectos de la historia de vida, que van
desde sefales olfatorias hasta preferencia por sitios de alimentaciéon de la larva (Markow y
O’Grady 2008). Por ejemplo, Craft et al. (2010) encontraron que las tasas de alimentacion de
larvas de D. mojavensis del desierto de Sonora (América del Norte) son mas altas cuando se las
alimenta con cactus columnares que con tunas, siendo los columnares los hospedadores en
mayor abundancia y lo que prefieren estas especies en estado natural.

Las tunas y columnares como recursos troficos tienen, ademas de lo ya mencionado
otras caracteristicas que los diferencian y que a la vez son relevantes para el ciclo dawvida de

drosdfilas. Los cactus columnares cuentan con compuestos toxicos (antiherbivoria) como por
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ejemplo alcaloides y triterpenos y, por lo tanto, representan un ambiente estresante durante el
desarrollo larval; en tanto que las tunas ofrecen un ambiente quimico mas benigno y rico desde
el punto de vista nutricional que los columnares (Hasson et al. 2009, Soto et al. 2012; Corio et
al. 2010). Las tunas (Opuntioidgaelos columnares (Cactoideae) forman parte de diferentes
subfamilias de la familia de las cactaceras (Cactaceae), de modo que estan lejanamente
emparentadas desde el punto de vista filogenético (Gibson y Horak 1978, Cota y Wallace 1997
en Polihronakis Richmond et al. 2013), por tanto, las diferencias en su composicion quimica
son esperables en cuanto a presencia/ausencia de compuestos toxicos y en relaciéon a su
suficiencia nutricional como sitios de cria de las moscas (Fogleman y Danielson 2001).

Las interacciones insecto-planta hospedadora en general estdn asociadas a adaptaciones
especificas, como mecanismos de detoxificacion, esto permite a los insectos alimentarse sobre
plantas que poseen metabolitos secundarios que de otra forma le resultarian dafiinos (Karban
y Agrawal 2002, Li et al. 2007, Matsuki et al. 2011). En este sentido, existe evidencia de efectos
de detoxificacion en drosofilas del desierto que muestran cambios evolutivos en genes que
participan en los procesos de detoxificacion, como los genes nucleares Alcohol dehydrogenase
y Glutathione- S-transferase (Maztkin et al. 2008, 2012). Por lo anterior mencionado, los
cambios de hospedadores son un desafio ecolédgico significativo. Drosophila bugzatii
koepferae a pesar de que poseen la capacidad de utilizar como hospedadores tanto tunas como
columnares, ambas tienen hospedadores primarios, las tunas para D. buzzatii y los cactus

columnares para D. koepferae (ver Capitulo 1). En la siguiente seccién discutiremos al respecto.

Cambios en las plantas hospedadoras y su influencia en la distribucion de las
especies.

En un trabajo reciente, Oliveira y colaboradores (2012) presentan a Drosophila u2zatii
koepferae como especies que utilizan como plantas hospedadoras tanto a columnares como a
tunas. Sin embargo, como hemos mencionado, gracias a trabajos de nuestro grupo de
investigaciéon sabemos que hay una clara preferencia de tunas por D. buzzatii y de cactus
columnares por D. koepferae (Hasson et al. 1992, Fanara y Hasson 2001, Soto et al. 2012).
Segun Olivera y colaboradores (2012) hace aproximadamente 11.3 millones de afios el ancestro
comun entre D. buzzaty D. koepferae experimenté un cambio de hospedador hacia un
ambiente menos toxico (ver Fig. en Anexo lll), este cambio de hospedador implica un desafio

ecologico significativo (Futuyma et al 1995, Polihronakis Richmond et al 2013). Cuando D.
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koepferae se constituyd como especie hace aproximadamente 2.5 a 4.6 millones de afios
(Gbmez y Hasson, 2003, Oliveira et al. 2012) tenia la capacidad de elegir entre dos
hospedadores bioguimicamente muy diferentes como ser tunas y cactus columnares, y
actualmente esta especie tiene preferencia por los columnares. Esta especializacion (o
preferencia) de D. koepferae hacia los columnares, habria impuesto una restriccion al flujo
génico, lo cual habria sido un determinante relevante en el rango de distribucion restringido de
esta especie al noroeste de la Argentina y sur de Bolivia (Fontdevila et al 1988). Un
razonamiento analogo han realizado Polihronakis Richmond y colaboradores (2013) para
explicar por qué la cactoéfila D. nigrospiracula no amplié su rango de distribuciéon mas alla de
donde se encuentra su cactus hospedador en el area de Baja California.

Factores que pudieron haber influenciado en la distribucion de las cactaceas.

Dado que los cactus hospedadores de las cactéfilas han influenciado la distribucién de las
moscas, nos podemos preguntar sobre qué factores podrian haber influenciado a su vez en la
distribucion de los cactus. Se sabe que fendmenos paleocliméaticos influyeron fuertemente en la
distribuciéon y composicién de toda la paleovegetacion a lo largo del continente sudamericano
(Ab'Saber 1977; Colinvaux et al. 1996; Bennett 2000, Haberle y Lumley 2000, Betancourt et
al. 2000), y es muy probable que hayan tenido también influencia (posiblemente de diferente
modo) sobre la distribucion los cactus columnares y las tunas (Betancourt et al. 2000, Bennett
et al. 2000, Baker et al. 2001). Una evidencia concreta de este efecto proviene del Desierto de
Atacama en Chile, cerca de la Prepuna Argentina. Estudios de macrofésiles realizados en la
cuenca del Salar de Atacama, revelaron la presencia de restos de Trichocereus sp. de unos
10000 a 16000 afios de antigiiedad, a pesar de que hoy este género no se encuentra en la cuenca
(Betancourt et al. 2000). De esta manera, expansiones y contracciones diferenciales en la
distribucion de los cactus hospedadores habrian sido determinantes en la distribucion de las
poblaciones en la naturaleza, y por tanto en la estructuracion genético poblacional actual de
Drosophila koepferag D. buzzatii. Esta idea es consistente con los resultados de un analisis
cladistico anidado que se realizé en las especies D. serido, D.seriema, D. antonietae
D.gouveai (De Brito et al. 2002) que estan cercanmente emparentadas con D. yilzzatii
koepferae (Manfrin y Sene 2006, Hasson et al. 2009). En este estudio los autores proponen que

las alteraciones en la distribuciéon de los cactus durante el Periodo Cuaternario habrian tenido
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un fuerte impacto sobre los patrones de distribucion y diferenciacion de estas especies en Brasil.
La dispersion y la vagilidad son importantes factores que moldean los patrones fitogeogréficos
de las especies (Smith y Farrell 2006, Kodandaramaiah 2009, Pfeiler y Markow 2011).

La estructura poblacional de las especies esta moldeada por la importancia relativa de
diferentes factores, como la deriva genética, el flujo génico y la seleccion (Slatkin 1989),
factores histéricos como la vicarianza y la colonizaciéon (Hewitt et al. 1994), lo cual a su vez
esta intimamente asociado con los hospedadores particulares de cada especie. En este sentido
seria interesante, a futuro, realizar al menos dos estudios. Uno de andlisis de distribucion de
los cactus hospedadores, y otro de correlacion con otras variables climaticas, ya sea latitud o
humedad para ver si esta estructuracion poblacional encontrada en Drosophila koepferae esta
vinculada con alguna de ellas, y poder postular algin mecanismo involucrado en la disposicion
espacial de esta especie. Este analisis de microvarianza, podria ser fundamental para evaluar
las relaciones ecoldgica-evolutivas entre las moscas cactofilas, y el micro-habitat necrético que
habitan, en los desiertos en general y en particular en el noroeste argentino.

Estudios relacionados con otras cactofilas.

En relacion a otros estudios de estructura poblacional en otras moscas cactofilas, podemos hacer
referencia a Drosophila nigrospiracyl®. mettleri ambas viven en Baja California (América

del Norte) y tienen la capacidad de usar una amplia variedad de cactus hospé¢Beationes

et al. 1972, Breitmyer et al. 1998, Markow et al. 2002, Pfeiler y Markow 2011). A pesar de
compartir su area de distribucién no compiten directamente por los recursos puesto que D.
nigrospiracula se cria en los tejidos necroéticos de los cactus y D. mettleri lo hace en el suelo
anegado que contiene el exudado de los tejidos en descomposicion del mismo cactus. Ambas
especies tienen una gran capacidad dispersiva (Johnston y Heed 1979, Markow et al. 2000,
Pfeiler y Markow 2011), y una falta de estructuracion genética con respecto aaalgzan

ADN mitocondrial (Pfeiler y Markow 2011). La falta de estructura poblacional de D. buzzatii
podria ser analoga a este caso, esta especie tiene una alta capacidad de dispersion, y si bien
como se ha sefialado tiene preferencia por tunas, puede utilizar otros cactus hospedadores. A
diferencia de D. nigrospiraculaD. mettleri, las especies estudiadas en esta tesis (D. buzzatii

y D. koepferae) pueden potencialmente competir por el recurso, puesto que las dos se alimentan

directamente del tejido necrotico de los cactus (ambas conservan la capacidad, mas alla de sus
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preferencias, de utilizar como hospedadores tanto tunas como columnares) y de la fauna

microbiana (hongos y bacterias) que alli habita.

Interpretaciones tedricas de los patrones de estructuracion de ambas especies.

Tedricamente, para Drosophila koepferae la estructuracion poblacional encontrada podria
explicarse con modelo de islas de flujo génico entre multiples demos, donde cada demo
(poblacion) contribuye con gametos al pool génico comun (Templeton 2006). Este modelo
supone que una poblacion ancestral se fragmento en islotes locales de modo de que habria una
pequefia correlacion entre la distancia geografica y el aislamiento (Templeton 2006). Si bien en
nuestro estudio no se encontrd correlacion entre la distancia geografica y la estructuracion, no
podemos descartar que futuros estudios (por ejemplo de microvarianza) encuentren una

asociaciacion entre ambas variables.

Tedricamente la falta estructuracién de Drosophila buzzatii puede deberse a dos factores
principales, una como hemos mencionado, al tratarse de una especie que ha atravesado una
expansion reciente, puede que aun no haya tenido tiempo suficiente para alcanzar una condicion
de equilibrio deriva-mutacion. Si las condiciones ambientales se mantuvieran como las
actuales, es tedricamente esperable que esta especie alcance este equilibrio. Otro factor podria
ser que dado que es una especie con gran capacidad dispersiva, que a su vez tiene como
hospedador primario las tunas, el flujo génico entre poblaciones no se vea interrumpido como

para que la especie presente rasgos de diferenciacion genética.
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Conclusiones finales

e Drosophila koepferae tiene mayor variacion molecular que D. buzzatii tanto para el gen
mitocondrial COI, como para 9 microsiéteés especificos de ubicacion genémica.

e Drosophila koepferag D. buzzatii muestran diferencias en la variabilidad molecular
relacionadas con la historia demografica de ambas.

e EnDrosophila koepferae los patrones observados de variacion molecular coinciden con
lo esperado en poblaciones antiguas bajo un equilibro deriva -mutacion.

e En Drosophila buzzatii los patrones observados de variacion molecular se desvian
respecto del modelo deriva- mutacion, lo cual se explicaria por eventos demograficos,
tal como una expansion poblacional. Las causas de esta expansion estarian asociadas
con la alteracion en la distribucion de las especies de cactus sobre las cuales esta especie
se alimenta y se cria

e Drosophila koepferae esta estructurada genéticamente tanto para el gen mitocondrial
COI como para los 9 pares de marcadores de alta resolucién que se analizaron. Esta
estructuracion genética no esta vinculada a la distancia geografica.

e Drosophila buzzatii no esté estructurada genéticamente.

e Las diferencias entre las historias demograficas de ambas especies asi como su
distribucion actual estan relacionadas con la distribucion de los cactus hospedadores

donde se alimentan y se crian.
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ANEXO

Haplotipos obtenidos en la presente tesis de un fragmento del gen COI de la
especie Drosophila koepferae

>H1 DK

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCACCCTGGAGCTTTAATTGGTGATGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTTGTAATAATT TTTTTTATAGTAATACCAATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTGG
AAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCCCTCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTAGGAGCAGTAAATT
TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGATCGAATACCTTT ATTTGTCTGATCAGTTGTAATTACTGCTTTATTACTTCTTTTATCTTTACCTGTITTAGCAGGAGCTATTACTATACT
TTTAACTGATC

>H2 DK

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCACCCTGGAGCTTTAATTGGTGATGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTTGTAATAATT TTTTTTATAGTAATACCAATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTGG
AAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTRAGGGGCAGTAAATT
TTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTTATTT GTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTTTACCAGTTTTAGCCGGSCAATTACTATAC
TTTTAACTGACC

>H4 DK

TAGGAGCATCTTTAAGAATCTTAATACGTGCTGAATTAGGTCATCCCGGAGCTTCAATCGGRACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTTTTTTT ATAGTTATACCTATT
ATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCATTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGT
GGAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGTGGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTAGGGGCAGTAA
ATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTT ATTTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTTTACCAGTTTTAGCGGAGCAATTACTA
TACTTTTAACTGACC

>H5 DK

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTTATACCTATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCATTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTG

GAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTAGGGGCAGTAAA

TTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTTAT TTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTTTACCAGTTTTASCCGGAGCAATTACTAT
ACTTTTAACTGACC

>H6 DK

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCACCCTGGAGCTTTAATTGGTGATGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTAATACCAATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTGG
AAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCCCTCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTAGGAGCAGTAAATT
TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGATCGAATACCTTT ATTTGTCTGATCAGTTGTAATTACTGCTTTATTACTTCTTTTATCTTTACCTGTTTTAGCAGGAGCTATTACTATACT
TTTAACTGATC

>H7 DK

TGGGAACATCTTTAAGAGTTTTAATTCGAGCTGAATTAGGACATCCGGGAGCTTTAATCGGTAACGACCAAATTTATAACGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTTATAATTTTTTTTATAGTTATACCTATT
ATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCATTAATACTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGATTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGT
GGAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGAATTGCACATGTGGAGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTAGGGGCAGTAA
ATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTT ATTTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTCTACCAGTTTTAGCGGAGCAATTACTA
TACTTTTAACTGACC

>H8 DK

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCACCCTGGAGCTTTAATTGGTGATGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTAATACCAATTA
TAATTGGAGGGTTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTGG
AAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCCCTCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTAGGAGCAGTAAATT
TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGATCGAATACCTTT ATTTGTCTGATCAGTTGTAATTACTGCTTTATTACTTCTTTTATCTTTACCTGTITTAGCAGGAGCTATTACTATACT
TTTAACTGATC

>H9 DK

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTAATACCAATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTGG
AAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCCCTCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTAGGAGCAGTAAATT
TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGATCGAATACCTTT ATTTGTCTGATCAGTTGTAATTACTGCTTTATTACTTCTTTTATCTTTACCTGTTTTAGCAGGAGCTATTACTATACT
TTTAACTGATC

>H10 DK

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTTATACCTATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCATTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTG
GAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTAGGGGCAGTAAA
TTTTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTT ATTTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTTTACCAGTTITAGCCGGAGCAATTACTAT
ACTTTTAACTGACC

>H3 DK

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTGATGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTTGTAATAATT TTTTTTATAGTAATACCAATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTGG
AAA ATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCCCTCTATCTTCTGGTATTGCACATGGTGGICTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTRGGAGCAGTAAATT
TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGATCGAATACCTTT ATTTGTCTGATCAGTTGTAATTACTGCTTTATTACTTCTTTTATCTTTACCTGTITTAGCAGGAGCTATTACTATACT
TTTAACTGATC

>H11 DK
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TGGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTGATGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTTGTAATAATT TTTTTTATAGTAATACCAATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGAAAGTAGTATAGTG
GAAAAAGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCCCTCTATCTTCTGGTATTGCACATGGTGGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTEITTTACACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTTAGGAGGGGGGAA
ATTTTTTTCTACAGTTATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGATCGAATACCT TTATTTGTTTGATCAGTTGTAATTACTGCTTTATTACTTCTTTTATCTTTACCTGITTTAGCAGGAGCTATTACTATA
CTTTTAACTGATC

>H13 DK

TGGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTGATGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTTGTAATAATT TTTTTTATAGTAATACCAATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTGG
AAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTAGGGGCAGTAAATT
TTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTTATTT GTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTTTACCAATTTTAGCCGGACTATTACTATAC
TTTTAACTGATC

>H12 DK

TGGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTGATGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTTGTAATAATT TTTTTTATAGTAATACCAATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTGG
AAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCCCTCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTAGGAGCAGTAAATT
TTATTGCAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGATCGAATACCTTT ATTTGTTTGATCAGTTGTAATTACTGCTTTATTACTTCTTTTATCTTTACCTGTTITAGCAGGAGCTATTACTATACT
TTTAACTGATC

>H14 DK

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTGATGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTTGTAATAATT TTTTTTATAGTAATACCAATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTGG
AAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCCCTCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCCGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACGCTTAGCTGGAATTTCTTCARTTTAGGAGCATTAAATT
TTATTACAACAGTTATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGATCGAATACCTTTA TTTGTCTGATCAGTTGTAATTACTGCTTTATTACTTCTTTTATCTTTACCTGTTTTAGCAGGAGCTATTACTATACT
TTTAACTGATC

>H15 DK

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTGACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTAATACCAATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTGG
AAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCCCTCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTAGGAGCAGTAAATT
TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGATCGAATACCTTT ATTTGTCTGATCAGTTGTAATTACTGCTTTATTACTTCTTTTATCTTTACCTGTI TTAGCAGGAGCAATTACTATACT
TTTAACTGACC

>H16 DK

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTTATACCTATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTGG
AAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCCCTCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTAGGAGCAGTAAATT
TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGATCGAATACCTTT ATTTGTCTGATCAGTTGTAATTACTGCTTTATTACTTCTTTTATCTTTACCTGTTTTAGCAGGAGCAATTACTATACT
TTTAACTGACC

>H18 DK

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCACCCTGGAGCTTTAATTGGTGATGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTAATACCAATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTGG
AAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCCCTCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTAGGAGCAGTAAATT
TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGATCGAATACCTTT ATTTGTCTGATCAGTTGTAATTACTGCTTTATTACTTCTTTTATCTTTACCTGTTTTAGCAGGAGCAATTACTATACT
TTTAACTGACC

>H17 DK

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCACCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTTT TTTTATAGTAATACCAATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTGG
AAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCTCCTATCTTGGTATTGCACATGGTGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTTASGGGCAGTAAATT
TTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTTATTT GTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTTTACCAGTTTTAGCCGGASCAATTACTATAC
TTTTAACTGACC

>H19 DK

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTTATACCTATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCATTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTG

GAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTAGGGGCAGTAAA
TTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTTAT TTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTTTACCAGTTTTASCCGGAGCTATTACTAT
ACTTTTAACTGATC

Haplotipos obtenidos en la presente tesis de un fragmento del gen COIl de la
especie Drosophila buzzatii

>H1 DB

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTTATACCTATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCATTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTG

GAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTAGGGGCAGTAAA
TTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTTAT TTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTTTACCAGTTTTASCCGGAGCAATTACTAT
ACTTTTAACTGACC

>H2 DB

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTTATACCTATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCATTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTG
GAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCGATTTAGGGGCATTAAAT
TTTATCCCAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAAACCGAATACCTTTAT TTGTTTGATCAAAATTAGTTACTGCCTAGTTGCTTCCCCTGACGGCCCCATTCTTCGCCGGAGGMTACTTT
ACTATTTCCTACCT

>H3 DB

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATT TTTTTTATAGTTATACCTATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCATTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTG
GAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCGATTTAGGGGCATTAAAT
TTTATCCCAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAAACCGAATACCTTTAT TTGTTTGATCAAAATTAGTTACTGCCTAGTTGCTTCCCCTGACGGCCCCATTCTTCGCCGGAGGITACTAT
ACTATTTCCTACCT
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>H4 DB

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTTATACCTATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCATTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTG
GAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTAGGGGCAGTAAA
TTTTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTT ATTTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTTTACCAGTTITAGCCGGAGCAATTACTAT
ACTTTTAACTGACC

>H5 DB

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTTATACCTATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCATTAATATTAGGAGCCCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTG

GAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTAGGGGCAGTAAA
TTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTTAT TTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTTTACCAGTTTTASCCGGAGCAATTACTAT
ACTTTTAACTGACC

>H6 DB

TAGGAACATCTTTAAGAGTTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTTATACCTATTA
TAATCGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCATTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTG

GAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTAGGGGCAGTAAA
TTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTTAT TTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTTTACCAGTTTTASCCGGAGCAATTACTAT
ACTTTTAACTGACC

>H7 DB

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCACCCTGGAGCTTTAATTGGTGATGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTTGTAATAATT TTTTTTATAGTAATACCAATTA

TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTGG
AAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCTCTATCTTCTGGTATTGCACATGEGGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTAGGAGCAGTAAATT
TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGATCGAATACCTTT ATTTGTCTGATCAGTTGTAATTACTGCTTTATTACTTCTTTTATCTTTACCTGTITTAGCAGGAGCTATTACTATACT
TTTAACTGATC

>H8 DB

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTTATACCTATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCATTAATATTGGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTG

GAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTAGGGGCAGTAAA

TTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTTAT TTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTTTACCAGTTTTASCCGGAGCAATTACTAT
ACTTTTAACTGACC

>H9 DB

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTTATACCTATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCATTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTG
GAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTAGGGGCAGTAAA
TTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTTAT TTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTTTACCAGTTTTASCCGGAGCGATTACTAT
ACTTTTAACTGACC

>H10 DB

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTTATACCTATTA

TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTGCCATTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTG

GAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGTGBECTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTRGGGGCAGTAAA
TTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTTAT TTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTTTACCAGTTTTAGCCGGAGCAATTACTAT
ACTTTTAACTGACC

>H11 DB

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTGATGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTTGTAATAATT TTTTTTATAGTAATACCAATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTGG
AAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCCCTCTATCTTCTGGTATCGCACATGGTGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTAGGAGCAGTAAATT
TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGATCGAATACCTTT ATTTGTCTGATCAGTTGTAATTACTGCTTTATTACTTCTTTTATCTTTACCTGTTTTAGCAGGAGCTATTACTATACT
TTTAACTGATC

>H12 DB

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTGATGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTTGTAATAATT TTTTTTATAGTAATACCAATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTGG
AAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCCCTCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTAGGAGCAGTAAATT
TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGATCGAATACCTT TATTTGTCTGATCAGTTGTAATTACTGCTTTATTACTTCTTTTATCTTTACCTGITTTAGCAGGAGCTATTACTATACT
TTTAACTGATC

>H13 DB

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGT TATACCTATTA
TAATCGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCATTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTG
GAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTAGGGGCAGTAAA
TTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTTAT TTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTTTACCAGTTTTAGCCGGAGCAATTACTAT
ACTTTTAACTGACC

>H14 DB

TGGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTGATGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTTGTAATAATT TTTTTTATAGTAATACCAATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTGG
AAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCCCTCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTAGGAGCAGTAAATT
TTATTGCAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGATCGAATACCTTT ATTTGTTTGATCAGTTGTAATTACTGCTTTATTACTTCTTTTATCTTTACCTGTTITAGCAGGAGCTATTACTATACT
TTTAACTGATC

>H15 DB

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTGATGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTTGTAATAATT TTTTTTATAGTAATACCAATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTGG
AAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCCCTCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTAGGAGCAGTAAATT
TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGATCGAATACCTTT ATTTGTCTGATCAGTTGTAATTACTGCTTTATTACTTCTTTTATCTTTACCTGTITTAGCAGGAGCTATTACTATACT
TTTAACTGATC

>H16 DB
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TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTTATACCTATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCATTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTG
GAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCCCTCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTAGGAGCAGTAAAT
TTTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGATCGAATACCTTT ATTTGTCTGATCAGTTGTAATTACTGCTTTATTACTTCTTTTATCTTTACCTGTTTTAGCAGGAGCAATTACTATAC
TTTTAACTGATC

>H17 DB

GAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTTATACCTATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCATTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTG

GAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTAGGGGCAGTAAA
TTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTTAT TTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTTTACCAGTTTTASCCGGAGCAATTACTAT
ACTTTTAACTGACC

>H18 DB

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTTATACCTATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCATTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTG

GAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTAGGGGCAGTAAA
TTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTTAT TTGTTTGATCAGAAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTTTACCAGTTTTAGEGGAGCAATTACTAT
ACTTTTAACTGACC

>H19 DB

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTTATACCTATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCATTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTG
GAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTAGGGGCAGTAAA
TTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTTAT TTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTTTACCAGTTTTASCCGGAGCAATTACTAT
ACTTTTAACTGACC

>H20 DB

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTTATACCTATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCATTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTG

GAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTAGGGGCAGTAAA

TTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTTAT TTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTCTCTTTACCAGTTTTASCCGGAGCAATTACTAT
ACTTTTAACTGACC

>H21 DB

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTTATACCTATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCATTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTG
GAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTAGGGGCAGTAAA
TTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTTAT TTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTTTACCAGTTTTASCTGGAGCAATTACTAT
ACTTTTAACTGACC

>H22 DB

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCACCCTGGAGCTTTAATTGGTGATGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTAATACCAATTA

TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTGG
AAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCCCTCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTAGGAGCAGTAAATT
TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGATCGAATACCTTT ATTTGTCTGATCAGTTGTAATTACTGCTTTATTACTTCTTTTATCTTTACCTGTITTAGCAGGAGCTATTACTATACT
TTTAACTGATC

>H24 DB

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAACGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATTT TTTTTATAGTTATACCTATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCATTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCCCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTG

GAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTAGGGGCAGTAAA
TTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTTAT TTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTTTACCAGTTTTAGCCGGAGCAATTACTAT
ACTTTTAACTGACC

>H25 DB

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTAATGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCTTTTGTAATAATT TTTTTTATAGTTATACCTATTA

TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCATTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTG

GAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCCCTATCTTCTGGTATTGCACATGGEGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCCGGAATTTCTTCAATTTAGGGGCAGTAAA

TTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGACCGAATACCTTTAT TTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCTTTATTGCTTCTCCTATCTTTACCAGTTTTASCCGGAGCAATTACTAT
ACTTTTAACTGACC

>H26 DB

TAGGAACATCTTTAAGAATTTTAATTCGTGCTGAATTAGGTCATCCTGGAGCTTTAATTGGTGATGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTTGTAATAATT TTTTTTATAGTAATACCAATTA
TAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTATTACCTCCTGCTTTAACACTTTTGTTAGTAAGTAGTATAGTGG
AAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCCCTCTATCTTCTGGTATTGCACATGEGGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTTTCTCTTTACACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTAGGAGCAGTAAATT
TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACAGGAATTACATTAGATCGAATACCTTT ATTTGTCTGATCAGTTGTAATTACTGCTTTATTACTTCTTTTATCTTTACCTGTTTTAGCAGGAGCTATTACTATACT
TTTAACTGACC
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Tabla A 1. Drosophila koepferae de sitios parsimonia informativos. 28 sitios de un total de 552.

111222333333333333344444455

12224458047157011111234699900001 111
6 80691750764865901356051778901481306
H1 DK [A[A|T|TIT(T|T|T|T[A[A|T|T|T(T|C|TI|A[C|T|C|T|T[AJIA|CIA[G|T |A[T[A[A]A|TIG

H2 DK

G[G|A|T|T[T].

G|G]|.

C|G]|.

AfA].

TIclclAle[T].

AlA].

ClA|

C|T|.

C|C]|.

AlA[G].

ClA|

G|.

H4 DK [G].
H5 DK
H6 DK
H7 DK
H8 DK
H9 DK

H10 DK{.
H3 DK

H11 DK{.
H13 DK{.

H12 DK{.

H14 DK{.

H15 DK{.

H16 DK{.

H18 DK{.

H17 DK{.

H19 DK{.

Tabla A 2: Drosophila koepferae singletarg6 de un total de 552 sitios
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Tabla A 3. Drosophila koepferae, 64 sitios variables de un total de 552 sitios.
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ANEXO

A1- Matriz de tamafno de alelos por individuo por poblaciéon y para Drosophila

koepferae.

ind pob |P1-K P2-B P3-B P4-K P6-B P7-K P9-B P10-K |P11-K
13-1 |13 226224 (108113173177 |181173 |184 184 |197 197 |196 192 |241241 |176 178
13-2 |13 224230 (108 108|177 183 |173 175 |184 184 |197 192 |196 192 (241241 |172 172
13-3 |13 214226 (108113177181 [171179 |104 104 |197 197 |196 192 |244 248 |170178
13-4 |13 214214 (108113179179 |[173 175 |104 106 |181 181 |196 188 |195195 |174 174
13-5 |13 226224 |117119(177 179 (173175 |104 108 (181181 |112178 |[195195 |156 176
13-6 |13 214226 119117 (199205 (153 155 |182 184 (201201 |172 168 |[237 241 |148 164
13-7 |13 214226 108113 (175199 (173179 |184 184 (188 188 |172176 (240238 |174178
13-8 |13 236236 120118177189 (171175 |184 184 (201197 |172178 (238243 |172172
13-9 |13 230232 120118187203 (175175 |184 184 (197 201 |108 178 [239253 |176 154
13-10 |13 224226 119117 (177 179 (175181 |184 184 (197 201 |172 178 (240250 |174 182
13-11 |13 224230 |106108 (177 194 (181181 |184 184 (197 207 |172 200 |[240250 |176 176
13-12 |13 224226 119117 (177 199 (173175 |184 104 (192 192 |194 202 [240250 |176 174
14-1 |14 226240 |? 177 177 |182 182 |182 184 |190 194 |202 230 |242 240 |176 176
14-2 |14 240240 |118112(184194 (180194 |184 184 [196 204 |190190 (242248 |176 174
14-3 |14 240242 |171171(184 184 (182184 |184 184 [196 206 |194 190 (242248 |172 170
14-4 |14 238228 [118116|176189 |178 186 |184 186 |196 206 |198 194 |240240 |166 170
14-5 |14 240226 (118116|184 176 |140182 |184 186 |196 196 |198 230 |236 240 [166 170
14-6 |14 ? 118116199210 [176 178 |184 186 |196 196 |196 190 |242 242 |166 170
14-7 |14 242250 (103112174189 |182 184 |186 186 |194 204 |196 192 (236 246 |168 172
14-8 |14 246226 (112114189215 [178 186 |180 186 |196 206 [202 192 |236 246 |168 168
14-9 |14 226226 (108 116|181 184 |[184 190 |180 186 |194 206 [196 192 |240242 (174174
14-10 |14 226226 (122118181176 |182 184 |184 192 |192 200 |196 192 |248 248 |168 170
14-11 |14 226226 (112114176210 [176178 |104 184 |188 197 |196 192 |240248 |166 166
14-12 |14 226240 (1181081200210 [176 184 |182 186 |201 192 |196 188 |248 248 |168 174
15-1 |15 224240 (108 120|198 204 [198 214 |184 186 |188 190 [172 178 |236236 |168 174
15-2 |15 224240 (108 120|204 284 |206 200 |178 180 |188 196 |172 178 |234 244 |155 150
15-3 |15 240240 [115120)194 238 |154172 |188178 |214 164 |172176 |236236 |150 150
15-4 |15 224236 (104110|188238 |180174 |178 184 |178 186 |172 178 (250236 |150 155
15-5 |15 240240 |104 120|166 198 [176 174 |188 190 |184 184 |172 178 |234 250 |160 150
15-6 |15 234236 (112120192206 |206 214 |182 184 |184190 |172 178 (234 254 |150 162
15-7 |15 224240 (110104194192 |180174 |186 186 |182 184 |172 178 (234 238 |150 155
15-8 |15 240240 [126110|194206 |156 156 |178 190 |182 214 |174178 |22228 |160 166
159 |15 234236 (126120190222 |156 156 |174 172 |188 201 |174178 |236236 |150 166
15-10 |15 234236 112118192220 (150148 |174 186 (184 190 |174 178 |[234 244 |170 155
15-11 |15 234236 |106 114 (194 198 (150148 |178 186 (184 190 |174 178 |[236 234 |155 150
15-12 |15 234236 |126120 (214214 [156 206 |184 188 (188 190 |172 178 |[236 234 |150 166
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16-1 |16 226226 [114118(176 190 (169 174 |182 182 |190188 |172 174 |210248 (176176
16-2 |16 234226 |[108 126(190 180 (168 174 |180 180 [196 190 [172 180 [240240 (174178
16-3 |16 226234 (114 118]160172 |174 178 |182 184 |194 272 |154 158 (242 160 |170174
16-4 |16 234238 [118110{178 190 (148 158 |178 186 |186 186 |172 174 |246 248 (176172
16-5 |16 218234 |108 126(204 184 (164 164 |140 182 |190182 |172 174 |240242 (176172
16-6 |16 238238 [112112(186 184 (164 150 |176178 |190182 |178 178 |246 248 (176172
16-7 |16 224226 |[108 126(186 184 (206 150 |182 184 [190 184 |178 178 |240242 (176172
16-8 |16 218234 (108 126192 190 |169 170 [178 186 |190188 [174176 |[238 240 |170176
16-9 |16 226238 [108 108(192 194 (174178 |184 190 |184 184 |172 172 |238246 (170176
16-10 |16 222238 |108 126(196 194 (160 150 |182 184 |190 182 |174 172 |246 240 (172182
16-11 |16 222226 |108 126(204 184 (169 167 |176178 |190184 |116 118 |240240 (172182
16-12 |16 234218 |106 126{194 196 (150150 |176 178 |188 190 |116 120 |240246 (172178
17-1 |17 228238 (116118186 196 |252 240 [184 174 |190196 (176178 (236242 |174 152
17-2 |17 222222 |(114118]184 198 |242 236 |184 180 |190196 [172172 |[238 252 |156 150
17-3 |17 238238 |228232(184 196 (244234 1182182 |196 154 |172 180 |236242 (156 154
17-4 |17 222224 218222(184 196 (248236 |184 152 |158 150 |174 176 |234 238 [158 156
17-5 |17 222228 |232232(184 196 (236236 |150150 |190 196 |170 180 |234240 (154174
17-6 |17 214 244 (2322321178 184 1238 240 [150 166 |156 158 [176 186 (234 252 |156 154
17-7 |17 228238 (208116194 198 |244 236 |174 166 |156 154 |180172 [240 252 |158 156
17-8 |17 214238 150112 (176 180 (238240 |174 154 |190 196 |154 178 |224 224 (154 154
179 |17 234240 13012 (176178 (236240 |184 176 |154 156 |154 172 |234238 (158 154
17-10 |17 234238 |162 144 (182184 (240238 |174176 |156 184 |116 118 |236242 (160 162
17-11 |17 234240 |218232(184 190 (246248 |150176 |156 184 |118 116 |236242 (154 158
17-12 |17 222222 [162112]198 200 |240 236 [174 148 |156 184 |112 154 [234 238 |156 150

Los nameros de la primera columna indican las poblaciones. 13- BrealiRibés de Quilmes, 15-Suyuque,
16- Valle Fértil y 17- Miranda.

A2- Matriz de tamafo de alelos por individuo por poblaciéon y para Drosophila
buzzatii.

ind [pob |[P1-K P2-B P3-B P4-K P6-B P7-K P9-B P10-K [P11-K

1-1 |1 232 250104 108 [182 182|150 156 [192 186 (236 236 [210 230 |242 236 |150 154
1-2 |1 232 232|124 138 1182 182 |160 156 |188 184 |236 236 |220 220 [236 238 |150 150
1-3 |1 236 236|110 138 1182 182 |160 168 |186 180 |236 236 |210 220 [234 234 |148 148
1-4 |1 238 250(110 126 [182 180|150 156 |192 188 |236 236 |212 234 |236 244 |158 158
1-5 |1 222228 (118 108 [150 176|152 160 |190 186 |190 200 |232 230 |234 242 |156 162
1-6 |1 230230122 138 |[150 150|154 158 [184 162 [196 196 [232 254 |236 236 |156 150
1-7 |1 238 240|108 120|174 172|150 156 |188 186 |190 200 |210 230 [236 244 |158 156
1-8 |1 248 248 (126 110 (154 182|156 148 |190 186 |190 196 |210 230 [186 178 |150 150
1-9 |1 222 228|126 124 1174 152|156 148 |156 148 |182 200 |210 234 [184 190 |158 148
1-10|1 228242 (110126 ({150 176|158 152 |160 152 |196 198 |210 230 [226 236 |154 148
1-11|1 238 240(120122 [154 182|156 158 |154 156 |198 236 |220 210 [182 184 |158 158
1-12|1 220228 (110126 (182 182|156 150 |194 184 |196 236 |210 230 [226 238 |160 148
2-1 |2 196 194|104 108 |192 190 |156 148 |182 182 (158 150 |220 220 [242 240 |150 130
2-2 |2 178 178 1104 108 |192 202 |158 152 |180 194 [150 150 |220 198 |226 240 |164 164
2-3 |2 196 1781124 138 |210 210 |158 152 |182 184 |[148 154 |194 180 |228 234 |164 164
2-4 |2 192 1961116 126 |188 192 |158 152 |178 186 |[158 158 |188 234 |234 236 |158 156
2-5 |2 192 196|108 120 |182 184 |154 150 |140 182 |[162 156 |186 186 |238 242 |150 150
2-6 |2 194 192 1108 104 |190 202 |150 158 |176 178 |158 150 |186 186 |236 238 |158 158
2-7 |2 196 204 1138 124 |216 204 |144 154 |182 184 |158 154 |190 222 |228 238 |156 162
2-8 |2 196 200|118 108 (188 192 |156 160 [178 186 (114 104 |? 234 238 |156 150
2-9 |2 192 194|124 110 (196 198 |156 160 [184 190 (158 148 |? 236 246 |158 156
2-10|2 194 194|120 124 (210 226 |156 160 [182 184 (158 158 |? 228 234 1150 150
2-11|2 204 196 (164 110 (190 202 |156 160 |176 178 |158 158 |210 230 [234 234 |122 198
2-12|2 192 196|124 122 |180 184 |156 160 |176 184 |158 150 |210 230 |228 236 |154 176
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3-1 [3 [224238[236236 [176 180 [158 152 [182 176 [166 160 [204 194 [276 276 [174 178
3-2 [3  [214238[242240[176 174 [158 152 [182 184 [166 158 [220 238 [278 276 [150 158
3-3 [3 [234238(236 236 [190 206 [162 152 [182 184 [166 158 [194 238 [274 270 [164 164
3-4 [3 230234226238 (176192 [158 166 [182 182 [160 150 [194 222 [276 270 [164 164
3-5 [3 [234234[234234[190206 168 160 [174 184 [160 150 [210 222 [272 234 [150 130
3-6 [3 [226236(226226 (176178160150 [178 182 [156 156 [210 238 [276 234 [150 130
3-7 [3 244244224 224|192 208 [154 150 [176 176 [158 162 [210 230 [272 266 [164 164
3-8 [3 [214226[224 244190206 [160 146 [176 178 [158 162 [234 222 [276 234 150 158
3-9 [3 [226263[224 224190206 [156 150 [176 176 [156 152 [260 227 [220 220 [148 170
3-10[3 [214238(224 222|196 198 [156 150 [176 176 [160 152 [216 226 [176 176 [184 150
3-11|3  [240240(224 222 [206 190 [152 156 [176 176 [148 160 [216 220 [166 172 [150 150
3-12[3  [226 228236 246 [208 204 [150 158 [172 178 [148 152 [156 156 [166 176 [180 164
4-1 (4 [228260(112 116|190 214 154 156 [150 160 |240 240 |156 166 [220 220 [214 22

4-2 [4 [226262[112 116 [184 182 156 148 [158 154 [158 150 [178 178 [232 226 [166 158
4-3 [4 [226236(104 116 [196 198 [156 160 [156 160 [228 228 |156 178 [232 236 [158 166
4-4 [4  [260260[126 126 [214 190 [160 150 [154 156 [240 240 |160 200 [234 228 [150 156
4-5 [4 [260260(110 116 [180 208 [156 154 [160 162 [158 150 [148 160 [238 196 [160 150
4-6 |4 [226226(108 106 190214 [158 150 [158 158 [148 152 [150 150 [198 198 [158 154
4-7 |4 |260260(112 114 [182 210|158 150 [160 150 [236 236 [150 150 [176 172 [164 176
4-8 (4 [242223]112 126 [198 182 [158 150 [160 158 [236 236 [210 230 [234 234 [150 154
4-9 [4 [234236(102 126 [202 184 [148 148 [150 160 [158 150 [220 220 [228 238 [198 220
4-10{4 |244 226124 114 188 204 [148 148 [156 160 [158 150 [216 260 [236 236 [122 198
4114 |[214 244112 112 194 184 [154 168 [150 160 [238 230 [222 223 [220220 [154 176
4-12|4 [248246(112 110186 194 [154 154 [154 156 [238 230 [216 260 [232 226 [220 198
5-1 |5 228 228 1104 104 1206 190 |146 168 |160 158 |228 228 |222 223 |146 180 |174 176
5-2 (5 228 2281104 114 1198 190 |148 168 |158 1501238 230 |178 176 |182 146 |174 178
5-3 (5 228 2281114 114 1194 190 |146 160 |178 176 1238 240 |156 156 |162 148 |180176
54 |5 228 2281114 124 1200 190 |150 164 |150 154 1240 240 |160 148 |228 228 |122 198
5-5 |5 228 230|114 124 1202 198 |146 164 |160 158 |236 240 |178 176 |242 250 |174 178
5-6 |5 2282301114104 1186 186 146 166 [160 148 |236 238 (160 148 (228 228 (174 176
5-7 |5 2382381124 114 1206 194 |148 160 [180 176|240 238 (180178 (238 238 (174178
5-8 |5 2282381112112 1224 216 |160 148 |156 180|236 236 (158 152 [236 236 (180176
59 |5 246 236126114 1196 192 |158 148 |158 160|236 236 [156 166 (236 234 (194 184
5-10|5 228 230|108 116 |202 194 |160 148 |156 158 |240 238 (178 178 (242 234 (194 184
5-11|5 222 2241114 114 1198 188 |146 168 |156 162 |236 236 |156 178 |228 222 |120116
5-12(5 230226|108 116 |190 186 |164 146 |172 156|236 240 |160 200 |236 236 |194 184
6-1 |6 2212241112 112|186 192|182 186 |176 186|186 184 |148 160 |226 226 |178 170
6-2 (6 190190116114 (192 200 {186 148 |188 188 |200 206 (150 150 |220 226 |120 116
6-3 (6 190190(114 114 (194 226 {182 194 |194 176|200 206 (150 150 |232 226 |126 112
6-4 |6 2362341116114 1202 200 {148 158 |180 180|194 194 (148 160 (232 226 (194 184
6-5 |6 2222241116114 1234 200 148 156 |174 180|186 184 156 180 (220220 (178 170
6-6 |6 2362341102 122|226 190|152 160 |188 188 |188 188 [156 180 (220220 (176 170
6-7 |6 222 2321102 1241190 200 {148 150 [180 180|238 240 (198 198 (232 226 (174 176
6-8 (6 228 236|110 116 |188 198 |144 154 |178 182|238 206 |148 148 |232 236 |174 176
6-9 (6 222 2341114 116|186 190 |152 154 |178 180|188 188 |148 148 |234 228 |174 178
6-10(6 2322321114116 |188 186|152 142 |188 190|188 240 |156 156 |238 196 |180 176
6-11|6 2322321114116 1124 238 |152 142 |188 186|188 188 |156 180 |198 198 |122 198
6-12|6 232 236|112 1141192 196 |156 148 |188 186|238 240 |178 158 |232 226 |122 198
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7-1 |7 234(240(216 1101198 178 (150 156 [182 184|188 194 |220221 |234 234|148 148
7-2 |7 234 2341110118 ({190 192 |152 160 |184 184 (194 194 222 223 |228 238 |158 158
7-3 |7 234 2341110118 {190 180 |154 158 (184 184 |188 192 |260 227 |236 236 |156 162
7-4 |7 240240110118 {190 198 |182 182 |184 186|188 192 |216 226 (236228 |156 122
7-5 |7 2342341118 126 {190 198 |148 150 |184 186|188 188 |216 220 (236228 |178 126
7-6 |7 2342401110118 {190 198 |152 142 184 186|198 198 |216 216 (236236 |176 176
7-7 |7 2342241118 126 {218 208 |196 196 |184 186 198 188 |216 220 (238 238 |126 148
7-8 |7 2342341110118 |? 196 196 |186 188 194 194 (216 220 (242 240 |122 148
79 |7 224226110118 |? 196 196 |180 182|194 194 [216 260 (148 162 |?
7-10(7 240240(116 120 |? 152 142 186 182|194 194 (222 223 (142 244 |?
7-11(7 234234114112 |? 201196 [184 192|188 192 |220227 |260 260 |?
7-12(7 240234110116 |? 201196 (184 186|188 194 |216 229 |? ?
8-12|8 2342341106 108 {192 160|182 182 |178 186 (172 196 |198 198 [196 198 |186 185
8-13(8 240238102 100 {182 160|182 182 |178 186 (192 200 |188 178 (188 178 |160 161
8-14(8 2342401134 126 {192 160|182 182 162 168 (172 196 |178 178 (178 178 |152 159
8-15(8 2262241112 106 {160 160 |182 182 |186 192 (178 206 |196 198 [196 198 |204 221
8-16|8 220236116114 {186 160|182 184 1178 184 (196 194 |196 198 [196 198 |154 165
8-17|8 226240116 114 {218 208 |196 200 |180 182 (188 184 |188 188 (188 188 |180179
8-18|8 232 246102 114 (182 184 1184 196 |180 160|172 196 |196 198 |196 198 |178 159
8-19|8 232246116 116 ({192 218 |180 186 |168 160 (182 200 |184 200 (184 200 |148 161
8-20(8 236238112110 (192 184|190 188 |168 160 (188 210 |202 196 (202 196 |188 154
8-21(8 236238126124 ({192 186|188 190 |168 168 (186 188 |184 184 |184 184 |170 156
8-22(8 236238121 110(182 184|186 184 |168 168 (186 208 |180 196 |180 196 |170 156
8-23(8 220238170180 (182 184 |180 186 |180 180 (186 184 |180184 (180178 |180179
9-1 |9 234 238|106 108 (187 224 |196 198 |180 184 (200 206 |148 160 |226 238 |380 384
9-2 (9 226226128 112 ({190 196 |188 178 180 182 (206 202 |150 150 |226 238 |372 370
9-3 (9 226 238128 134 (224 224 1178 178 180 190 (206 202 |148 148 226 228 |352 356
9-4 (9 226238104 112 {188 190 [196 196 |180 190 (206 202 |148 160 |226 240 |352 380
9-5 |9 226226108 112 ({187 196 |178 178 |180 186 202 210 |148 148 (228 226 |180 342
9-6 |9 226226108 116{224 224|196 196 |188 186 (202 202 |160 158 (240 238 |352 352
9-7 |9 226226108 112 {182 299 |196 198 |180 180 (206 204 |160 156 (238 236 |150 152
9-8 |9 234238110104 {224 234|188 188 1180178 (212 210 |148 148 (226 238 |352 352
9-9 |9 234236104 116 {190 230|184 200 |186 190 (202 206 |148 148 (184 224 |150 152
9-10(9 234238102 118 {188 222 |196 200 |180 184 (204 200 |148 160 [236 238 |352 352
9-11(9 226226128 112 {200 198 |196 180 |180 184|240 200 |160176 (236236 |150 152
9-12(9 2342321112128 ({182 182|194 194 (182 190 |[200 198 |160 148 (224 174 |156 170
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10-1|10 (228238108 112|184 196 (160 156 [180 180 (176 188 |158 158 |176 156 |312 298
10-2|10 (222222112112 (216190 |160 168 |182 188 (104 112 |158 158 |160 176 |352 354
10-3|10 (238228126 110|198 190 (150 156 |180 192 (126 124 |158 158 |240 252 |380 384
10-4|{10 |238 228126 104|194 194 152 160 |182 194 (200 198 |158 158 |242 238 |372 370
10-5(10 (222224112 126194 194 (148 154 [188 168|186 186 |158 158 |244 236 [352 356
10-6{10 (214214126 1241196 214 (152 160 (176 196|237 223 |158 158 |248 238 [352 380
10-7({10 (228238 (124 1141204 188 (154 158 (176 1981184 184 (158 158 |234 236 (180 342
10-8({10 (214238110116 192192 (150 156 [180 198|184 184 |158 158 |234 236 |352 356
10-9|10 (214238114114 (214188 [156 148 |186 188 ({200 198 |158 158 (150 158 |312 380
10-1(10 (234240108 114|192 192 {158 152 |198 170 (184 184 |158 158 (236 234 |352 356
10-1|10 (234238110114 (214204 [152 150 |184 190 (184 184 |158 158 (174 114 |352 356
10-1110 (214 240110120 |208 204 (156 150 [180 190|184 184 |200 154 |242 156 |352 352
11-1|11 (196 204 126 110|199 196 (196 204 |104 118 [100 100 |242 238 |246 236 |150 152
11-2{11 (201 196 (126 104 |187 193 (201 196 [160 160|104 112 |238 236 |236 236 [156 156
11-3|{11 (190201 (112 126|196 204 (190 201 [180 196 |126 124 |238 238 |226 234 |156 158
11-4|11 (187196112 126|190 196 {187 196 |104 118 ({114 104 |246 240 (228 238 |156 158
11-5{11 200 202 (126 124 |224 224|200 202 |184 186 ({114 104 |236 242 |226 234 |156 162
11-6|11 (200202124 114 1188 190 (202 200 [172 192 (126 110 |234 242 |220 220 |156 162
11-7|11 (201196110 120|187 196 (196 198 [128 110|114 108 |236 236 |236 236 |158 172
11-8|11 (194 204|126 110|196 192 {202 200 |178 192 {108 100 |104 118 (238 240 |156 156
11-9(11 (196 204 126 104 |192 192 (201 190 (178 478 |126 100 |126 238 |238 236 [156 156
11-1(011 (221221102 138 |198 190 {202 202 |162 178 {104 110 |112 112 {238 240 |176 170
11-1|11 (214 238|102 124 |208 192 [221 225 |180 196 ({114 108 |128 118 (228 238 |176 160
11-1111 |238 196 (126 110|208 210 ({196 198 |172 192 (184 184 1242 238 |220 220 |156 156
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12-1|12 (196 226126 104 |196 196 (152 152 |192 186 [186 104 |246 236 |228 242 |152 152
12-2|12 (114118104 108 |200 204 [152 152 |188 184 (234 188 |236 236 (228 238 |152 158
12-3|12 (108 126124 168 |196 196 (152 152 |186 180 (188 184 |226 234 |228 238 |158 152
12-4|12 |114 116110126 |198 192 {156 154 |192 188 (186 186 |228 238 |234 234 |150 158
12-5(12 (118 126118 108 |158 194 (158 156 [190 186 |237 223 |226 234 |234 234 |158 154
12-6{12 (112112104 108 |208 158 (152 154 [190 186 |184 184 |220 220 |234 238 [152 156
12-7{12 (108 126122 138 |208 196 (160 188 |184 162 |184 184 |236 236 |230 230 [154 152
12-8(12 (108 126|108 120 |196 208 (240 242 [188 186 |168 182 |238 240 |236 240 [152 154
12-9|12 (108 126126 110|198 204 [154 144 |190 186 (182 188 |238 236 (230238 |152 154
12-1(12 (108 126122 124|192 208 (142 144 |190 186 {182 188 |238 240 (236 238 |154 158
12-1|12 (106 126|122 108 |196 192 144 158 |156 148 (104 188 |228 238 |236 238 |154 154
12-1112 (200126120 120|196 196 {142 156 |160 152 (234 180 |220 246 (238 238 |154 158
23-1|123 226 240(230 236|200 228 (160 188 (186 186182214 |192 206 |231 231 |150 130
23-2(23 |240188(192 211|190 194 |160 154 (186 178|186 213 (204 194 (231 231 |146 156
23-3(23 188 176|292 336|192 190 |142 154 (104 104|186 197 (220 238 (234 234 |156 156
23-4(23 |176176(228 242 1196 190 |152 154 (184 184|186 208 (194 238 (230 230 130 156
23-5|23 188 188 (236236194 232 (160188 (104 104|180 196 |206 194 230276 |146 144
23-6|23 226222 (236 236|190 194 (240242 (184 180171 190 |194 208 |230 244 |156 144
23-7|123 |222226(224 242 1190 194 (154 144 [184 180|180 118 |204 196 |234 230 |156 132
23-8|123 |234234(292 242|192 196 (142 144 |160 164|108 118 |196 196 |226 231 |156 146
23-9(23 202 250(178 186 |200 228 |144 158 (184 182|112 114 (206 194 (231 231 130 150
23-1(23 226 240(186 224|190 196 |142 156 (104 106 [112 196 (206 194 (231 2333130 156
23-1]123 226 238 (236 236|190 194 |142 200 (186 106 {116 122 (192 194 (194 201 132 156
23-1123 228234 (184 236|200 192 (152 158 (186 104|108 124 |196 196 |186 190 |132 156
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Figura Alll.1: Tipos de hospedador y tiempos de divergencia en el grupo D. reémetalimeros de los nodos
representan las estimaciones del tiempo de divergencia y las barras representan el 95%akbetianter
confianza. Las imagenes ilustran una tipica Opuntia spp.(tuna) y el crecideamictipico cactus columnar. En
rojo se delimita la seccidn que representa el cambio de hospedador hawa.{Ex&raido y modificado de
Oliveira et al 2012).
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