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RESUMEN

Andlisis ecoldgico-evolutivo de la especie invasora
Zaprionus indianus (Diptera: Drosophilidae), una
potencial plaga de frutales

Las especies introducidas que rapidamente colonizan grandes dreas ofrecen
una oportunidad para investigar las causas que les permiten una colonizacién exitosa
(invasion biologica), asi como el cambio que provocan en las comunidades ya establecidas.
Zaprionus indianus Gupta (1970) es un drosofilido (Diptera: Drosophilidae) originario de la
region Afrotropical y que recientemente colonizé toda América desde su ingreso a Brasil en
1999. En esta Tesis de Doctorado se han estudiado caracteristicas ecologicas y genéticas que
podrian relacionarse con la exitosa invasion de Z. indianus. En particular, a) se caracterizd la
distribucién, abundancia y utilizacién de recursos alimenticios por parte de Z. indianus en la
Argentina ; b) se analizaron aspectos historico-demograficos, los niveles de estructuracion
poblacional y los niveles de variacion genética mitocondrial en las poblaciones de Z. indianus
establecidas en la Argentina; c) se describieron patrones de variacion genética y de
plasticidad fenotipica en caracteres morfologicos y de historia de vida en poblaciones
argentinas de Z. indianus y d) se realizaron experimentos de competencia interespecifica
entre Z. indianus y drosofilidos preestablecidos en la Argentina. Los resultados mostraron
que: Z. indianus tiene la capacidad de utilizar como hospedador los frutos de diversas
especies como guayaba, mango, naranja, caqui, papaya, banana, nisperos e higos; que el
proceso de invasion al continente dejo rastros en la variacion genética mitocondrial de Z.
indianus caracterizando un proceso sin cambios demograficos abruptos; que tanto la
variacion genética y la plasticidad fenotipica de caracteres morfologicos y de historia de vida
presentan patrones complejos en las poblaciones invasoras y, finalmente, que la habilidad
competitiva larval de Z. indianus respecto de otros drosofilidos seria una de las causas del

éxito de la colonizacion de esta especie en la Argentina.

Palabras clave: Invasividad — Estructuracion poblacional - Variacion genética - Plasticidad

fenotipica — Competencia interespecifica - Zaprionus indianus - Argentina



ABSTRACT

Ecological and evolutionary analysis of the invasive
species Zaprionus indianus (Diptera: Drosophilidae),
a potential pest of fruits

Introduced species that colonize large areas, rapidly offer an opportunity to
research the causes that allow their successful colonization (biological invasion) as well as
the changes it makes in established communities. Zaprionus indianus Gupta (1970) is a
drosophilid (Diptera: Drosophilidae) originated from the Afrotropical region that recently
colonized all America since it arrival to Brazil in 1999. In this Doctoral Thesis we have
studied the biological and genetic features that might relate to the successful invasion of Z.
indianus. In particular, a) we have characterized the distribution, abundance and usage of
food resources by Z. indianus in Argentina; b) we have analyzed historical and demographic
aspects of this invasion, the levels of population structuration and the levels mitochondrial
genetic variation in populations of Z. indianus established in Argentina; c) we have described
the patterns of genetic variation and phenotypic plasticity in morphological and life history
traits in Argentine populations of Z. indianus and d) we have made experiments of
interspecific competition between Z. indianus and frugivore drosophilids preset in Argentina.
The results showed that: Z. indianus has the ability to use the fruits of various species such as
guava, mango, orange, persimmon, papaya, banana and figs as host; that the process of
invasion in the continent left traces in their mitochondrial genetic variation of a history
characterized by a lack of abrupt demographic changes; that genetic morphological and life
history traits’ variation and phenotypic plasticity show complex patterns in invasive
populations, and lastly, that larval competitive ability of Z. indianus over other drosophilids
can be proposed as one of the causes of the successful colonization of this species in

Argentina.

Keywords: Invasiveness — Population structuration — Genetic variation — Phenotypic

plasticity — Interspecific competition - Zaprionus indianus - Argentina
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CAPITULO 1

CAPITULO 1
PRESENTACION Y OBJETIVOS

1.1 - Esquema general de esta Tesis

En la presente Tesis de Doctorado se realiz6 un analisis de aspectos
biogeograficos, historico-demograficos, genético-evolutivos y ecologicos de la mosca de
origen africano Zaprionus indianus Gupta (1970) (Diptera: Drosophilidae), que invadié el
continente americano hace aproximadamente quince anos. En particular, este trabajo
centrard su atencion en identificar patrones y caracterizar procesos de la invasion de Z.
indianus al territorio argentino, utilizando como marco tedrico general el ofrecido por la
Biologia de las Invasiones. Para facilitar la interpretacion de los antecedentes, objetivos y
disefios experimentales empleados tendientes a corroborar las hipdtesis planteadas en esta

Tesis, la misma se ha organizado en las siguientes cuatro secciones:

e Seccion I: Corresponde al presente capitulo que, a modo de introduccion general,
describe el marco tedrico de la Biologia de las Invasiones, sus principales preguntas,
se detallan los conocimientos previos sobre la invasion de Z. indianus a América y se
explicitan el objetivo general y los particulares de esta Tesis. Incluye al Capitulo I.

e Seccion II: Esta seccion contiene analisis de aspectos biogeograficos, historico-
demograficos y de estructuracion poblacional de Z. indianus en la Argentina. Se
describen la distribucién de la especie, la variacién genética mitocondrial, la
estructuracion e historia demografica de las poblaciones de este pais en base a
muestreos realizados en la naturaleza. Incluye a los Capitulos II y III.

e Seccion III: Esta seccion contiene estudios de procesos ecologicos y genético-
poblacionales de poblaciones argentinas de Z. indianus, y se desarrolla una discusion
acerca de la posible importancia de dichos aspectos como causales de la exitosa
invasion de esta especie. Incluye a los Capitulos IV y V.

e Seccién IV: Se realizé un resumen de las conclusiones mas relevantes obtenidas a lo

largo de toda la Tesis, haciendo hincapié en la interpretacion de las causas y



CAPITULO 1

perspectivas de la exitosa colonizacion de Z. indianus en Argentina. Incluye al

Capitulo VI.

Tanto en la Seccién II como en la III se muestran resultados experimentales,
pero agrupados en estas distintas secciones por tener aproximaciones metodoldgicas
fundamentalmente diferentes. En la Seccion II se realizaron estudios mensurativos, es decir
basados en observaciones directas en la naturaleza mientras que en la Seccion III se
realizaron estudios manipulativos, es decir aplicando diversos tratamientos a las variables

experimentales en el laboratorio.

1.2 - ;Por qué estudiar especies invasoras?

La introduccién de especies por el ser humano ha sido una conducta
reincidente a lo largo del tiempo. En algunos casos, estas introducciones han sido
intencionales y, en otros, involuntarias. No todas las especies introducidas logran
establecerse en el nuevo sitio, solo lo logran una pequefa porcién de éstas, y una fraccion
muy reducida puede tener una presencia dominante en los nuevos ecosistemas (Capdevilla
et al. 2006). Existe evidencia que indica que las invasiones bioldgicas estan creciendo a un
ritmo muy acelerado (Pimentel et. al. 2000, Ricciardi & Atkinson, 2004, Scalera 2009), lo que

se traduce en un aumento en la alteracion de la biodiversidad.

La proliferacion de especies no nativas representa una oportunidad tnica para
estudiar diversas consecuencias evolutivas y econdmicas en tiempos relativamente rapidos
(Sakai et al. 2001, Lee 2002, Keller & Taylor 2008). Indudablemente, el estudio de las
invasiones biologicas en un marco general que integre aspectos biologicos y derivaciones
economicas permitiria alcanzar una mejor comprension de este fendmeno y establecer
politicas que traten de evitar la introducciéon de especies no autdctonas o eventualmente
favorezcan la mitigacion de estos eventos. Sin embargo, la regla general ha sido que las
investigaciones relacionadas con las invasiones bioldgicas se enfoquen en aspectos
especializados. Las consecuencias de las invasiones de especies no nativas suelen evaluarse a
multiples niveles: ecoldgico, socio-econémico y sanitario. En particular, las consecuencias

ecologicas se han enfocado en cuestiones fundamentalmente ambientales ya que ha habido
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cientos de extinciones ocasionadas por especies invasoras que abarcan todos los grupos
taxonomicos (Clavero & Garcia-Berthou 2005) asi como la relacion de las especies invasoras
con el deterioro de los habitats (Hobbs 1989, Dukes & Mooney 1999). En cuanto al impacto
socioe-condmico, pueden mencionarse como ejemplos: la reduccion del rendimiento de los
cultivos agricolas por causa de las malezas, la oclusidon de los canales y sistemas de riego,
oclusién de plantas generadoras de energia y de sistemas contra-incendios (Pimentel et al.
2005, Darrigran 2010). Finalmente, en cuanto a las consecuencias sanitarias, las invasiones
bioldgicas han sido y son una de las causales de las grandes epidemias y pandemias que han
marcado la historia de la humanidad. En este sentido grandes emprendimientos, tales como
embalses, sistemas de irrigacion, expansion de la frontera agropecuaria, construccion de
carreteras y programas de reasentamiento de poblaciones, contribuyeron a la invasion de
especies causantes de enfermedades como la malaria, el dengue, la esquistosomiasis y la
tripanosomiasis (ver Matthews 2005). En lo que al aspecto evolutivo se refiere, los estudios
enfocados en este sentido fueron histéricamente subestimados aunque los mismos podrian
tener cierto valor practico; como por ejemplo acrecentar el éxito de las estrategias de control

de las invasiones (Sakai et al. 2001).

La relevancia de las problematicas socio-ambientales vinculadas a las
invasiones bioldgicas ha promovido la conformacion de organizaciones no gubernamentales
de alcance internacional dedicadas a su estudio. Entre ellas, se encuentran el Comité
Cientifico sobre Problemas del Ambiente (siglas en inglés: SCOPE), el Programa Global de
Especies Invasivas (siglas en inglés: GISP) y el Grupo de Especialistas en Especies Invasivas
(siglas en inglés: ISSG) de la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza

(siglas en inglés: IUCN).

Es en este contexto general que el presente trabajo aporta sobre diversos

aspectos relacionados con la invasion de Z. indianus al continente americano.
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1.2.1 - Definicién de conceptos

La terminologia utilizada en el estudio de las invasiones bioldgicas es objeto
de discusién, desde al menos mediados del siglo XIX (Davis 2009), ya que han sido
numerosos los intentos de estandarizar dicha terminologia (Davis & Thompson 2000, Davis
& Thompson 2001, Richardson et al. 2000, Daehler 2001, Rejmanek et al. 2002, Colautti &
Maclsaac 2004, Occhipinti-Ambrogi & Galil 2004, Larson 2005, Blackburn et al. 2011). Al
transitar fuera de su rango nativo de distribucion, los individuos de una especie pueden
atravesar una secuencia de obstaculos para su reproduccion y dispersion que, eventualmente
superados, le permitirdn traspasar sus limites naturales. A los fines de evitar interpretaciones
ambiguas, en esta Tesis se utilizard la terminologia propuesta por Blackburn et al. (2011),
dado que adopta un criterio de clasificacion integrador y unificado, aplicable a toda clase de
invasion bioldgica mas alla del taxon, localizacion o estadio invasivo de la misma. El criterio
propuesto reconoce que el proceso de invasion puede dividirse en una serie de estadios, que
en cada estadio hay barreras que pueden ser superadas por una especie o poblacion para
pasar al siguiente estadio, que la especie puede clasificarse con diferentes términos
dependiendo de a cudl nivel del proceso de invasion haya llegado, y que las diferentes
estrategias de manejo aplican a diferentes niveles. Los términos propuestos por estos autores

se detallan representados graficamente en la Figura 1.2.1.1 y definidos en la Tabla 1.2.1.1.

De este modo, en concordancia con las definiciones de Blackburn ef al. (2011) y
con las “Guidelines for the Prevention of Biodiversity Loss caused by Alien Invasive Species”
propuestas por la IUCN (2000), a continuacion se explicitan las definiciones de los términos
que facilitaran la comprension de esta Tesis:

e Especie exdtica (no nativa, no indigena o fordnea): Es una especie, subespecie o taxén
inferior que ocurre fuera de su rango natural (pasado o presente) y de su potencial de
dispersion (es decir, fuera del rango que ocupa naturalmente o que no podria ocupar
sin la introduccién directa o indirecta mediada por humanos), y que puede sobrevivir
y reproducirse en el nuevo rango.

e Especie invasiva: Es una especie exotica que llega a mantener poblaciones estables en
una gran cantidad de nuevos habitats naturales o seminaturales y que a menudo

expande su rango.
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Terminologl'a: —] Exética / No nativa / No indigena / Foranea —>

”Especie...” <— Introducida <+ Establecida / Naturalizada —

<+ Invasiva —>

Estadio Transporte Introduccién Establecimiento Propagacion

Ambiente

©
=
©
—
oo
]
Q
O

Supervivencia
Reproduccion
Propagacion

Barrera

Cautiverio o cultivo

Invasion fallida “Auge y caida”

Manejo <4 Prevencién % <4 Contencién Mitigacion |

\ 4

<€4— Erradicacién

Figura 1.2.1.1: La propuesta de criterio de trabajo unificado de Blackburn et al. (2011) para las invasiones
bioldgicas. Diferentes colores representan distintos aspectos de las invasiones. Los bloques no rellenos describen
el movimiento de la especie a lo largo del criterio de denominacién respecto de las barreras. Los codigos
alfanuméricos asociados con las flechas se relacionan con la categorizacion de la especie con respecto al camino
de invasion definido en la Tabla 1.1.2.1. Esquema modificado de Blackburn et al. (2011).

Tabla 1.2.1.1: Categorizacion de poblaciones segtin el criterio unificado de Blackburn et al. (2011).

Categoria |Definicidn

A No transportada méas alla de los limites de su rango nativo
Individuos transportados mas alla de los limites de su rango nativo y en cautiverio o

Bl cuarentena.

- Individuos transportados mas alla de los limites de su rango nativo y en cultivo con medidas
para evitar su propagacion.

- Individuos transportados mas alla de los limites de su rango nativo y directamente liberados en
un nuevo ambiente.

co Individuos liberados en un nuevo ambiente pero incapaces de sobrevivir por un periodo
significativo.

C1 Individuos sobreviviendo en el nuevo ambiente pero sin reproduccidn.

- Individuos sobreviviendo en el nuevo ambiente, con reproduccidn pero sin poblaciones
autosustentables.

- Individuos sobreviviendo en el nuevo ambiente, con reproduccion y poblaciones
autosustentables.

D1 Poblaciones autosustentables en el nuevo ambiente, con individuos sobreviviendo a distancias
significativas del punto de introduccion inicial.
Poblaciones autosustentables en el nuevo ambiente, con individuos sobreviviendo y

D2 reproduciéndose a distancias significativas del punto de introduccion inicial.
Especie plenamente invasiva, con individuos propagandose, sobreviviendo y reproduciéndose

E en multiples sitios a lo largo de un mayor o menor espectro de habitatsy con extension de su
ocurrencia.

11



CAPITULO 1

Cabe ademas hacer una distincion entre dos términos que se utilizaran en esta
Tesis: uno es “invasividad” (en inglés, invasiveness) y el otro “invasibilidad” (en inglés,
invasibility). El primero puede definirse como la habilidad, o inhabilidad, de una especie para
colonizar nuevos ambientes. De éste termino deriva el adjetivo “invasivo/a”, que da cuenta
de esta habilidad en una especie en particular. A la inversa, la invasibilidad describe la
susceptibilidad de un ambiente a la colonizacion y establecimiento de nuevas especies
(Levine & D’Antonio 1999, Lonsdale 1999, Davis et al. 2000, Van Kleunen et al. 2010). Vale
aclarar que ninguno de estos términos refiere a una caracteristica estatica de las entidades de
las cuales dan cuenta, si no que se trata de cualidades que cambian en el tiempo y que se

describen en funcion de los contextos particulares en las cuales estas se desenvuelven.

1.2.2 - Breve historia de la Biologia de las Invasiones

Chew (2006, citado por Davis 2009), provee una detallada y meticulosa
explicacion del interés por las especies no nativas en Occidente. A modo de resumen, Chew
da cuenta de los trabajos que considera antecedentes de la actual disciplina de la Biologia de
las Invasiones citando investigaciones de los ultimos 250 afios. Sin embargo, argumenta
Chew, la disciplina no comenzd a formalizarse sino hasta el surgimiento de la Biogeografia a
mediados del siglo XIX. La descripcion llevada adelante por Alfred Rusell Wallace y Charles
Darwin de la biota mundial (junto con el trabajo de cientos de zo6logos y botdnicos) brindé
uno de los marcos conceptuales de trabajo y un conjunto de datos que llevé al surgimiento
de la moderna ciencia de la Ecologia. La division de la Tierra en regiones biogeogrdficas fue de
particular importancia. Identificadas originalmente por el ornitélogo inglés Philip Sclater
(1829 - 1913), el botdnico aleman Adolf Engler (1844 - 1930) y estudiadas por Wallace en su
libro “La distribucién geografica de los animales” (1876), se define a las regiones
biogeograficas como grandes extensiones con flora y fauna particular debido a su

aislamiento durante la deriva continental.

Entre fines del siglo XIX y la primera mitad del XX, sucesivos trabajos
introdujeron conceptos que mas adelante rescataria la moderna Biologia de las Invasiones.
Pero no fue hasta el trabajo clasico de Elton (1958) que la Biologia de Invasiones no obtuvo

un estatus de disciplina independiente, disociado por primera vez de la Ecologia y en

12



CAPITULO 1

proceso de construccion de un marco tedrico propio, que continiia generando herramientas

metodoldgicas y marcos tedricos aun hasta nuestros dias (Williamson 1996, Davis 2009).

1.2.3 - Prioridades actuales de la Biologia de las Invasiones

Luego del impulso dado por Elton (1958) a la disciplina y de la comprension
de la magnitud potencial de las problematicas vinculadas a la introduccion de especies, el
comité internacional SCOPE (constituido a fines de la década de 1960 para fijar pautas de
trabajo conjunto en torno a diversas problematicas ambientales), en su publicacion del afio
1989 “Biological Invasions: A Global Perspective” (Drake et al. 1989), estimul6 el campo de la

Biologia de las Invasiones con tres preguntas fundamentales (Mooney & Drake 1989):

e Acerca de la invasividad: ;Qué factores determinan si una especie sera invasiva o no?

e Acerca de la invasibilidad: ;Cudles son las caracteristicas del ambiente que lo hacen
vulnerable o resistente a las invasiones?

e Acerca de las medidas de control: ;De qué manera puede ser usado el conocimiento
adquirido al responder las anteriores dos preguntas para desarrollar estrategias

efectivas de control y manejo?

Mas recientemente, y luego de debates en torno a las preguntas fundamentales
de la disciplina, Davis (2009) cuestiona el sentido ecologico de la aproximacion dicotémica
que suponen las preguntas propuestas por SCOPE en 1989. Aunque las especies
recientemente introducidas y las residentes carezcan de una historia evolutiva comun, esto
no significa que deban ser categorizadas como diferentes. Cox (2004) noté las limitaciones de
una aproximacién que categoriza a las especies en nativas y no nativas, observando que
debido al cambio climatico global muchas especies nativas expanden su rango a regiones
adyacentes que a veces son de cientos de kilometros cuadrados. Cox concluye que
determinar cudles especies son nativas y cudles no es, frecuentemente, un emprendimiento
dificil de resolver. Asimismo, Willis y Birks (2006) y Warren (2007) también observaron que

la distincion entre lo que es nativo y no nativo es a menudo poco clara.
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En lugar de considerar a las especies invasoras y a las nativas como categorias
discretas, pueden ser vistas mejor como parte de un continuo, ambas con respecto a su
tiempo de residencia y el alcance de las interacciones evolutivas y ecoldgicas que hayan
mantenido con otros residentes de largo término. Davis (2009) se pregunta qué sucederia si
las especies no fueran etiquetadas como nativas y no nativas y, en su lugar, los ecologos
adoptaran una perspectiva mds cuantitativa que cualitativa, enfatizando el continuo mas que
en las categorias. ;Las investigaciones formularian preguntas diferentes a aquellas
propuestas mas arriba? En lugar de las tres preguntas citadas propuestas por SCOPE, tal vez

podrian proponerse otras tales como:

e ;Qué impacto genera en las comunidades y ecosistemas la adicion de nuevas
especies?

e Por qué algunas poblaciones permanecen relativamente estaticas por un periodo de
tiempo y luego, abruptamente, comienzan un periodo de expansion?

e ;Por qué algunas poblaciones aumentan a veces de tamafio y se diseminan
rapidamente por un periodo de tiempo para luego disminuir su tamafio y extension?

e ;De qué maneras las especies recientemente introducidas afectan ecoldgica y
evolutivamente a las especies residentes?

e ;Cémo impactan las especies residentes en la evolucion de las recientemente
introducidas?

e ;Qué combinaciones de caracteristicas y factores ambientales facilitan el
establecimiento y rdpida expansion de una nueva especie?

e ;Como podemos sacar ventaja de la introduccion de una nueva especie para aprender
mas acerca de los procesos ecologicos y evolutivos fundamentales, tales como el
establecimiento y expansion de poblaciones, ensamble de comunidades, su
adaptacidn, y la subsiguiente retroalimentacion entre los organismos y los procesos
fisicos de los ecosistemas?

e ;De qué manera las nuevas especies exacerban los problemas sanitarios, econdmicos
y/o ecoldgicos ya causados desde antes por los primeros residentes previos?

e ;De qué manera las nuevas especies crean nuevos problemas?
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Atun hoy, la mayoria de los trabajos en Biologia de las Invasiones adolecen de
esta mirada menos categorica. En la presente Tesis se intentara involucrar, en la medida de lo

posible, preguntas que provengan de ambos tipos de aproximaciones.

1.2.4 - Factores que influyen en la invasividad

Como se dijo en el punto anterior, una de las preguntas prioritarias de la
Biologia de las Invasiones es aquella relacionada con los determinantes de la invasividad. Es

decir, ;por qué hay especies mas invasivas que otras?

En sentido general, Perrings et al. (2010) identifican tres factores asociados al
aumento en el numero de especies invasoras a nivel mundial, factores extrinsecos a las
propias especies invasoras: la globalizacion (la integracion cada vez mads intima de los
sistemas econdmicos a nivel mundial), el cambio climatico global y los cambios en la
utilizacion de las tierras. Estos factores podrian dar cuenta de la tasa cada vez mas acelerada

de introduccion de especies a escala mundial.

En sentido particular, numerosos trabajos mantienen controversias acerca de
la importancia de distintos factores determinantes de la invasividad, intrinsecos a las
especies invasoras, al estudiar casos especificos de invasiones bioldgicas (Van Kleunen et al.
2010 y trabajos alli citados). Para ordenar dichos factores, estos pueden organizarse bajo los

siguientes tres topicos (Van Kleunen et al. 2010):

a) Factores relacionados con la historia particular de la introduccidn de la especie.
b) Factores relacionados con los caracteres de historia de vida propios de la especie.
¢) Factores relacionados con los procesos ecoldgicos y genético-evolutivos involucrados

en el evento de invasion.

Los estudios que indagan acerca de la historia particular de la introduccién se
preguntan, por ejemplo, de qué manera la invasividad estd asociada con eventos
contingentes como el niimero de individuos introducidos, el niumero de eventos sucesivos de

introduccion y factores geografico-econdmicos asociados a la introduccién (Lockwood et al.
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2005). Por su parte, los estudios acerca de los caracteres de historia de vida de la especie se
preguntan, por ejemplo, de qué manera la invasividad esta asociada con caracteristicas
adaptativas o relacionadas a la dispersion (por ejemplo: su ciclo de vida, cuidado parental de
las crias, tiempo de madurez sexual, hdbitos generalistas o especialistas) (Baker 1974).
Finalmente, los estudios de procesos ecoldgicos se suelen preguntar de qué manera la
invasividad estd asociada con las interacciones competitivas que la especie introducida
genera con las especies previamente establecidas (Crawley 1987), mientras que los estudios
sobre procesos genético-evolutivos se preguntan de qué manera la invasividad de las
especies esta asociada con la variacion genética de caracteres fenotipicos de las poblaciones
introducidas y con la evolucion de habilidades competitivas en el rango geografico donde
son introducidas (Blossey & No6tzold 1995, Hanfling 2007). Estos son solo algunos ejemplos
de las hipotesis que se ponen a prueba en la busqueda de causas de la invasividad (para un
resumen de las hipdtesis desarrolladas en este sentido, ver Hufbauer & Torchin 2007,

Catford et al. 2009).

A continuacion, se presenta un resumen de los estudios realizados en torno a
los tres factores citados en el parrafo anterior, que se relacionan con la invasividad de Z.

indianus.

1.3 - Zaprionus indianus: Antecedentes

Zaprionus indianus Gupta (1970) (Figura 1.3.1), es un drosofilido originario de
la region Afrotropical que recientemente ha invadido el continente americano. Se registrdé su
presencia por primera vez en el estado de San Pablo en Brasil (Vilela 1999), y posteriormente
en otras regiones de Brasil (De Toni 2000), y en paises como Uruguay (Goni et al. 2001),
Panamd y los Estados Unidos (Van der Linde et al. 2006), y mas recientemente en la

Argentina (Soto et al. 2006).
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Figura 1.3.1: Vista de dos ejemplares de Z. indianus (aumento 10x). a) Vista lateral de un macho. b) Vista dorso-
lateral de una hembra.

1.3.1 - Historia de la invasién intercontinental de Zaprionus
indianus

La hipotesis mds aceptada sobre el origen de Z. indianus es que ésta se origind
en Africa (Tsacas et al. 1981, 1985, David et al. 2006a, David et al. 2006b, Yassin et al. 2008a,
Yassin et al. 2008b), aunque hay otras hipoétesis al respecto (ver 1.3.1.1). Puede considerarse a
Z. indianus como una de las especies invasoras mas exitosas de su género. A partir de la
rapida expansion geografica de esta especie se han formulado muchas hipdtesis sobre los
procesos involucrados en esta invasion. Yassin et al. (2008b) estudiaron la distribucién de
haplotipos mitocondriales de los genes COI y COII en 23 poblaciones geograficas distintas de
Z. indianus y detectaron dos linajes filogenéticos diferentes dentro de esta especie. El linaje I
incluia a las poblaciones africanas, dando soporte al origen africano de esta especie, mientras
que para el linaje II se observo un patrén filogenético distinto. El linaje II estd conformado
por las poblaciones del Atlantico (el continente americano y la isla Madeira localizada en la
costa atlantica africana) quienes detentan una mayor cercania filogenética a las poblaciones
africanas ancestrales que a aquellas del Este (Madagascar, Medio Oriente y la India). Esta
observacion indica que Z. indianus atraveso dos radiaciones independientes: una primera
radiacién en la cual se propagé desde Africa del Este hacia el Oriente (Asia), y otra radiacién

mas reciente en la cual se propago hacia el Oeste (América, a través del Atlantico). Ambas
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radiaciones presentan caracteristicas distintivas en cuanto a los patrones y duraciéon del

proceso de invasion.

1.3.1.1 - La colonizacion de Asia

La colonizacion de Asia pudo haber ocurrido tan solo treinta afios atras (David
et al. 2006a), basado en la descripcién de Gupta (1970) usando especimenes tipo provenientes
de la India, o pudo haber ocurrido hace siglos (Karan et al. 2000). Mas ain hay autores que
incluso llegaron a afirmar que Z. indianus era endémico, y por lo tanto originario, de la India
(Gupta 1970) y Pakistan (Shakoori & Butt 1979). Con referencia al origen asidtico de esta
especie, los datos del tamafio del genoma parecian apoyar esta hipotesis. En varios
drosofilidos, la colonizacion de nuevos ambientes llevd a un incremento en el tamano del
genoma a través del aumento en la transposicion de elementos moviles (Biemont & Vieira
2005). El tamanfio del genoma de Z. indianus estimado por citometria de flujo va desde 0,601
pg en poblaciones de la India a 0,630 pg en poblaciones de Africa y 0,635 pg en poblaciones
de Brasil (Nardon et al. 2005). De acuerdo a los autores de este trabajo, el menor tamafio del
genoma de poblaciones indias sugiere un posible origen asiatico de este drosofilido. Cabe
destacar que entre los diferentes marcadores estudiados a la fecha, el tamafio del genoma es
el tinico que sugiere un origen no africano para Z. indianus. Yassin et al. (2008b) sugieren que
el tamafio menor del genoma en poblaciones de la India puede ser el resultado de un efecto
demografico ocurrido durante la reciente ocupacion de la regiéon Paleartica, por lo que la

hipdtesis del origen africano de esta especie es la mas aceptada en la actualidad.

Quedan preguntas, sin embargo, en relacién a la menor invasividad que Z.
indianus presento en la region Paleartica en relacion a la mas reciente invasion de la region
Neotropical. Por ejemplo, mientras que en América la propagacion de esta especie fue
extremadamente rdpida (en aproximadamente seis afios desde San Pablo, Brasil, hasta
Florida, Estados Unidos), le tomé mads de cuarenta afios propagarse desde la India hasta
Egipto, siendo que la distancia que separan estos dos pares de puntos es practicamente la

misma (aproximadamente 6400 km).
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1.3.1.2 - La colonizacion de América

Vilela (1999) reportd por primera vez la presencia de Z. indianus en
Sudamérica, a partir de un muestreo en frutos de caqui (Diospyros kaki) realizado en la
localidad de Santa Isabel, estado de San Pablo, Brasil. Al mismo tiempo, la especie se colecto
en otras tres localidades de este estado (Ribeirao Preto, San José de Rio Preto, y Valinhos) y
en el Distrito Federal (Vilela et al. 2001). Segiin Commar et al. (2012), los autores de estos
trabajos propusieron dos hipdtesis acerca de la introduccidon de esta especie en Brasil. La
hipdtesis menos probable sostiene que algunos especimenes pudieron haberse escapado del
stock de drosofilidos del Drosophila Species Resource Center en Austin, Texas, Estados
Unidos. La segunda hipotesis propone que la introduccion ocurrié de manera directa a
través del transporte aéreo de alimentos contaminados desde Africa a San Pablo. Una
hipdtesis alternativa al ingreso de Z. indianus al continente americano via San Pablo (tercera
hipdtesis), fue propuesta por Galego y Carareto (2007) como parte de su andlisis de
polimorfismos de esterasas. Estos autores propusieron que la introduccion ocurrié a través
del transporte maritimo por el Puerto de Santos (este puerto es un sitio probable, dada su
importancia comercial para Brasil, ya que el 25% de los productos importados a Brasil pasa
por este puerto). De acuerdo a la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO 1997), el mercado global de frutos se increment6 un 13% en el periodo
de 1985 a 1995. El volumen de frutos transportados y los requerimientos especiales para la
preservacion significan que la mayor parte del comercio de frutos se realiza por transporte
maritimo (Franga & Gondin 1999). De acuerdo a datos del Instituto Brasileio de Frutos
(IBRAF 2000-2001), Brasil importa principalmente manzanas (Malus domestica), cerezas
(Prunus sp.), uvas (Vitis sp.), kiwi (Actinidia deliciosa), durazno (Prunus persica), peras (Pyrus
communis) y ciruelas (Prunus sp.). Las importaciones brasilenias mostraron un significativo
incremento desde 1970 a 1990, incluyendo importaciones desde el continente africano. En el
momento de la aparicidon de Z. indianus en Sudamérica, Brasil mantenia tratados de comercio
bilaterales con la mayor parte de los paises de Africa (Ministerio de Relaciones Exteriores de
Brasil 2007), especialmente con Sudafrica, desde donde importa minerales y productos de la
agricultura, incluyendo uvas (Ministerio de Desarrollo de Brasil 2007). La importancia del
comercio de frutos para la diseminacion de esta especie en Brasil fue inicialmente sugerida

por Tidon et al. (2003). La posterior expansion de Z. indianus al resto del estado de San Pablo
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pudo ser ocasionada por el comercio de frutos basados en transporte automotor (Galego &
Carareto, 2007). De cualquier manera, todas las hipdtesis del origen de las poblaciones
americanas coinciden al sefialar a Africa como fuente de esta colonizacién. Un estudio de
polimorfismo cromosdmico apoya el origen africano de los propagulos fundadores de Z.
indianus (Ananina et al. 2007). En efecto, solo la inversion cromosomica In(II)A, una de las
mas frecuentes en poblaciones de la India (Gupta & Kumar 1987), fue detectada en

poblaciones brasilefias, pero con una muy baja frecuencia.

De las tres hipdtesis planteadas respecto a la via que permitié que Z. indianus
colonizard América, indudablemente tanto la segunda como la tercera hipdtesis son las mas
plausibles considerando que datos de marcadores morfoldgicos, ecologicos y genéticos
indican que la poblaciéon fundadora era bastante grande y genéticamente diversa, datos
contrastantes con la baja diversidad genética que mantienen las lineas mantenidas en stock
durante tiempos prolongados (David et al. 2006a, Ananina et al. 2007, Galego & Carareto
2007). No obstante, mas alla de la manera en la que Z. indianus fue introducida, lo cierto es
que expandidé su rango rapidamente: en poco menos de dos afios a partir de su primera
descripcion en Brasil (Vilela 1999) este drosofilido estuvo presente en practicamente todos
los estados de este pais. En efecto, Z. Indianus fue detectada en Santa Catarina (Toni et al.
2001) y otras areas del cerrado y del Medio Oeste brasilefio (Tidon et al. 2003). En 2000, la
especie alcanz6 Rio Grande do Sul (Castro & Valente 2001), Rio de Janeiro (Loh y Bitner-
Mathé 2005) y Uruguay (Goni et al. 2001, Gonii et al. 2002). En 2001, se registro la presencia de
esta especie en distintas localidades de Minas Gerais (Kato et al. 2004, David et al. 2006a), y en
2002 fue hallada en varios estados del Noreste (Mattos-Machado et al. 2005). La especie llegd
al estado de Tocantins y al norte de Brasil en 2003 (Santos et al. 2003) y ese mismo afio fue
registrada su presencia en Panama. En 2005, Z. indianus fue detectada en Estados Unidos
(Estado de Florida, van der Linde ef al. 2006) y en la Argentina (Provincia de Misiones, Soto
et al. 2006). En el afo 2006, es decir al afio siguiente de haber sido colectada por primera vez
en Estados Unidos en la costa este, Castrezana (2007) informo acerca de la presencia de esta
especie en la costa oeste de los Estados Unidos (San Diego, California). En nuestro pais, Z.
Indianus ya se encontraba en el 2007 en al menos cinco provincias del norte argentino:

Corrientes, Misiones, Chaco, Formosa y Tucuman (Lavagnino et al. 2008). Esta rapida y
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amplia propagacion geografica es indicadora de la gran facilidad con la que Z. indianus
puede colonizar nuevas dreas. Cabe aclarar que, si bien las fechas citadas en las que se
describié la presencia de Z. indianus en los diferentes sitios no necesariamente son las
mismas que la secuencia temporal real de la invasién, pueden tomarse como buenos
estimadores de la historia de la expansion de su rango dado que diferentes grupos de

investigacion realizan campafias de colecta de otros drosofilidos de manera regular.

La Figura 1.3.1.2.1 muestra informacion actualizada sobre la distribuciéon de Z.
indianus. (Van der Linde 2016) y las probables fechas de colonizacion. Dada su distribucion

actual se la considera semi-cosmopolita (Vilela 1999, Tidon et al. 2003, da Silva et al. 2005).

Figura 1.3.1.2.1: Rutas de migracién de Z. indianus en su invasion a nivel mundial. En rojo, las rutas basadas en
estudios citados en este capitulo. El drea sombreada muestra la distribuciéon confirmada de Z. indianus (Van der
Linde 2016). Para mas informacion visitar el sitio web
http://www kimvdlinde.com/professional/Zaprionus%?20distribution.php. Modificado de Commar ef al. (2014).

La rapida expansion de Z. Indianus, sus caracteristicas ecoldgicas y la escasez
de informacién sobre la misma, motivaron un creciente interés en esta especie por dilucidar

las caracteristicas bioldgicas relacionadas con su invasividad.
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1.3.2 - Caracteres de historia de vida de Zaprionus indianus
relacionados con su invasividad

Los caracteres de historia de vida son caracteristicas particulares relacionadas
al ciclo de vida de un organismo, y pueden ser imaginados como diversas formas de las
categorias mas amplias de crecimiento, reproduccion y supervivencia. Es decir, estos
caracteres interactian para determinar el fitness de un individuo, de modo que dichos
caracteres estdn asociados al crecimiento, reproduccién y supervivencia. Ejemplos de
algunos de los principales caracteres de historia de vida incluyen la edad al primer evento
reproductivo, el tiempo de desarrollo en hospedadores, la tasa de crecimiento, el namero y
tamano de las crias y muchos mds. Los caracteres de historia de vida que potencialmente
serian un factor relevante en la invasividad de una especie han despertado un enorme interés
en la comunidad académica y en organizaciones gubernamentales y privadas dedicadas a la

salud y economia (Sakai et al. 2001, Allendorf & Lundquist 2003).

Dado que Z. indianus es una especie que utiliza como sitio de oviposicion,
desarrollo larvario y alimentacion del adulto frutos en descomposicion de plantas de
numerosas especies (Lachaise & Tsacas 1983, Schmitz et al. 2007, Lavagnino et al. 2008),

puede clasificarse como una especie generalista polifaga (Aluja & Mangan 2007).

Otro aspecto importante respecto a la historia de vida de Z. indianus esta
referida a las condiciones de temperatura que requiere la misma para su normal desarrollo.
Esta especie se cria facilmente a 31 °C (Amoudi ef al. 1991, Karan et al. 1999, Araripe et al.
2004, Loh et al. 2008) pero presenta sensibilidad al frio. En este sentido, Araripe et al. (2004)
demostraron que la viabilidad de las gametas de Z. indianus es dependiente de la
temperatura, tanto que temperaturas ambientales muy bajas llevan a la esterilidad
masculina. Si el desarrollo ocurre a 15 °C, todos los machos serdn estériles. Esta dréastica
reduccién en las capacidades reproductivas podria explicar por qué Z. indianus no se
encuentra en regiones de altas latitudes, como fue reportado por Chassagnard y Kraaijeveld
(1991) y por Gonii et al. (2001, 2002), pero al mismo tiempo permite entender el por qué de su

alta invasividad en el Nuevo Mundo.
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La duracion de de los distintos estadios de su ciclo de vida holometabolo a 25
°C son: estadio de huevo = 1,28 + 0,11 dias; larval = 10,34 + 1,77 dias; pupal = 5,50 + 1,41 dias
y del ciclo completo huevo-adulto = 16,78 + 2,97 dias (Amoud et al. 1991, Stein et al. 2003). No
presenta diferencias de longevidad entre machos y hembras, pero se sabe que los individuos
aislados en tubos en laboratorio tienen una esperanza de vida menor (25,96 + 17,64 dias) que
aquellos a los que se les permite vivir en cultivos colectivos (48,95 + 17,24 dias) (Stein et al.

2003).

1.3.3 - Procesos ecoldgicos y genético-evolutivos relacionados con
la invasividad de Z. indianus

Numerosos estudios se enfocan en establecer aspectos ecoldgicos (es decir, la
descripcion de las relaciones entre organismos y con el medio) que predisponen a una
especie a colonizar nuevas dreas asi como a una rapida expansion poblacional (Tsutsui &
Suarez 2003, Perderau et al. 2015). En cuanto a las caracteristicas ecoldgicas de Z. indianus
relacionadas con su invasividad, los trabajos hasta la fecha han estudiado principalmente dos
aspectos: la explotacién de los recursos y las relaciones interespecificas. Z. indianus es una
especie generalista que usa una variedad de frutos domésticos y no domésticos como sitio de
cOpula y oviposicion (Lachaise & Tsacas 1983, Schmitz et al. 2007, Lavagnino et al. 2008). En
Brasil, Z. indianus adoptdé un comportamiento nunca antes visto en drosofilidos,
especificamente se observo la colonizacién de frutos no maduros, haciéndolos no
consumibles por humanos y causando dafios econémicos de gran alcance (Castro & Valente
2001). Aunque no se considera una plaga en su lugar de origen, la invasion de Brasil por este
drosofilido ha devenido en pérdidas agricolas. En 1999, Z. indianus fue responsable de la
pérdida del 40% de la cosecha de higos (Ficus carica) en la principal region productiva del
estado de San Pablo (Stein et al. 2000). Como resultado, Z. indianus fue clasificada como plaga
por primera vez, aunque este comportamiento pudo haber sido un tinico evento aislado que
caracterizd la introduccion de Z. indianus dentro de Brasil (Van der Linde et al. 2006).
Respecto a otras caracteristicas ecologicas que favorecen la invasividad de Z. indianus,
Galego y Carareto (2005) evaluaron los tipos de interacciones interespecificas que esta
especie mantiene con especies previamente establecidas. Estos autores investigaron las

habilidades competitivas larvales entre Z. indianus y otros dos drosofilidos con los que co-
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ocurre en el estado de San Pablo (Brasil), hallando efectos perjudiciales significativos de la
presencia de residuos de Z. indianus en el medio de cria larval sobre caracteres adaptativos
de las otras especies. Galego y Carareto (2005) sugieren que el monitoreo de estas
interacciones a lo largo del tiempo sera importante para evaluar la dindmica evolutiva y el

impacto de esta especie en las comunidades que ha colonizado.

Respecto a los estudios que se enfocaron a analizar las caracteristicas genéticas
de las invasiones bioldgicas, la gran mayoria de los mismos se orientaron a cuantificar la
variacion genética que detentan los propagulos en las nuevas areas colonizadas. La seleccién
natural es un proceso que requiere de variacion genética como materia prima para poder
ocurrir en un ambiente determinado. En algunos casos, la casi ausencia de variacion genética
producto del bajo nimero de individuos que logran colonizar la nuevo area (efecto cuello de
botella) restringen la posibilidad de un proceso adaptativo (dado por seleccion natural)
exitoso (Keller & Taylor 2008, Dlugosch & Parker 2008). La supervivencia y adaptacion en las
especies invasoras en estos contextos poco favorables para que sucedan dichos procesos ha
sido denominada la paradoja de la Biologia de Invasiones (Allendorf & Lundquist 2003):
cdmo es posible que las especies invasoras, con los inconvenientes de su falta de diversidad
genética, puedan resultar exitosas frente a las especies nativas, que tienen adaptaciones al
ambiente en el cual se desarrolla el proceso de invasion. Una respuesta obvia a esta pregunta
es que la proporcidn de invasiones biologicas exitosas es casi imposible de establecer ya que
se desconoce la cantidad de eventos fallidos. Sin embargo, hay descriptos numerosos casos
de invasiones exitosas que se explican por al menos tres mecanismos que reducen o
enmascaran la pérdida de variacion: multiples colonizaciones, variacion genética criptica y
plasticidad fenotipica. Las multiples colonizaciones han sido el proceso mas frecuentemente
mencionado para solucionar la ausencia de variacion genética (Allendorf & Lundquist 2003,
Kolbe et al. 2004). Si bien hay evidencias que muestran que multiples eventos de invasion no
serian indispensables para asegurar el éxito de la invasion por incremento de la variacién
genética (ver Dlugosch & Parker 2008). En cuanto a la variacion genética criptica, es decir la
componente de la variacion genética epistatica que esta oculta y que se manifiesta en el
fenotipo por procesos de descanalizacién como resultado de estrés genético y ambiental

(Gibson & Dworkin 2004, Le Rouzic & Carlborg 2008, Lavagnino & Fanara 2016), se ha
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observado que en algunos casos se transforma en variacion genética visible, compensando de
esta manera la pérdida de variacion esperable en un cuello de botella (Zeisset & Beebee
2003). Loh & Bitner-Mathé (2005) discuten la posibilidad de que una liberacion de variacion
genética criptica al momento de instalacion de propagulos colonizadores de Z. indianus
podrian explicar los altos niveles de variacion genética aditiva observable en las poblaciones
invasoras del continente americano. Finalmente, hay estudios que mostraron que la
plasticidad fenotipica favoreceria la colonizacion de nuevos ambientes (Hulme 2008, Zenni et
al. 2014). Plasticidad fenotipica se define como el grupo de fenotipos que expresa un dado
genotipo frente a cambios ambientales (Schlichting & Pigliucci 1998). Esta caracteristica
especial estaria asociada a la posibilidad de explorar ambientes heterogéneos con un mismo
genoma dando como resultado una gran capacidad de adaptarse a nuevos escenarios. Por
esto, la plasticidad fenotipica, que tradicionalmente se define para un genotipo particular,
puede exhibir patrones tanto a nivel poblacional como a nivel de especie cuando se analizan
como un todo (Gianoli 2004). Estudios sobre plasticidad fenotipica en Z. indianus se han
centrado principalmente en las respuestas plasticas causadas por la temperatura en
genotipos muestreados en su rango invasor (Karan et al. 1999, Loh et al. 2005, David et al.
2006, Loh et al. 2008, Bitner-Mathé & David 2015), hallando niveles considerables de

plasticidad fenotipica debida a la temperatura.

Otro aspecto genético relacionado con la capacidad de una especie de
colonizar exitosamente nuevas areas es el analisis de la variacidn en caracteres cuantitativos,
en tanto se constituyen como un buen indicador de la cantidad de variacion genética en una
especie. Asimismo este pardmetro estaria relacionado con la habilidad de una dada especie
en utilizar una amplia diversidad de recursos. Loh y Bitner-Mathé (2005) detectaron
variacion significativa del tamano y forma del ala en poblaciones de Z. indianus de Rio de
Janeiro lo cual sugeriria que la poblaciéon colonizadora no habria sufrido pérdida de
variacion genética como consecuencia de la invasion . Posteriormente, David et al. (2006a)
analizaron tres caracteres cuantitativos (tamafio de ala, tamafio de térax y nimero de quetas
esternopleurales) en poblaciones africanas, indias y brasilefias de Z. Indianus, encontrando
variacién clinal en poblaciones de la India, que fue menos marcada en poblaciones de Africa,

y no detectada en poblaciones de Brasil, aunque en estas tltimas se encontraron diferencias
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fenotipicas significativas entre linajes. Basandose en estos datos, los autores sugieren que los
propagulos que colonizaron Brasil fueron numerosos y que contenian la suficiente variacion
genética para prevenir un efecto cuello de botella. Los autores también sugirieron que la
colonizacion era bastante reciente, lo que explicaria la ausencia de variacion clinal en
caracteres cuantitativos. Analisis del tamafo corporal promedio sugirieron, ademas, que el
origen de los propagulos fundadores era probablemente sudafricano (David et al. 2006a). En
este sentido un estudio de polimorfismo cromosémico también sostiene la hipdtesis acerca
del origen africano de los propagulos fundadores de Z. indianus (Ananina et al. 2007). En
efecto, solo la inversion cromosdmica In(II)A, una de las mas frecuentes en poblaciones de la
India (Gupta & Kumar 1987), fue detectada en poblaciones brasilefias, pero con una muy baja
frecuencia. Sin embargo, Ananina et al. (2007) también mostraron que las poblaciones
brasilefias contenian otras cinco inversiones no detectadas en poblaciones de la India. De este
modo, la alta tasa de polimorfismos de inversion en poblaciones de Brasil, junto con el hecho
de que pocos de ellos eran compartidos con poblaciones de la India, indican que los
propagulos fundadores debieron ser numerosos y/o que se produjeron multiples

colonizaciones y que los migrantes no provenian de poblaciones de India.

Los andlisis de diversos marcadores moleculares contribuyeron
considerablemente a entender tanto la introduccién de Z. indianus en América como posibles
mecanismos genético-fisioldgicos relacionados con la capacidad invasora de esta especie
(Commar et al. 2014). Las aloenzimas esterasas fueron los primeros marcadores utilizados
con este fin. Galego et al. (2006) describieron seis loci codificantes para esterasas en Z.
indianus, cuatro de los cuales codifican o-esterasas y dos que codifican p-esterasas. Dos de
estos loci, Est-3 (con cuatro alelos) y Est-2 (con dos alelos), fueron polimorficos. Este
polimorfismo apoya la hipdtesis de que Sudamérica fue colonizada por un gran nimero de
propagulos. Mattos-Machado et al. (2005) también analizaron polimorfismos de cinco loci de
aloenzimas (Acp, Pgm, Idh, Hk and Est-3) en poblaciones brasilefias, asiaticas y africanas de
Z. indianus y detectaron un bajo Fsr entre las poblaciones de Brasil, lo que sugiere una
colonizacién por un solo propagulo con una subsecuente expansion rapida. Los estudios de
aloenzimas indican que la distribucion de la variacion genética del locus de la a-esterasa 3 en

Z. indianus estd influenciada por la seleccidon natural, incluyendo seleccion por insecticidas y
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seleccion producidos por variaciones climaticas (Galego & Carareto 2007, Galego & Carareto
2010). La plasticidad en la distribucion de las frecuencias de alelos para el locus Est-3 puede
haber contribuido de igual manera a la propagacion exitosa de este organismo,
especialmente en el continente americano, dado que las esterasas desempenan multiples
funciones esenciales en insectos. Finalmente, las investigaciones realizadas por Stein et al.
(2003) y Setta y Carareto (2005) contribuyeron significativamente a comprender la dindmica
adaptativa en cuanto a la variacion que exhiben distintos componentes asociados al fitness
tanto en estadios tempranos (tiempo de desarrollo) como tardios (longevidad). Los
resultados de estos estudios indicaron que Z. indianus es una “estratega r” de la colonizacion

de nuevos ambientes, que es tipica de los invasores biologicos.

1.3.4 - Zaprionus indianus en la Argentina

Como ya se menciond anteriormente, la presencia de Z. indianus en la
Argentina fue confirmada por primera vez por Soto et al. (2006) en el Parque Provincial
Cafiadon de Profundidad, de la provincia de Misiones. El primer estudio geograficamente
extenso sobre la distribucién y uso de recursos de Z. indianus en este pais fue realizado por
Lavagnino et al. (2008), donde los autores confirman la presencia de la especie en once
localidades del norte argentino, mds precisamente en las provincias de Corrientes, Misiones,
Chaco, Formosa y Tucuman. Entre ellas, por observaciones realizadas durante el desarrollo
de la presente Tesis, las localidades de Montecarlo (Misiones) e Ituzaingd (Corrientes)

demostraron mantener poblaciones estables de la especie invasora.

De esta manera, las poblaciones de la Argentina (Lavagnino et al. 2008) y de
Uruguay (Goni et al. 2001) serian las mds australes de la distribucion conocida de Z. indianus
en la regién Neotropical. Desde esta perspectiva, resulta interesante preguntarse si los
procesos histdricos, ecoldgicos y evolutivos que ocurren en los limites de la distribuciéon
geografica de una especie invasora son comparables a aquellos que ocurren en los centros de

dispersion o bien si presentan caracteristicas distintivas.
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1.3.5 - Preguntas de esta Tesis

Con el fin de realizar un andlisis general de los procesos aspectos
biogeograficos, historico-demograficos, ecoldgicos y genético-evolutivos que pudieran estar
relacionados a la alta invasividad de Z. indianus en el continente americano, y mas
especificamente en la Argentina, en este trabajo realizamos analisis de estos factores

guidndonos con las siguientes preguntas organizadas segun el criterio presentado en 1.2.4.

- Historia de la introduccién: ;Cual es la distribucién actual de Z. indianus en la
Argentina? ;Es posible establecer caracteristicas de los propagulos fundadores y de la
historia de su propagacion hacia nuestro pais? (Capitulos II, IIl y IV).

- Caracteres de historia de vida de la especie: ;De qué manera los caracteres de historia
de vida de Z. indianus podrian estar influyendo en su invasividad en la Argentina?
(Capitulos IVy V).

- Procesos ecoldgicos y genético-evolutivos: ;Presenta Z. indianus relaciones con las
especies previamente establecidas que podrian influir en su invasividad en nuestro
pais? ;De qué manera la variacion genética intrapoblacional e interpoblacional de
caracteres adaptativos de Z. indianus podrian estar influyendo en su invasividad en la

Argentina? (Capitulos IV y V)

1.4 - Objetivos generales de esta Tesis

Teniendo en cuenta las preguntas detalladas anteriormente, el objetivo general
de esta Tesis de Doctorado es contribuir a la caracterizacion de la invasién de Z. indianus al
continente americano, en particular a la Argentina, haciendo foco en aspectos genético-

poblacionales y ecologicos que pudieran asociarse con su alta invasividad.

Del objetivo general se desglosan los siguientes aspectos a analizar en esta Tesis:

i) Descripcion  biogeografica: Realizar una caracterizacion biogeografica

(distribucion y abundancia) de Z. indianus en la Argentina (Capitulo II).
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Historia de la introduccion: Describir y caracterizar los niveles de estructuracion
poblacional, de variacion genética mitocondrial y de la historia demografica de Z.
indianus en la Argentina. (Capitulo III).

Procesos genético-evolutivos y caracteres de historia de vida: Estudiar los
patrones particulares de variacion genética y de plasticidad fenotipica a nivel
intrapoblacional e interpoblacional en caracteres fenotipicos de poblaciones
invasoras de Z. indianus en el norte argentino y discutir qué aportes hacen la
descripcion de estos patrones a la comprension de su invasion en el continente
americano (Capitulo IV).

Procesos ecoldgicos y caracteres de historia de vida: Establecer la existencia de
relaciones interespecificas entre Z. indianus y drosofilidos preestablecidos en la

Argentina que pudieran relacionarse con su invasividad. (Capitulo V).
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CAPITULO I

CARACTERIZACION DEL USO DEL
HOSPEDADOR, DISTRIBUCION Y ABUNDANCIA
DE ZAPRIONUS INDIANUS EN EL SUR DE SU
DISTRIBUCION EN AMERICA

2.1 - Introduccién

Al momento de llevar adelante los diferentes estudios en los que se basa la
presente Tesis, datos previos habian demostrado que Zaprionus indianus es una especie con
una importante capacidad invasiva, que utiliza como sustrato de alimentacion y cria al
menos 73 tipos de frutos de 31 familias de plantas, tanto nativas como introducidas en Africa
(Lachaise & Tsacas 1983, Schmitz et al. 2007); y también, que recientemente se la detect6 en
nuestro pais (Soto et al. 2006, Lavagnino et al. 2008). La propuesta de este capitulo es realizar
una descripcion general de la distribucion geografica y de los recursos frutales utilizados

como hospedadores larvales y como alimento por Z. indianus en nuestro pais.

Dicha descripcidon se realiza para tener un panorama general de aspectos
biologicos de la invasion de Z. indianus al extremo sur de su distribucion. Esto en primer
lugar permite conocer en mayor profundidad aspectos ecoldgicos y biogeograficos de la
invasion y en segundo lugar proporcioné informacion acerca de aspectos fundamentales de
este evento de invasidn que sirvieron para plantear las preguntas e hipotesis de los capitulos

siguientes, enmarcados en la realidad ecologica y biogeografica de la especie.

2.1.1 - Abundancia y variacién estacional de Zaprionus indianus
en poblaciones brasilefias

Estudios de la distribuciéon de Z. indianus en Brasil han mostrado variacion en

la abundancia de esta especie entre distintos ecosistemas. Tidon et al. (2003) analizaron al
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abundancia de Z. indianus en el cerrado y en los bosques riberefios de Brasil y encontraron
una mayor abundancia en el cerrado durante los periodos lluviosos en tanto que Ferreira y
Tidon (2005) mostraron que Z. indianus, conjuntamente con Drosophila simulans, fueron las
especies mas abundantes en el ambiente urbanizado de Brasilia. Por otro lado, la abundancia
de esta mosca en los bosques de mangle fue mayor que en el bosque pluvial del Atlantico
pero menor que en el cerrado (Tidon et al. 2003) o en los ambientes urbanos (Ferreira &

Tidon 2005, da Silva et al. 2005).

De acuerdo a Tidon (2006), algunas especies de drosofilidos son
extremadamente estacionales y solo aparecen en momentos particulares del afo. En el
estudio citado, las altas frecuencias de Z. indianus fueron registradas durante las estaciones
de mayor temperatura media (primavera y verano), mientras que los registros mas bajos se
realizaron durante el otono e invierno, para incrementarse nuevamente en la primavera. Un
comportamiento similar fue observado por da Silva et al. (2005) en tres parques urbanos de
Porto Alegre en donde Z. indianus mostré las maximas frecuencias, comparadas con las de
otros drosofilidos, durante las estaciones de mayor temperatura media aunque la frecuencia
cala consistentemente durante el otofio e invierno para volver a subir de nuevo durante la
primavera. Tanto Tidon et al. (2003) como da Silva et al. (2005) sugieren que la habilidad para
vivir en ambientes asociados con humanos y la capacidad de restituir sus altos niveles
poblacionales bajo condiciones favorables son factores que contribuyen a la expansion de

esta especie y la colonizacion de nuevas areas.

2.1.2 - Objetivos e hipétesis

En base a lo expuesto, en este capitulo se llevaron a cabo andlisis tendientes a

desarrollar el primer objetivo general de esta Tesis, a saber:

- Realizar una caracterizacién biogeogrifica (distribucion y abundancia) de Z. indianus en la

Argentina.

Para ello, se trabajo con las siguientes hipotesis:
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Z. indianus mantiene poblaciones estables en regiones del norte de la Argentina.

Z. indianus es la especie de drosofilido de mayor abundancia relativa en aquellas
poblaciones argentinas donde se encuentra.

Tal como se ha reportado en la bibliografia para otras regiones, Z. indianus presenta
habitos generalistas (es decir, que utiliza como recurso de cria larval numerosos tipos
de fruto) en las poblaciones mas australes de su distribucion en el continente
americano.

Las poblaciones donde se encuentra Z. indianus presentan fluctuaciones estacionales
en las abundancias relativas de drosofilidos.

Dichas poblaciones presentan sus mayores abundancias relativas de Z. indianus en las

estaciones mas calidas, al tratarse de una especie tropical.

2.2 - Materiales y métodos

2.2.1 - Las poblaciones estudiadas

Los estudios que se presentan en esta Tesis se realizaron con moscas

provenientes de distintas poblaciones naturales de la Argentina. Estas poblaciones

pertenecen a diferentes regiones fitogeograficas, segun la descripciéon de Cabrera (1976),

donde estan presentes una gran variedad de plantas con fruto hospedadoras.

A continuacion, se presenta una descripcion de los sitios de muestreo. La

localizacion geografica se presenta en la Figura 2.2.1.1 mientras que los datos biogeograficos

y climaticos se muestran en la Tabla 2.2.1.1:

- Dos localidades se muestrearon en tres oportunidades entre los afios 2008 y 2009 (ver

2.2.2.1), dado que se habia confirmado en ellas la presencia de poblaciones estables de Z.

indianus (Lavagnino et al. 2008) y dichos muestreos se utilizaron para estimar las

variaciones anuales en la abundancia de esta especie. Las localidades fueron:

1) Ituzaingd, provincia de Corrientes. Pertenece a la region fitogeografica Paranaense.

El sitio de muestreo es un terreno del Hogar de Ninos Filadelfia, ubicado en las

margenes del rio Parand, en el kilémetro 1275 de la Ruta Nacional 12, distante 15 km
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del centro de la localidad de Ituzaingd, donde se mantiene una plantacién de arboles
de mango (Mangifera indica) de alrededor de 1 ha.

Montecarlo, provincia de Misiones. Pertenece a la region fitogeografica Paranaense.
El sitio de muestreo es el campo Laharrague, dependiente de la Estacion
Experimental Agropecuaria del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA) de Montecarlo. Consta de una superficie de 30,5 ha de las cuales 21 estan
implantadas con citricos, 8 estan cubiertas con cortinas forestales perimetrales
implantadas y fajas con bosque nativo y 1 lote de introduccion y cultivo de frutales

subtropicales.

- Ademas, abarcando un 4rea geograficamente mas extensa, se incorporaron otras nueve

localidades con el fin de lograr una comprension mas precisa de las regiones en las que se

encuentra y de la diversidad de frutos que explota Z. indianus. Dichas poblaciones fueron:

3)

4)

5)

Itati, provincia de Corrientes. Pertenece a la region fitogeografica Chaquena. El sitio
de muestreo es el patio de un domicilio privado ubicado a la margen del rio Parana
donde podian encontrarse arboles de guayaba (Psidium guajaba) y arbustos de
ibapura (Myrciaria cauliflora) destinadas al consumo doméstico.

Bella Vista, provincia de Corrientes. Pertenece a la region fitogeografica Chaquena.
El sitio de muestreo es el drea de la Coleccién de Frutos Tropicales de la Estacion
Experimental Agropecuaria del INTA Bella Vista. La coleccién esta distribuida en dos
lotes, uno de 80 m x 60 m y otro de 100 m x 150 m con 27 especies de frutales no
tradicionales (al momento del muestreo), nativas e introducidas. Como la coleccion se
formo a través del tiempo y con plantas de distinto origen, el numero de plantas por
especie es muy variable (2-100 plantas).

Corrientes, provincia de Corrientes. Pertenece a la region fitogeografica Chaquena. El
sitio de muestreo se encuentra ubicado en el kilémetro 1016 de la Ruta Nacional 12,
donde se halla una huerta doméstica privada a la que se pudo acceder por gentileza
del Agr. Rodolfo Pletsch (INTA Corrientes). El predio consta de 3,5 ha donde se

cultivan diversas especies de hortalizas y frutales.
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El Colorado, provincia de Formosa. Pertenece a la region fitogeografica Chaquena. El
sitio de muestreo es un terreno del Establecimiento Villa Fana, propiedad del Agr.
Adriano Bortot, ubicado en el kilémetro 210 de la Ruta Provincial 3 de Formosa, a
una distancia de 6 km del centro de la localidad de El Colorado, donde se mantiene
una plantacion de alrededor de 14 especies frutales en un predio de 3 ha.

Palo Santo, provincia de Formosa Pertenece a la region fitogeografica Chaquena. El
sitio de muestreo es el patio trasero de un domicilio privado del centro de la
localidad, donde se hallaba un solo arbol de guayaba destinado al consumo
doméstico.

Las Lomitas, provincia de Formosa. Pertenece a la region fitogeografica Chaquena. El
sitio de muestreo es el jardin delantero del Centro de Validaciéon Tecnologica
Agropecuaria (CEDEVA), ubicado en la localidad de Las Lomitas. Alli podian
encontrarse cinco arboles de guayaba.

Ingeniero Juarez, provincia de Formosa. Pertenece a la regidon fitogeografica
Chaquefia. Los sitios de muestreo son los patios traseros de dos domicilios

particulares del centro de la localidad donde se hallaron arboles de guayaba.

10) Yuto, provincia de Jujuy. Se halla situada en una zona de transicion entre las regiones

fitogeograficas de Yungas y del Chaco Semidrido. El sitio de muestreo es la Estacion
Experimental de Cultivos Tropicales, perteneciente al INTA Yuto. Es un predio de 74
ha de las cuales 50 estan destinadas a cultivos de frutas tropicales, citrus, hortalizas y
plantaciones forestales, 18 se encuentran cubiertas por bosque nativo, 3 estan

destinadas a infraestructura y 7 se utilizan para rotacion de cultivos agricolas.

11) Oran, provincia de Salta. Pertenece a la regién fitogeografica de Yungas. El sitio de

muestreo es una reserva de la comunidad San Andrés ubicada a la vera del kildémetro
27 de la Ruta Nacional 50, a 5 km al norte de la localidad de San Ramén de la Nueva
Oran. Es un territorio de densa vegetacion donde se realiza el cultivo del banano

(Musa acuminata).
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Figura 2.2.1.1: Localizacién de los once sitios de muestreo del norte argentino. Los rombos negros y blancos
indican la presencia o ausencia de Z. indianus, respectivamente.

Tabla 2.2.1.1: Datos biogeograficos y climaticos de los 11 sitios de muestreo de Z. indianus en Argentina. La
altitud se expresa en metros sobre el nivel del mar, la precipitacion son los milimetros de agua caida por afio. Los
datos de temperatura se expresan en °C, donde la temperatura media, temperatura minima y temperatura
maxima se corresponde a la temperatura media anual, la temperatura minima promedio mensual y la
temperatura maxima promedio mensual, respectivamente. Datos obtenidos del sitio web cimate-data.org
(AmbiWeb 2016), a partir de informacion recolectada entre 1982 y 2012.

Latitud Longitud Altitud Precipitacion Ten;&eur:lt ura Tem?r‘ei:s;um Tehrxg:irr:taura
ltuzaingo 27°35'284" | 56°41'18,9" 62 1642 221 116 33,8
Montecario 26°33'432" | 54°40' 154" 175 1585 20,1 82 31,6
Itati 27°16'8,1" | 58° 14'53,8" 60 1293 219 13 33,4
Bella Vista 28°26'52,1" | 58°59'13" 61 1061 206 9.1 329
Corrientes 27°27'34,7" | 58°45' 56,9" 52 1289 217 1" 33,5
El Colorado 26°15'41,5" | 59°21'20,7" 65 1102 217 9.1 34,1
Palo Santo 25°34'154" | 59°20'21,6" 115 1024 223 9,8 34,6
Las Lomitas 24°42'396" | 60°35' 28,3" 128 893 225 9,6 34,3
Ing, Juarez 23°53'52,7" | 61°51'15,2" 155 639 231 9,7 35
Yuto 23°35'21" | 61°51'16" 340 806 219 8.4 32,9
Oran 23°4'49" | 64°19'36,9" 336 945 223 9.1 331

36



CaprITULO II
2.2.2 - Muestreo en poblaciones naturales

2.2.2.1 - Epocas de muestreo

Se realizaron tres campafas de muestreo en localidades del norte argentino
mencionadas en el inciso anterior durante distintas estaciones de los afios 2008 y 2009. La
primera se llevo adelante entre los dias 4 y 7 de abril de 2008 (otono), la segunda durante los
dias 10, 11 y 12 septiembre del mismo afio (primavera), y la tercera entre el 26 de febrero y el
3 de marzo de 2009 (verano). Las dificultades para hallar frutos maduros en los cultivos
muestreados durante el otono de 2008, y dado que los sitios elegidos abundan en especies
tropicales que fructifican a fines de verano, fueron los factores que determinaron la exclusién

de la estacion invernal de 2008 como posible época de muestreo.

2.2.2.2 - Captura de adultos

Para el muestreo de adultos se emplearon dos mecanismos de captura
diferentes: 1) trampas convencionales, donde el atractivo para las moscas es una papilla de
banana fermentada con levadura comercial (Saccharomyces cerevisiae) o, 2) trampas naturales,

utilizando los frutos naturales hallados en las propias zonas de muestreo como atractivo.

En el caso de las trampas convencionales, la papilla se coloca en baldes de
aproximadamente 30 cm de didmetro, los cuales se distribuyen al azar en el area de colecta.
En el caso de los sustratos que se utilizaron como trampas naturales, los mismos se
dispusieron en baldes o bien se utilizaron tal cual eran encontrados ya sea caidos de los
arboles o todavia en la copa del arbol con su epicarpio rasgado (Figura 2.2.2.2.1). En todos los
casos, los adultos que acudieron a las trampas se capturaron empleando redes entomoldgicas

o un aspirador de insectos.

En cada instancia de muestreo se emplearon un total de 10 baldes durante 1,5
0 2 horas del atardecer (es decir, mientras el Sol no proyectaba luz directa sobre el suelo pues
es el momento del dia en el que se pueden hallar mayor cantidad de moscas adultas) con 1 o
2 personas participando con redes entomoldgicas. Hubo una instancia de muestreo en cada

localidad muestreada.
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Figura 2.2.2.2.1: Moscas atraidas por un fruto de mango abierto. Foto tomada en la Estacion Experimental de
Cultivos Tropicales de Yuto, Jujuy (febrero de 2009).

Dado el caracter no especifico de las trampas convencionales, la diversidad de
insectos que se capturan suele ser mayor que en el caso de las trampas naturales. Ademas,
este tipo de trampas se emplean para estimar la composicion de la poblacion debido a que

puede haber efectos de atraccion diferencial de las trampas naturales.

2.2.2.3 - Utilizacion de los recursos

Esta parte del trabajo experimental se desarrollé con el fin de determinar qué
recursos frutales utiliza Z. indianus como sustrato de cria larval en sus poblaciones de

localidades argentinas y, ademads, con cudles otras especies los comparte.

Para ello, durante las campafias antes descriptas se realizaron dos tareas: 1)
capturas de adultos, y 2) recoleccion de sustratos del campo. Para la captura de los adultos se
emplearon trampas convencionales y trampas naturales. En todos los casos se identificaron

las especies capturadas.
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Los sustratos frutales recogidos fueron identificados y aislados en una caja de
acrilico transltucido en forma individual. Cada caja tenia un agujero en su tapa con un tapon
de algodon. Las cajas fueron identificadas con un rétulo que explicitaba el origen, fruto y
tipo de muestra. Todas las cajas fueron trasladadas hasta el laboratorio, donde fueron
colocados en una sala con temperatura (25 + 1 °C) y humedad (60-70%) constantes y un

fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

La identificacion de la especie de los adultos emergidos se llevo a cabo por su
morfologia exterior en el caso de Z. indianus, mientras que para discriminar entre los
drosofilidos con los que se encontrdé compartiendo recursos (D. melanogaster y D. simulans) se
procedio tal como describe Stutervant (1920), es decir, discriminando los machos en funcion
de la morfologia de la parte intromitente de su érgano sexual. Desde el ingreso de las
muestras en la sala del laboratorio se controld la emergencia de adultos cada 24 horas,
aspirando las moscas adultas emergidas tomando nota de la proporcion de las distintas
especies. Estas fueron inmediatamente introducidas en frascos de vidrio conteniendo medio
estandar de laboratorio para fundar lineas que fueron utilizadas en los experimentos que se

detallan en capitulos posteriores de esta Tesis.

2.3 - Resultados

2.3.1 - Distribucién de Zaprionus indianus en la Argentina

Las campanas realizadas en 2009, permitieron reconfirmar la presencia de
poblaciones de Z. indianus en las localidades argentinas antes muestreadas por Lavagnino et
al. (2008) en febrero de 2007 y detectarla en otras localidades por primera vez. Esta
observacion sugiere que la invasion de Z. indianus logré generar poblaciones
autosustentables y estables (Figura 2.2.1.1). De las 11 localidades muestreada se confirmo la
presencia de poblaciones de Z. indianus en 10 de ellas (91% de presencia) siendo la excepcion
la localidad de Ingeniero Judrez. Por esto, y de acuerdo al criterio de Blackburn et al. (2011)
considerado en el punto 1.2.1 del capitulo anterior, cabe clasificar a las poblaciones
confirmadas como poblaciones de la clase D2, es decir, como “poblaciones autosustentables
en el nuevo ambiente, con individuos sobreviviendo y reproduciéndose a distancias

significativas del punto de introduccién inicial”.
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2.3.2 - Estimaciones de la abundancia y de la utilizacién de
recursos de Z. indianus

El ntmero de ejemplares de Z. indianus, D. melanogaster y D. simulans
colectados en las campanias, asi como la cantidad y tipos de sustratos recolectados en cada

muestreo se detallan en la Tabla 2.3.2.1.

Curiosamente, los atractivos de las trampas convencionales no fueron
efectivos para capturar ejemplares de Z. indianus, por lo que toda la informacién recabada a
lo largo de las campanas fue como resultado de las colectas realizadas con trampas naturales.
Las especies de frutos donde se hallaron ejemplares de Z. indianus son las siguientes: mango
(Mangifera indica), naranja (Citrus sp.), caqui (Diospyros kaki), guayaba (Psidium guajava), higo
(Ficus carica), granada (Punica granatum), papaya (Carica papaya), nispero (Eriobotrya japonica)
y banana (Musa acuminata). Los sitios en los cuales se halld cada fruto se detallan en la Tabla

2.3.2.1.

A partir de los datos de dicha tabla podemos observar que Z. indianus no
utiliza naranja como recurso de cria en el campo, al menos en las poblaciones analizadas.
Para el resto de los recursos frutales, Z. indianus siempre emerge como especie mayoritaria,
excepto en banana. Cuando el recurso de cria era guayaba se encontré un patrén interesante
donde D. melanogaster fue la especie predominante entre los ejemplares colectados (59%)
mientras que Z. indianus fue la especie que predomind entre los emergidos (77,8%). Del
mismo modo, en el caso de mango se observd un patrén similar donde el 60,5% de los
colectados correspondieron a D. melanogaster en tanto que el 94,7% de los emergidos fueron

individuos pertenecientes a Z. indianus.

El total de drosofilidos colectados en las campafias y emergidos en el
laboratorio se detallan en la Tabla 2.3.2.2 en tanto que la proporcién de estas 3 especies de
drosofilidos en las muestras de colectados, emergidos y la suma de ambas se presenta en la
Figura 2.3.2.1. Del total de 4411 individuos estudiados en este capitulo, 2265 son de D.

melanogaster (51,3%), 239 (5,4%) son de D. simulans y 1907 son de Z. indianus (un 43,2%) lo
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que nos permite proponer que Z. indianus no es una especie marginal si no que se trata de

una especie predominante en las localidades estudiadas.

Tabla 2.3.2.2: Total de drosofilidos colectados y manipulados en este capitulo de la Tesis. Los porcentajes se
calculan para cada columna.

Colectados | Emergidos Total
Z. indianus 1233 (36,2%) 674 (67,1%)| 1907 (43,2%)
D. melanogaster 2009 (59,0%) 256 (25,5%)| 2265 (51,3%)
D. simulans 165 (4,8%) 74 (7,4%) 239 (5,4%)
Total 3407 (100%) 1004 {100%) 4411 (100%)
a) Individuos colectados en el campo b) individuos emergidos en el laboratorio
4,8% 7.4%

25,5%

c) Total de individuos manipulados

9,4%
m/ indianus
O D. melanogaster

aD. simulans

51,3%

Figura 2.3.2.1: Proporcion de individuos de Z. indianus, D. melanogaster y D. simulans colectados entre abril de
2008 y febrero de 2009 y manipulados en el laboratorio. a) Individuos manipulados colectados en el campo, b)
individuos manipulados emergidos en el laboratorio y c) total de individuos de este Capitulo.
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Tabla 2.3.2.1: Numero (N) y porcentaje (%) de individuos de Z. indianus, D. melanogaster y D. simulans capturados en las campafias. Los valores en
negrita contabilizan la abundancia solo de los machos, dado que D. melanogaster y D. simulans son especies sinmorficas cuyas hembras tienen genitalias
(caracter diagnostico de especie) indistinguibles (Stutervant 1920).

Ejemplares colectados en campo

Ejemplares emergidos en laboratorio

Epoca de

Frutos llevados

D. melanogaster

D. simulans

Z. indianus

D. melanogaster

D. simulans

Z. indianus

_ | Provincia Localidad Frutos infestados i
campaiia al laboratorio N % N % N % N % N % N %
Abril de Corrientes |ltuzaingo Mango, Naranja Mango (8) 65| 94,2% 0] 0,0% 4 5,8% 2 4,0% 0l 0,0% 48 96,0%
2008 Misiones |Montecarlo Guayaba, Caqui Caqui (14) 126| 56,0% 21| 9,3% 78| 34,7% 91| 48,4% 0l 0,0% 97| 51,6%
Septiembre JCorrientes |ltuzaingo Naranja Naranja (7) 38| 339% 74| 66,1% 0 0,0% 33| 34,0% 64| 66,0% 0 0,0%
de 2008 Misiones |Montecarlo Guayaba Guayaba (10) 105| 60,3% 54| 31,0% 15| 8,6% 36| 61,0% 10| 16,9% 13| 22,0%
” G i
Corrientes Njua"a_b‘a’ Higo, Guayaba (9) 200| 52,1% o| oc0%| 184 47,9% o| 0,0% ol o0%| 32| 100,0%
aranja
i ; a 18 .
Corrientes |Bella Vista dudiaba s |eos e 421| 67,0% ol o0%| 207| 33,0% ol 0,0% ol 0,0% 57| 100,0%
Higo, Naranja
ltuzaingo Guayaba, Naranja Guayaba (6) 115] 63,2% 0] 0,0% 67| 36,8% 0 0,0% 0] 0,0% 108] 100,0%
Itati Guayaba Guayaba (8) 60| 27,1% o| o0 161] 72,9% 1| 3,4% 0| o0,0% 28] 96,6%
Misiones |Montecarlo augyahia, Cooul, Guayaba (14) 169| 84,5% 16| 8,0% 15| 75% 48| 23,4% ol o0%| 157 76,6%
Nisperos
Enero / i =
Febrero de 1895 UEAING, . - _
2009 El Colorado Guayaba, Naranja, Guayaba (10) 64| 20,3% 0] 0,0% 252 79,7% 1 7,1% 0 0,0% 13| 92,9%
i Nispero, Mango
Las Lomitas Guayaba Guayaba (5) 154] 55,8% Of 0,0% 122] 44,2% 1 1,6% 0] 0,0% 60| 98,4%
Palo Santo Guayaba Guayaba (2) Sin muestra de campo 0 0,0% 0] 0,0% 15| 100,0%
Ingeniero Juarez |Guayaba Guayaba (9) 30| 100,0% 0] 0,0% 0 0,0% 1| 100,0% 0| 0,0% 0 0,0%
Salta Oran Banana Banana (7) 330] 93,8% 0] 0,0% 2 6,3%, 38] 84,4% 0 0,0% 7| 15,6%
Guayaba, Mango, Guayaba (5) 128| 73,6% 0] 0,0% 46] 26,4% 2 7,7% 0] 0,0% 24| 92,3%
Jujuy Yuto Banana, Papaya, Mango (4) 4] 89% o]l o0,0% 11| 91,1% 2| 11,8% ol o0,0% 15| 88,2%
Narania Papaya (2) 0 0,0% 0] 0,0% 19] 100,0% Frutos podridos antes de la emergencia

II OTINLIAVD
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A partir de los datos de la Tabla 2.3.2.2 se realiz6 un test de bondad de ajuste
chi-cuadrado para poner a prueba si la proporcién de adultos emergidos en el laboratorio
(observado) a partir de frutos encontrados en el campo era proporcional a lo esperado de
acuerdo a los individuos colectados en torno a esos mismos frutos. El resultado del test fue
significativo (x? 344,27; gl = 2; p < 0,05), por lo que se rechaza la hipdtesis nula de ajuste o
proporcionalidad. Esto revela un incremento significativo de la abundancia de Z. indianus al
emerger de frutos colectados en el campo y luego llevados al laboratorio y mantenidos en
condiciones controlados con respecto a la situacion donde se colectaron adultos alredor de
frutos en la naturaleza. Estos resultados plantean la pregunta de si el incremento relativo que
se observa en Z. indianus es consecuencia de un resultado particular en la interaccion que las
larvas de esta especie tienen en particular con las larvas de D. melanogaster. Es decir, si Z.
indianus presenta una alta habilidad competitiva larval. Esta hipotesis surgida a partir de
estos observaciones en el marco de estudios mensurativos se estudiarda también en el

Capitulo V de esta Tesis mediante estudios manipulativos.

En aquellas poblaciones en las cuales se tuvo la oportunidad de realizar
muestreos sucesivos, la especie mayoritaria dependi6 de la época de muestreo (Figura
2.3.2.2), revelando una posible variaciéon estacional de las abundancias de Z. indianus
concordante con la hallada por Tidon et al. (2003) en el cerrado brasilefio. Para hablar de
concordancia de variaciones estacionales entre nuestros datos y los observados por las
autoras, seria preciso ver un patréon de disminucién de la abundancia de Z. indianus en las
estaciones de otono e invierno para recuperarse en primavera y verano (es decir, oscilaciones
anuales), dado que se trata de una especie tropical. Esto se observa en el grafico que muestra
las abundancias de los ejemplares emergidos en el laboratorio, pero no parece ser un patréon
claro segtn el grafico de abundancias de ejemplares colectados en el campo (Figura 2.3.2.2).
En la poblacion de Montecarlo se observa un aumento del porcentaje de emergidos de Z.
indianus en guayaba del 22% al 77% entre septiembre y febrero, lo que puede indicar que el

frio no favorece a esta especie.
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Ejemplares colectados en campo Ejemplares emergidos en el laboratorio
100% - - 1 . . 100% - —
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m
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©
£
= - -
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2
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0O D. simulans
Abril '08 Septiembre '08 | Febrero '09 Abril '08 Septiembre '08 | Febrero '09
O D. melanogaster

Figura 2.3.2.2: Variacion estacional de Z. indianus, D. melanogaster y D. simulans observada en los muestreos de
Ituzaingé y Montecarlo entre abril de 2008 y febrero de 2009.

Por lo dicho en el parrafo anterior, se realizé un andlisis de abundancia en
funcion de la temperatura (Figura 2.3.2.3) a modo de andlisis cualitativo para evaluar si la
temperatura es un factor determinante en las fluctuaciones de abundancia estacionales
observadas en la Figura 2.3.2.2. Para esto se contabilizaron los adultos colectados en las
campanas y se recabd informacion de la temperatura promedio mensual en las localidades
muestreadas durante los meses de colecta a través del sitio climate-data.org (AmbiWeb

2016).

En esta figura se observa que los patrones de abundancia de Z. indianus en
funcion de la temperatura no son similares entre las localidades de Ituzaingd y Montecarlo.
Mientras en la primera localidad Z. indianus muestra una abundancia mayor en el muestreo
con temperatura mas calida (26,2 °C), en Montecarlo lo hizo en un muestreo donde las
temperaturas fueron intermedias (21,3 °C). Por otro lado, también se observa un patrén que
se comparte entre ambas poblaciones: Z. indianus muestra su menor abundancia respecto a
las otras dos especies cuanto menor es la temperatura ambiental, para después revertir este

efecto, al menos en parte, al aumentar la temperatura.
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Figura 2.3.2.3: Anadlisis de la abundancia relativa de drosofilidos colectados en el campo en funcién de la
temperatura promedio mensual.

Se realiz6 una regresion lineal entre la abundancia de Z. indianus capturados
en el campo en funcidén de las precipitaciones medias mensuales para evaluar si las
diferencias en la abundancia de esta especie observadas entre las distintas localidades

muestreadas pueden explicarse como consecuencia de este factor ambiental. El coeficiente de
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regresion R? de la regresion tuvo un valor de 0,002, con una pendiente que no se diferencia

estadisticamente de cero (p = 0,998).

2.4 - Discusidn

En este capitulo se realiza una descripcion de la distribucion de Z. indianus en
localidades del norte de la Argentina y de la utilizacion de recursos frutales que esta especie

hace junto con drosofilidos locales.

De acuerdo a los resultados obtenidos a lo largo de las campanas, y como
extension de las observaciones realizadas por Lavagnino et al. (2008), podemos confirmar la
existencia de poblaciones estables de Z. indianus en grandes extensiones geograficas de al
menos cinco provincias del norte argentino, corroborando la primera hipdtesis planteada en
este capitulo. Esto, utilizando el criterio de Blackburn et al. (2011), podria ser informacién
suficiente para clasificar a estas poblaciones invasoras como autosustentables, con
supervivencia y reproduccion en grandes regiones geograficas. Es por esto que
corroboramos la primera hipdtesis de este capitulo, a saber, que Z. indianus mantiene

poblaciones estables en regiones del norte de la Argentina.

Con respecto a la segunda hipdtesis cuya propuesta fue que Z. indianus es la
especie de drosofilido de mayor abundancia relativa en aquellas poblaciones argentinas
donde se encuentra, como ya se adelantd en los resultados, no pudo ser corroborada
considerando que no se observé un patrén constante de especie mayoritaria si bien, en las
estaciones de otono de 2008 y verano de 2009 Z. indianus tuvo abundancias siempre mayores
al 50% (y en algunos casos del 100%) en las poblaciones estudiadas, segun la estimacién

realizada a partir de individuos emergidos en el laboratorio.

A partir de estas observaciones, y comparando con lo informado por Tidon et
al. (2003) y da Silva et al. (2005), cabe especular que las variaciones estacionales observadas
en las poblaciones muestreadas de Ituzaingd y Montecarlo presentan patrones propios,
distintos para cada poblacion y, a su vez, diferentes de los observados en Brasil. Si bien los

resultados expuestos en esta Tesis revelan variaciones en la abundancia de las especies
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estudiadas, no se pudo establecer la existencia de oscilaciones regulares de las mismas tal
como se hallaron en los estudios citados, por lo que no hay informacion suficiente para
realizar una conclusion definitiva para la cuarta y hipotesis planteada en este capitulo, a
saber, que las poblaciones donde se encuentra Z. indianus presentan fluctuaciones

estacionales en las abundancias relativas de drosofilidos.

Algo similar ocurre con los patrones de abundancia en funcién de la
temperatura, en tanto no se pudieron establecer oscilaciones regulares de ésta a lo largo del
tiempo, aunque los datos recabados revelan que Z. indianus muestra su menor abundancia
en épocas de menor temperatura. Da Cunha y Magalhdes (1965) sostenian que las
oscilaciones que se observan en las frecuencias de las distintas especies que se hallan en un
sitio a lo largo de los cambios de estaciones reflejarian diferencias en la tolerancia diferencial
a las condiciones climaticas variables. Brncic et al. (1985) registraron oscilaciones estacionales
en la frecuencia de D. subobscura, una especie invasora en Chile, durante tres afos de
muestreo. En dicho estudio, esta especie registrd sus maximas abundancias entre los meses
de agosto y diciembre. Los autores sugieren que los cambios en la temperatura y la humedad
afectan parametros vitales como la viabilidad larva-adulto, nimero de cépulas, fertilidad,
tiempo de desarrollo huevo-adulto, esperanza de vida y otros factores que influyen la
supervivencia de las poblaciones de especies del género Drosophila. Lo mismo podria estar
sucediendo en las poblaciones de Z. indianus del norte argentino, de acuerdo a los patrones
que pueden delinearse a partir de los resultados observados en este capitulo. Pero para
confirmar esta hipdtesis es necesario realizar un seguimiento mds duradero de las
poblaciones en estudio para evaluar si, efectivamente, las poblaciones en estudio presentan
oscilaciones reales en las abundancias de drosofilidos. Los resultados obtenidos no permiten
tomar una decision determinante con respecto a la quinta hipdtesis, en la cual se propone
que Z. indianus presenta mayores abundancias durante las estaciones mas calidas, al tratarse
de una especie tropical, pero si permiten establecer, como se dijo, lo contrario: que su

abundancia es menor en épocas de menor temperatura.

La escasez de recursos frutales registrada en nuestras campafias realizadas

durante las épocas de baja temperatura podria ser un factor fundamental en la disminuciéon
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de la frecuencia de Z. indianus observada en las comunidades estudiadas. Un trabajo reciente
realizado por da Silva Doge et al. (2015) estudia, utilizando modelos matematicos, la
capacidad de numerosas variables bidticas y abidticas como predictoras de la abundancia y
valor adaptativo medio de las poblaciones de Z. indianus. Alli, los autores concluyen que la
variable que juega el rol mds relevante a la hora de describir la invasibilidad de los
ecosistemas americanos por parte de Z. indianus es la abundante disponibilidad de especies
de plantas con frutos donde ésta tiene el potencial de oviponer y criar a sus larvas. De esta
manera, la posible relacion entre el clima y la disponibilidad de recursos frutales es un
aspecto que podria explicar los marcados descensos en la abundancia de Z. indianus en

épocas frias en nuestro pais.

Ante este cuadro, se plantea también el interrogante sobre como es que
sobrevive esta especie a los prolongados periodos de frio observado en las regiones de
marcada estacionalidad climatica, es decir, si hay diapausa o si las poblaciones son capaces
de recuperarse por reintroduccion. Un escenario de diapausa supone que las condiciones
ambientales de estaciones poco favorables provocan en los organismos un estado de
quiescencia metabdlica y reproductiva, probablemente a resguardo de las condiciones
ambientales, hasta la reversion de dichas condiciones (Saunders et al. 1989); mientras que un
escenario de reintroduccion supone que las condiciones desfavorables de la estacion adversa
provocarian un retraimiento geografico o una extincion poblacional en aquellos lugares con
condiciones mas extremas, para después ser recolonizados al volver a las condiciones
ambientales favorables. Una hipotesis sugerida por Danni (1980) involucra la formacién de
islas de calor en las regiones frias, como por ejemplo en la ciudad de Porto Alegre, al sur de
Brasil. Este fendmeno esta asociado a la urbanizacion y también podria ocurrir en ciudades
del norte argentino. Estas islas termales podrian ser utilizadas como refugios por poblaciones
de insectos urbanos durante periodos desfavorables. Hasta el momento, trabajos previos
abordan preguntas acerca de la estrategia que siguen distintas especies de insectos frente a
las variaciones del clima y de la disponibilidad de recursos (Tauber & Tauber 1976, Schmidt
& Paaby 2008), pero no es asi en Z. indianus. Por esto, realizar estudios al respecto permitiria
comprender mas cabalmente cudl es la estrategia que sigue esta especie frente a dichas

variaciones.
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No se hallaron evidencias de asociacion entre la abundancia de Z. indianus y
las precipitaciones medias mensuales, como revelan el coeficiente de regresion cercano a cero
y el valor de la pendiente de no estadisticamente diferente de cero. Con base en esta
informacidn, puede concluirse que la clina de variacion longitudinal de precipitaciones del
area muestreada (Tabla 2.2.1.1) no explica las diversas abundancias de esta especie

observadas en el norte argentino.

Ademds de los factores discutidos arriba, la significativa diferencia de
abundancias de Z. indianus observada entre las moscas capturadas en el campo y las
emergidas en el laboratorio puede tener distintas explicaciones. En primer lugar, es posible
que dicha diferencia sea el resultado de que Z. indianus tenga tamafos de camada mayores
que los de D. simulans y D. melanogaster. El trabajo de Setta y Carareto (2005) muestra, en
estudios realizados a campo, que los tamafnos de camada de Z. indianus son similares en
ordenes de magnitud a los de la generalidad de drosofilidos, por lo que si bien esto ultimo
deberia ponerse a prueba en las poblaciones incluidas en este trabajo, se tomara como
supuesto en los estudios siguientes. Otra explicacion posible de la diferencia en cuestion es
que Z. indianus tenga una mayor capacidad de dispersion que las otras especies de
drosofilidos, lo que en parte también explicaria su alta invasividad. Esta ultima hipotesis, si
bien no se puso a prueba en este trabajo, podria explicar en gran medida diversos aspectos
de la invasion de esta especie. Por ultimo, otra explicacion posible es que la diferencia en
cuestion observada podria estar reflejando interacciones competitivas entre larvas de Z.
indianus con larvas de otros drosofilidos que se crian en los mismos frutos. En cuanto a esto,
resultados previos ha mostrado la reducciéon de la viabilidad de Z. indianus en la presencia
de desechos metabolicos larvales de D. sturtevanti y, por otra parte, los desechos de Z.
indianus interfieren con la viabilidad de D. simulans y con el tiempo de desarrollo en ambas
especies de Drosophila (Galego & Carareto 2007). Asi, las interacciones competitivas entre Z.
indianus y otros drosofilidos afectarian la densidad poblacional de estas especies luego de su
introducciéon dentro de un nuevo ambiente. El desarrollo de esta hipdtesis se llevara a cabo

en el Capitulo V de esta Tesis.
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Finalmente, en esta parte del trabajo se realizd una reconfirmacion de la
explotacion de frutos de siete especies como recursos alimenticios por parte de Z. indianus, lo
que confirmaria la tercera hipotesis planteada para este capitulo: Z. indianus presenta habitos
generalistas en las poblaciones mas australes de su distribucion en el continente americano.
Esta caracteristica es considerada por Markow et al. (2014) como una de las posibles
caracteristicas de esta especie que podrian explicar su éxito invasor, y cabe destacar que se
observa tanto en poblaciones de la region central de su distribucion en el continente
americano como en los limites australes de la misma (las poblaciones de Argentina).
Aspectos relacionados con los hdbitos generalistas de Z. indianus se retomaran en los

Capitulos IV y V de esta Tesis.
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CAPITULO III

ANALISIS DE LA HISTORIA DEMOGRAFICA Y DE
LA ESTRUCTURACION POBLACIONAL DE
ZAPRIONUS INDIANUS EN  ARGENTINA
MEDIANTE MARCADORES  MOLECULARES
MITOCONDRIALES

3.1 - Introduccién

3.1.1 - La Filogeografia

La Filogeografia es el estudio de los procesos histdricos que podrian ser
responsables de las distribuciones geograficas contemporaneas de individuos de una especie.
Esto se logra al considerar en conjunto la distribucién geografica de los individuos y la
distribucion geografica de la variacion génica, medida por medio de la genealogia de genes
(Avise 2000, Lanteri & Confalonieri 2003). Avise el al. (1987) emplearon por primera vez el
término “Filogeografia” aludiendo a la unién entre los marcos tedricos y ciertas
metodologias provenientes de la Filogenética y la Genética de poblaciones. Partiendo de que
la mayoria de las especies muestran al menos cierto grado de diferenciacion genética en
relacion a su distribucion geografica, dichas diferencias pueden atribuirse tanto a procesos
actuales como historicos que limitan o limitaron el flujo génico, asi como también a
diferentes regimenes de seleccion natural (Avise 2000). El objetivo final de las
aproximaciones filogeograficas es inferir cudles fueron los mecanismos evolutivos historicos
y contemporaneos responsables de la actual estructura genética de las poblaciones de una

especie o de poblaciones de distintas especies cercanamente emparentadas (Avise 2009).

51



CAPITULO II1

3.1.2 - Filogeograffa como herramienta para el estudio de especies
invasoras

La Filogeografia ofrece recursos de andlisis que han sido ttiles para describir
procesos genético-poblacionales subyacentes a eventos de invasiones bioldgicas. Como se
discutié en el primer capitulo de esta Tesis, las invasiones bioldgicas son, generalmente,
eventos rapidos (desde una perspectiva de tiempos evolutivos) en los cuales las poblaciones
invasoras normalmente atraviesan cuellos de botella, producto de un evento fundador,
seguido por una rapida expansion (revisado por Sakai et al. 2001). Diversos estudios han
investigado las caracteristicas histdrico-demograficas (Duran et al. 2004, Vinas et al. 2004,
Cognato et al. 2005, Grapputto 2005, Wiister et al. 2005), los patrones de variacién genética
(Vifias et al. 2004, Cognato et al. 2005, Ghabooli et al. 2013) y los niveles de estructuracion
poblacional (Vifas et al. 2004, Cognato et al. 2005, Grapputto 2005, Scheffer & Lewis 2006,

Tominaga et al. 2009) en poblaciones de especies invasoras con distintos alcances geograficos.

Desde la Filogeografia, se ha propuesto que en casos de eventos fundadores
seguidos de expansiones de rango cabe esperar que las poblaciones tiendan a ser menos
variables y que presenten una menor estructuracion que las poblaciones a partir de las cuales
se originaron (Barrett & Kohn 1991). El tamano reducido de las poblaciones puede
considerarse como un factor que acttia en detrimento del potencial invasor debido a la
depresion por endogamia. Se ha documentado que la disminucién de la heterocigocidad
promedio sufrida por poblaciones de diversos taxa que experimentan condiciones abruptas
de endogamia (tanto en condiciones naturales como en cautiverio) se traduce en disminucion
de la fecundidad, aumentos de la mortalidad juvenil y del riesgo de extinciéon (Frankham et
al. 2002), lo que impediria la persistencia de poblaciones estables. Esto presenta una
paradoja, pues muchas invasiones exitosas fueron protagonizadas por poblaciones
introducidas de tamafio poblacional pequefio. De hecho, la reducciéon en la variacidon
genética demostré ser ventajosa para la invasividad en casos como los de la hormiga
argentina (Linepithema humile, por Tsutsui et al. 2000), al menos a corto plazo (Queller 2000),
pues la baja variacion genética observada en las poblaciones invasoras de esta hormiga
conlleva a un reconocimiento mutuo entre individuos de distintas colonias y por

consiguiente a la cooperacion entre estas. Por el contrario, algunas especies invasoras no
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presentaron reduccion de su variacion genética (ver ejemplos en Hard et 2/.1993, Badyaev &
Martin 2000, Pappert et al. 2000, Carroll et al. 2001). Por ejemplo, se ha observado que
poblaciones recientemente introducidas pueden estar compuestas por subpoblaciones
invasoras de distintos origenes, transformando la variacion interpoblacional del rango nativo
en variacion intrapoblacional en la nueva poblacion establecida (Baker 1992, Kolbe et al.
2004). Entonces, la filogeografia aplicada a procesos de invasion aporta informacion sobre las
caracteristicas genético-poblacionales en las que el evento de invasion sucede, habiendo una

serie de posibilidades desde una esperable reduccion a un aumento de la variacion genética.

3.1.3 - Las escuelas del andlisis filogeografico

Como recapitula Guzmdan (2010), desde el trabajo de Avise (1987) la
Filogeografia ha sufrido, de manera gradual, una serie de transformaciones que llevaron en
la actualidad a la existencia de dos escuelas de analisis entre las cuales existe un debate que
sigue auin en vigencia (Knowles & Maddison 2002, Beaumont & Panchal 2008, Garrick 2008,
Knowles 2008, 2009, Petit 2007, 2008, Templeton 2008, 2009): la filogeografia cladistica y la

filogeografia basada en la Teoria de la Coalescencia.

3.1.3.1 - Andlisis filogeografico de clados anidados

Las primeras formas de andlisis filogeograficos se basaban en inferencias
cualitativas a partir de la superposicion visual de los haplotipos sobre un mapa de
localidades (Avise 1987). Mas tarde Templeton et al. (1995, 1998) proponen un método
cladistico que llaman “estadistico”, el “Analisis filogeografico de clados anidados” (NCPA,
del inglés Nested Clade Phylogeographic Analysis). Posteriormente, el NCPA recibid duras
criticas de parte de los adeptos a la tercera metodologia de andlisis, que se basa
fundamentalmente en la Teoria de la Coalescencia (Knowles & Maddison 2002, Beaumont &

Panchal 2008, Knowles 2008, 2009, Petit 2007, 2008).

Este andlisis de NCPA se basa fundamentalmente en poner a prueba la
hipdtesis nula que propone la distribucion al azar de los haplotipos (es decir, del conjunto de
polimorfismos estadisticamente asociados por hallarse en regiones cercanas del ADN) sobre

las localidades geograficas, utilizando pruebas de contingencia por permutaciones al azar.
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De rechazarse la hipdtesis nula, se podria suponer que el muestreo fue insuficiente, o que las
poblaciones presentan alguin tipo de estructuracion. Dichas pruebas estadisticas se realizan
siguiendo un disefio anidado, es decir que los haplotipos se agrupan jerarquicamente con
aquellos que estdn mas proximos por genealogia (en nimero de diferencias mutacionales),
denomindndose “nido” a cada agrupamiento jerarquico de haplotipos. Para indagar acerca
de los procesos que podrian explicar una posible estructuracion, se calculan determinados
estadisticos y se analizan los resultados siguiendo una clave dicotomica. Esta clave llevara
finalmente al proceso que mejor explique las causas histéricas o recurrentes de la
estructuracion encontrada. La clave fue disefiada de acuerdo a simulaciones realizadas segtin

cada proceso particular (Neigel & Avise 1993).

3.1.3.2 - Andlisis filogeografico basado en la Teoria de la Coalescencia

La Teoria de la Coalescencia plantea diferentes modelos genético-
poblacionales que permiten analizar de qué manera procesos estocdsticos como los
demograficos conducen al ultimo ancestro comun de una muestra de genes polimorficos
(que es a lo que estrictamente se denomina "coalescer"). Malécot (1941) fue quien introdujo la
nocion de rastrear un par de alelos en el tiempo hacia su ancestro comun, que es la idea

central de la coalescencia (Wakeley 2010).

Los datos genético-moleculares poseen informacion no solo para estudiar las
relaciones entre poblaciones sino que ademas nos dan informacion acerca de los cambios de
tamarnios poblacionales del pasado. En particular, episodios de crecimiento y decrecimiento
poblacional dejan huellas en la distribuciéon de las diferencias nucleotidicas entre los
individuos de una poblacion dado que el decrecimiento causa pérdida de la variacién y el
crecimiento poblacional causa retencion de secuencias que de otra manera se hubieran
perdido. Por lo tanto, la variacién de las secuencias aporta un instrumento para examinar la
demografia histérica. Entonces, el estudio de la variacidon genética de secuencias de ADN
dentro y entre especies es un método eficiente no solo para determinar las fuerzas evolutivas
actuantes en la region de un gen especifico, sino que también se lo utiliza para determinar

aspectos relevantes de la historia evolutiva de las especies en estudio.
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La Teoria Neutralista (Kimura 1968, Kimura & Ohta 1971) tuvo la agudeza de
proveer de una hipdtesis nula para poner a prueba hipdtesis evolutivas. Esta hipotesis nula
establece que la gran mayoria de las variantes moleculares son neutras, es decir que los
polimorfismos a nivel molecular no exhiben diferencias adaptativas entre los diferentes
morfos o las mismas son despreciables de modo tal que las variantes que se generan por
mutacion se eliminan o se fijan por efectos estocdsticos y/o demograficos. La Teoria
Neutralista conjuntamente con la Teoria de la Coalescencia (Kingman 1982, Hudson 1990,
Nordborg 2007) brindaron otra interpretacion acerca de la dindmica de las frecuencias
génicas obtenidas a partir de los datos de secuencias de ADN respecto de las interpretaciones
brindadas por la Genética de poblaciones clasica. De hecho, la Teoria de la Coalescencia es
un modelo genético poblacional focalizado principalmente en la evolucion neutral de los
arboles de genes, por lo que contribuyd en forma singular al marco tedrico de la propuesta

de evolucidon neutra.

Los trabajos de Tajima (1989), Slatkin & Hudson (1991) y Rogers &
Harpending (1992) han sido pioneros en el estudio de los efectos de los eventos de
demografia en los datos de secuencias de ADN. Demostraron que los cambios en los
tamanos poblacionales pueden dejar huellas particulares que pueden ser detectadas en las
secuencias de ADN de la poblacion en cuestion de modo tal que es posible detectar
expansion poblacional mediante test estadisticos. Por otro lado, Slatkin & Hudson (1991) y
Rogers & Harpending (1992) desarrollaron el estudio de las distribuciones de las diferencias
pareadas (Mismatch Distribution, es decir el nimero promedio de diferencias de a pares de
secuencias elegidas al azar) para inferir eventos demograficos. Estos autores mostraron que
para regiones de ADN sin recombinacién, poblaciones con tamano constante presentan una
distribucién de diferencias pareadas con formas diferentes a aquellas con crecimiento

poblacional.

Los métodos descriptos son pertinentes a la Filogeografia en tanto sirven para
explicar los posibles patrones asi como los tiempos de coalescencia bajo distintos escenarios
evolutivos. Estos métodos permiten estimar pardmetros poblacionales como tamano efectivo,

tasa de mutacidn, tasa de migracion, y también tiempos de coalescencia. Mediante
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simulaciones se pueden contrastar hipdtesis sobre un escenario evolutivo modelado en las

simulaciones y compararlo estadisticamente con el observado en los datos reales.

Como se menciono anteriormente, el debate entre el NCPA y el método
coalescente sigue inconcluso; es asi que Templeton (2008, 2009) sigue defendiendo su
método, respondiendo a las distintas criticas y mostrando las falencias que también tendria
el método coalescente. Por ahora, como menciona Garrick (2008), no deberiamos descartar el
NCPA, como proponen algunos, sino mas bien tener una vision mas pluralista, y tomar a
este analisis como una primera aproximacion para plantear hipotesis para luego ponerlas a

prueba, si es posible, mediante métodos coalescentes.

3.1.4 - El ADN mitocondrial

En los comienzos de la Filogeografia, el ADN mitocondrial (ADNm) se utiliz6
ampliamente como marcador molecular (Ball et al. 1988, Bernatchez & Dodson 1991, Ball &
Avise 1992, Freitag & Robinson 1993) ya que ofrecia ventajas para el estudio de las filogenias
intraespecificas. El ADNm es un marcador genético de gran utilidad para los estudios que se
suelen llevar a cabo en filogeografia debido a que presenta una tasa de mutacién
relativamente alta y una forma de herencia simple (materna y sin recombinacion), lo que
simplificd el estudio de la historia demografica de las poblaciones en relacion con los analisis
del ADN nuclear. Por estas ventajas, el empleo del ADNm como herramienta de analisis ha
demostrado ser 1util para el monitoreo general de la genética poblacional de invasiones
bioldgicas de insectos, tanto espontdneas (Villablanca et al. 1998, Yassin et al. 2008b, Yassin et
al. 2009) como en insectos introducidos de manera planificada para control biologico (Franks

et al. 2011).

En la presente Tesis se asume que las poblaciones invasoras de Z. indianus
localizadas en la Argentina derivan de las poblaciones que colonizaron Brasil en primera
instancia (Yassin et al. 2009, Commar et al. 2012). De todas maneras, no debe descartarse la
posibilidad que hayan ocurrido multiples invasiones de Z. Indianus por transporte maritimo
y/o aéreo desde otras regiones del planeta hacia Sudamérica, por lo que es una hipdtesis que

deberia ser corroborada. Aun no esta claro el nivel de estructuracion poblacional ni de
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variacion genética de Z. indianus en nuestro pais. El unico trabajo publicado hasta el
momento donde se estudia la estructuracion genética de poblaciones de Z. indianus
americanas pero no brasilefias es el de Markow et al. (2014). Alli, los autores describen
patrones de estructuracion poblacional de Z. indianus en poblaciones de México y
Centroamérica. De esta manera, en este capitulo se describen los estudios filogeograficos
realizados para analizar la estructura poblacional y la variacion genética mitocondrial que Z.
indianus presenta en la Argentina asi como aspectos de su historia demografica y los

mecanismos evolutivos involucrados en su invasion a este continente.

3.1.5 - Objetivos e hipdtesis

En base a lo expuesto hasta el momento, en este capitulo se procede a

desarrollar el segundo objetivo general de esta Tesis, a saber:

- Describir y caracterizar los niveles de estructuracion poblacional, de variacion genética

mitocondrial y de la historia demogrifica de Z. indianus en la Argentina.
Para ello, se trabajo con las siguientes hipotesis:

1. Las poblaciones argentinas de Z. indianus, en tanto poblaciones recientemente
establecidas durante la invasion a este continente, presentan bajos niveles de
estructuracion poblacional.

2. Las poblaciones argentinas de Z. indianus, en tanto poblaciones recientemente
establecidas durante la invasiéon a este continente, presentan bajos valores de

variacion genética en marcadores de ADNm.

3.2 - Materiales y métodos

3.2.1 - Gen mitocondrial Citocromo Oxidasa II (COII)

En este estudio se selecciond el gen mitocondrial de la Citocromo ¢ Oxidasa
subunidad 1I (COII), pues analisis previos mostraron por un lado que la amplificacion del

mismo es rapida y eficiente; y por otro lado, en el caso de estudios filogeograficos, permite
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realizar comparaciones con los estudios que se llevaron a cabo con numerosas poblaciones

de Z. indianus del resto del mundo (Yassin et al. 2008a, Yassin et al. 2008b).

3.2.2 - Métodos experimentales

3.2.2.1 - Origen de los individuos utilizados

Se utilizaron individuos colectados en la campana de colecta realizada durante
febrero del afio 2009 (ver Capitulo II de la presente Tesis). Los mismos fueron conservados
en etanol 100% al momento de la captura y congelados a -20°C al llegar al laboratorio hasta el
momento de la extraccion de su ADN. En la Tabla 3.2.2.1.1 se indica el nimero de individuos

por localidad que finalmente fueron utilizados para este analisis.

Tabla 3.2.2.1.1: Localidades de muestreo, abreviaturas y ntimero de individuos muestreados (N) en cada
localidad y utilizados para el analisis de ADNm de Z. indianus.

. .. i Provincia, Estado o
Pais Poblacion Abreviatura N
Departamento
Bella Vista BvI Corrientes 16
El Colorado CoL Formos 14
Corrientes COR Corrientes 11
ftati A Corrientes 12
. fuzaingd mu Corrientes 15
Argentina
Las Lom kas LOM Formosa 14
Montecarlo WON Misiones 13
Oran ORA Saka 11
Palo Santo PS5 Formo=s 7
Yuto YUT Jujuy 14
Belém BEL Para 1
Brasil Rio de laneiro |RIO Rio de laneiro 1
Tijucas Tl Santa Catarina 1
Uruguay |Montevideo MTV Montevideo 1

3.2.2.2 - Extraccion y cuantificacion del ADN gendmico total

El ADN genémico total (que incluye al ADN nuclear y al ADNm)
perteneciente a los individuos colectados, se obtuvo a partir de individuos completos. Para la
extraccion del mismo se utilizé el kit Puregene DNA Purification Kit (Gentra Systems),
disefiado para la extraccion de ADN total a partir de una mosca, y siguiendo los siguientes

pasos: Se comenzd sumergiendo cada individuo en un tubo eppendorf de 1,5 ml conteniendo
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100 pl de solucion de lisis suministrada por el kit y se tritur6 el material de cada individuo
mediante machacado con un mortero. La suspension fue incubada a 65°C durante 15
minutos, y luego se realizé un tratamiento para degradar el ARN presente en la solucién
anadiendo 0,5 pl de solucién de RNasa (4mg/ml) suministrada por el kit. Se agité por
inversion y se incubd a 37°C por 60 minutos. Luego se llevo a temperatura ambiente y se
anadieron 33 pl de la solucion de precipitacion de proteinas suministrada por el kit, se agitd
vigorosamente por vortex por 20 segundos y se enfrio en hielo. Posteriormente se centrifugo
la solucién a 15.000 rpm durante 6 minutos para precipitar las proteinas contenidas en ella,
descartando el precipitado de proteinas y conservando el sobrenadante. El sobrenadante se
traspaso a un nuevo tubo eppendorf de 1,5 ml conteniendo 100 pl de isopropanol frio para
precipitar el ADN. Luego de mezclar la solucion por inversion, la misma se centrifugd a
15.000 rpm por 5 minutos y se descart6 su sobrenadante. Entonces se realizé un “lavado” del
ADN anadiendo 100 pl de etanol 70% (v/v) y mezclando por inversion. Luego se centrifugd
nuevamente a 15.000 rpm por 5 minutos y se descartd el etanol sobrenadante, dejando el
tubo abierto durante 30 minutos en una camara hipobarica para el secado del ADN del
precipitado. Finalmente, se resuspendié el ADN con 20 pl de H20 bidestilada autoclavada y
dejando a temperatura ambiente durante una hora. Las extracciones se almacenaron en una

heladera a 4°C.

La calidad y cantidad del ADN gendmico total fue observada mediante
electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1% (p/v) y tincion con bromuro de etidio (0.5
mg/ml), utilizando como referencia el marcador de peso molecular Lambda digerido con
HindIII (Promega). Se sembraron 3 ul de la muestra, mas 2 pl del buffer de siembra. La
electroforesis se llevo a cabo en buffer TAE 1X (ver Anexo 1), a un voltaje constante de 70
Volt durante 30 minutos. La cuantificacidn se realizo por espectrofotometria ultravioleta en
un equipo NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc.),
asumiendo una equivalencia de 1 OD (260nm) = 50 pg/ml. Mdas adelante se detalla la

cuantificacion utilizada para cada método.
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3.2.2.3 - Marcador mitocondrial: gen COII

Amplificacién por PCR

La amplificacion del gen mitocondrial COII se puso a punto mediante la
utilizacion de los primers empleados por Simon et al. (1994) y Yassin et al. (2008a y b) en
estudios previos sobre drosofilidos. En dichos estudios, estos primers demostraron alta
eficiencia de amplificacién en multiples especies de drosofilidos: Primer sense: TL2-]-3037 (5'-
ATGGCAGATTAGTGCAATGG-3) y primer antisense TK-N-3785 5-
GTTTAAGAGACCAGTACTTG-3).

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen final de 50 pl en
tubos de 0,2 ml de pared delgada. Las concentraciones finales de reactivos por reaccion de

PCR se detallan en la Tabla 3.2.2.3.1:

Tabla 3.2.2.3.1: Concentraciones de los reactivos utilizados en las PCR. * La cantidad de ADN se obtuvo a partir
de la cuantificacion realizada mediante espectrofotometria.

Reactivo Concentracion
Buffer 13

MgClz ImM

Frimer sense 50 ng

Frimer antisense 50 ng

dNTP (desoxirribonucledtidos trifosfato) |0.2 mM c/uno
Taqg polimerasa 0.5 unidades
ADN f0a100ng”
H20O bidestilada autoclavada hasta 50 ul

La amplificaciéon se llevd a cabo en un termociclador modelo Applied
Biosystems 2720 (Thermo Fisher Scientific Inc.) bajo el siguiente programa de PCR:
Desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 94°C; 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a
57°C y 1 minuto a 72°C; y una extension final de 5 minutos a 72°C. La correcta amplificacion
fue corroborada mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa 1% (p/v) y tincién con
bromuro de etidio (0,5 mg/ml), utilizando como referencia, el marcador de peso molecular de
100 pb (Productos Bio-Légicos de la Universidad de Quilmes). Se sembraron 3 pl de la
muestra, mas 2 pl del buffer de siembra. La electroforesis se llevé a cabo en buffer TAE 1X

(ver Anexo 1) a un voltaje constante de 70 Volt durante 30 minutos.
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Purificacion y secuenciacion de los fragmentos obtenidos
La purificacion y la secuenciacion de los productos de amplificacion se
llevaron a cabo contratando los servicios de la empresa Macrogen Inc.

(www.macrogen.com), que requiere una cantidad de ADN purificado de 10 ng por muestra.

Control y alineamiento de las secuencias

Las secuencias de cada individuo fueron chequeadas y editadas utilizando el
programa “BioEdit Sequence Alignment Editor” (BioEdit, version 7.2.5) (Hall 1999). La
alineacién de las secuencias se llevo a cabo por medio del programa “Molecular

Evolutionary Genetic Analysis” (MEGA, versidn 6.06) (Tamura ef al. 2013).

3.2.3 - Andlisis del marcador mitocondrial

Como ya se menciond, este analisis se llevd a cabo a partir de las muestras
obtenidas en la campana de colecta realizada durante febrero de 2009 en el norte argentino
descripta en el Capitulo II de esta tesis, a las cuales se sumaron secuencias de cuatro
poblaciones de Z. indianus sudamericanas no argentinas (tomadas del trabajo de Yassin et al.

2008b) (Figura 3.2.3.1).

3.2.3.1 - Estimacion de la variacion nucleotidica y haplotipica

Para estimar la variacion genética de las poblaciones estudiadas se analizaron
los distintos haplotipos del gen COII presentes en las mismas. Los haplotipos fueron
identificados con el programa “DNA Sequence Polymorphism” (DnaSp, version 5.10.01)
(Librado & Rozas 2009) a partir del alineamiento de las secuencias. Los valores de variacion
genética fueron calculados mediante el indice Ha o diversidad haplotipica, que mide la
probabilidad de que dos haplotipos elegidos al azar en una poblacién sean diferentes (Nei
1987). Este estimador fue calculado a partir del programa DnaSp versién 5.10.01 (Librado &
Rozas 2009).
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Figura 3.2.3.1: Ubicacion geografica de las poblaciones analizadas de Z. indianus.

Ademads, para obtener una media de la distribucion de la variacién dentro y
entre poblaciones se utiliz6 la distancia nucleotidica Pi, que cuantifica la proporcion de sitios
nucleotidicos en los cuales dos secuencias son diferentes. Esta se obtiene mediante el cociente
entre el nimero de diferencias nucleotidicas y el nimero total de nucledtidos comparados
(Nei & Kumar 2000). Cuando se cuantificd la variacion intrapoblacional se utilizo el Pi
promedio entre todas las secuencias presentes dentro de cada poblacion. Cuando se cuantificd
la variacion interpoblacional se utilizé el Pi promedio entre todas las secuencias presentes en
las dos poblaciones. Los célculos de las distancias Pi se realizaron mediante el programa

MEGA version 6.06 (Tamura et al. 2013).
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3.2.3.2 - Andlisis filogeografico

En esta Tesis se seguirda la propuesta de Garrick (2008) explicada en la
Introduccion, es decir, se intentara dar respuesta a las preguntas de estructuracion
poblacional por medio de una aproximacion que retine al NCPA y a la Teoria de la
Colaescencia. A continuacion explicaremos con mas detalle los dos métodos, con el fin de

facilitar al lector la correcta interpretacion de los resultados.

Analisis de asociacion geografica (Test de Mantel)

Con el fin de obtener una primera aproximacion de asociacion entre variantes
genéticas y sitios geograficos, se realizd un Test de Mantel (Mantel 1967), que consiste en
calcular el coeficiente de correlacion de Pearsons (Sokal & Rohlf 1995) entre matrices de
distancias genéticas y geograficas. De esta manera, se puso a prueba la existencia de
aislamiento por distancia entre las poblaciones muestreadas. Como distancias genéticas se
utilizaron los valores de Pi calculados en 3.2.3.1. Este andlisis se 1levd a cabo con el programa

InfoStat (Di Rienzo et al. 2014).

Analisis filogeografico cladistico anidado (NCPA)

El primer paso del andlisis consiste en construir un arbol de haplotipos y luego
convertirlo en una red de clados (conjunto de haplotipos) anidados, aplicando las reglas de
Templeton et al. (1987) y Templeton & Sing (1993), para obtenerse un esquema como el que

se muestra en la Figura 3.2.3.2.1:

2-1

1-2

Figura 3.2.3.2.1: Esquema que muestra un hipotético anidamiento de haplotipos.
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En la figura se muestra un ejemplo de cinco haplotipos, de los cuales tres (A, B
y C) estan representados en las poblaciones que existen actualmente y dos (los circulos
negros mas pequenos) representan haplotipos intermediarios mas recientes, que en este caso
estan ausentes de la muestra y por lo tanto son hipotéticos. Los haplotipos interiores de la red
son, en este caso, los haplotipos que estan ausentes mientras que los haplotipos exteriores de la
red son los haplotipos A, By C. El agrupamiento en clados comienza de afuera hacia adentro
(de los haplotipos exteriores hacia los interiores). Los haplotipos comienzan uniéndose de a
dos (0 mas, cuando de a dos no es posible), ya sean presentes o ausentes, para formar los
“clados de un paso” (haplotipos comprendidos en los recuadros 1-1 y 1-2 del ejemplo).
Luego, se va aumentando el nivel de agrupamiento uniendo clados ya formados, también de
a dos, y comenzando nuevamente por los clados exteriores. Estos son los “clados de dos
pasos” (el clado 2-1 del ejemplo). El anidamiento concluye cuando se llega al “clado de n
pasos” que contiene a toda la red de haplotipos, es decir, al cladograma total (que, en este

ejemplo, coincide con el clado 2-1).

Una vez que la red de haplotipos se convirti6 en un disefio anidado, se
continda con la incorporaciéon de datos geograficos para calcular dos distancias estadisticas
(Templeton et al. 1995): la distancia del clado, que mide el rango geografico de un determinado
clado, y la distancia anidada del clado, la cual mide cdmo un clado en particular esta
geograficamente distribuido en relacion con sus clados hermanos. Las distancias
contrastantes entre los clados antiguos y recientes (considerando como antiguos a los mas
internos de la red y como recientes a los mas externos), son importantes para discriminar las

causas potenciales de la estructura geografica de la variacion genética (Templeton et al. 1995).

Los valores estadisticamente significativos de las diferentes medidas de
distancia, y los contrastes antiguos-recientes se determinan por pruebas de permutaciones al
azar. Este procedimiento simula la hipdtesis nula de distribucion geografica al azar, para

todos los clados dentro de una categoria anidada.

El no rechazo de la hipdtesis nula puede ser consecuencia de,

fundamentalmente, dos razones: 1) el tamano muestral es inadecuado para detectar la
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estructura geografica, a pesar de que existe, y 2) la poblacion es panmictica a través del area
muestral, de manera tal que cualquier diferencia que se observa en la frecuencia de los
haplotipos se explica solo por efectos de muestreo o deriva y por lo tanto no es posible
establecer patrones geograficos. Como no hay manera de discriminar entre estas alternativas,
mediante los datos existentes, las inferencias bioldgicas se determinan a partir de esos casos
en que la hipotesis nula se rechaza. Si la hipotesis nula se rechaza, el analisis continta
buscando las posibles causas de asociaciones haplotipos-geografia, que son estadisticamente

significativas (no azar) en términos de estructura geografica y/o historia poblacional.

Debido a la complejidad de los patrones de evaluacion, Templeton et al. (1995)
disefiaron una clave dicotomica para la interpretacion de los estadisticos de distancia, cada
vez que la hipotesis nula es rechazada, y resulta util para identificar aquellas situaciones en
las que el muestreo resultdé inadecuado para la inferencia filogeografica. Esta clave,

posteriormente modificada por Templeton (2004), fue la utilizada en el presente capitulo.

Obtencion de la red de haplotipos: La red de haplotipos se generd usando el
método Media Joining (Bandelt et al. 1999) implementado en el programa Network version

4.6.1.3 (Fluxus Technology Ltd. 2015).

Disefio estadistico anidado: El arbol de haplotipos se convirtié en un disefio de
clados anidados, aplicando las reglas de Templeton et al. (1987) y Templeton & Sing (1993)
por medio del programa “Automated Nested Clade Analysis” (ANeCA, version 1.2)
(Panchal 2007). Las relaciones entre haplotipos se usaron para asignarlos a grupos, en el

analisis de asociacion geografica.

Test para determinar asociacion geografica: Una vez que se determind el
disefio anidado a partir de la topologia de la red de haplotipos, se llev a cabo un test simple
de asociacion geografica, en el que se tratd cada localidad como una variable categdrica. Se
realizd entonces un test de permutacion exacto de contingencia, donde las variables
consistian en cada clado versus las localidades geograficas. Este test se realizo con el

programa GeoDis version 2.5 (Posadas et al. 2000).

65



CAPITULO II1

Interpretacion del archivo de salida del programa GeoDis: La interpretacion se
llevo a cabo aplicando la clave de Templeton et al. 2004 de manera automatica por medio del
programa ANeCA version 1.2 (Panchal 2007), para concluir qué proceso historico pudo ser el

responsable de la estructura poblacional.

Analisis filogeograficos estadistico basados en la Teoria de la Coalescencia
A continuacion se detallan las distintas pruebas de expansion poblacional

utilizadas en el presente trabajo:

a) “Dr” de Tajima (1989):

Compara diferencias entre el numero de sitios segregantes (Ow) y el numero
promedio de diferencias nucleotidicas por sitio (71). Bajo neutralidad selectiva, la esperanza
es que ambos estimadores presenten valores iguales y por lo tanto la diferencia entre ellos

sea igual a cero. El valor de Dr se calcula como:

=6,
ar(z—6, )

El Dr de Tajima es un estadistico muy general para analizar espectros de
frecuencias alélicas, y tiende a ser negativo cuando las poblaciones han atravesado una
expansion poblacional, cuello de botella o la region génica presenta huellas de barridos
selectivos (en inglés, selective sweep, la reduccion de la variacidon genética entre nucledtidos
vecinos a una mutaciéon como resultado de un proceso reciente y positivo de seleccién
natural). Los valores de Dr positivos, en cambio, son consistentes con la presencia de

seleccion equilibradora o de estructuracion poblacional.

b) “Fs” de Fu (1997):
Este test estadistico se fundamenta en el modelo de mutaciéon de sitios
infinitos (Kimura 1969) que sostiene que cada gen esta conformado por una secuencia de

sitios infinitos y cada vez que ocurre una mutacion, la misma afecta a un sitio que no fue
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afectado previamente. Se basa en la probabilidad de observar no menos de k haplotipos en
una muestra de n secuencias dado un cierto valor de 0 (que representa la tasa de mutaciones
neutras), calculado a través de 7 (que es el namero promedio de diferencias nucleotidicas

por sitio). Se calcula como:

Sl
F. =1In
° (1— S')

Donde S es el nimero de sitios segregantes, calculado como:

9:5]22\%\&

%50

Dado que Fs tiende a ser negativo cuando hay un exceso de mutaciones

recientes que generan alelos raros, un valor negativo significativo de este estadistico puede
tomarse como evidencia contra un modelo neutral. Los alelos raros pueden ser productos de
expansiones recientes, aunque también debe tenerse en cuenta que la prueba asume que la
recombinacion es igual a cero, y por lo tanto una prueba significativa puede simplemente

estar demostrando la presencia de un exceso de haplotipos por el efecto de recombinacion.

¢) Test de Tajima (1989):

El test de Tajima esta basado en la diferencia entre sitios segregantes
esperados (S) y diferencias nucleotidicas entre secuencias (k). Estudios con simulaciones
demuestran que es mas poderoso cuando la hipétesis alternativa es barrido selectivo y cuello
de botella, que otros test similares (Tajima 1989, Simonsen et al. 1995). El test de Fu detecta
un exceso de alelos raros y es mas poderoso para casos de expansion poblacional y
“hitchhiking” genético (cuando un alelo cambia su frecuencia no porque esté bajo seleccién
natural, sino porque esta ligado a otro gen en el mismo cromosoma que esta sufriendo un

barrido selectivo) (Fu 1997, Ramos-Onsins & Rozas 2002).
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Para el calculo de los mismos se utilizd el programa DnaSp version 5.10.01
(Librado & Rozas 2009). La significacion de los mismos se evalu6 mediante simulaciones de
coalescencia (10000 réplicas) basadas en un proceso de Monte Carlo (Hudson 1990) y

asumiendo la opcidn mas conservativa, que es la ausencia de recombinacion en los datos.

d) Distribuciones pareadas, Rogers & Harpending (1992):

Rogers & Harpending (1992) describieron el efecto del crecimiento poblacional
en la distribucion de las diferencias pareadas en muestras de ADN no recombinante. Las
distribuciones pareadas estudian la probabilidad de que dos secuencias neutrales difieran
por azar en i sitios nucleotidicos en la generacion t. En aquellos casos donde no hay cambios
en el tamano poblacional se espera una distribucion multimodal de estas diferencias
pareadas, pero en el caso que haya ocurrido una rapida expansion demografica se espera

una distribucion unimodal.

Harpending et al. (1993) describieron el estadistico r que determina la
“suavidad” de la distribucion pareada observada, permitiendo distinguir entre poblaciones

estacionarias de aquellas bajo expansion.

Donde xi es la frecuencia de haplotipos que difieren en i posiciones y d es el
numero maximo de diferencias observadas. El programa DnaSp versiéon 5.10.01 (Librado &
Rozas 2009) permite observar en forma grafica la distribucion de las diferencias pareadas
observadas, los valores esperados en una poblacion en equilibrio y sin recombinaciéon, como
por ejemplo un poblacion estable de tamafio constante (Slatkin & Hudson 1991), y los valores
esperados para una poblacion con crecimiento en el tamafno poblacional (Rogers &
Harpending 1992). Este mismo programa provee los intervalos de confianza del estadistico r

mediante simulaciones utilizando el algoritmo coalescente.
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3.3 - Resultados

3.3.1 - Andlisis del gen mitocondrial COII

3.3.1.1 - Variacion y diversidad haplotipica

Se estudiaron un total de 131 individuos correspondientes a 14 localidades. A
cada individuo se le secuencio una porcion del gen mitocondrial COII (Tabla 3.2.3.1). El
alineamiento de las secuencias correspondientes a un segmento génico de 688 pares de bases
(pb) (Anexo 2) mostrd 23 sitios informativos que definen 11 haplotipos, denominados H1 a

H11.

En la Tabla 3.3.1.1.1 y la Figura 3.3.1.1.1 se informa la presencia y frecuencias
de los haplotipos del gen mitocondrial COII correspondientes a las localidades que formaron
parte del andlisis. Los haplotipos H1 y H2 fueron los mas frecuentes (50,38% y 40,46%
respectivamente) y se encontraron en todas las localidades argentinas estudiadas. El
haplotipo H11 (3,05%) fue hallado exclusivamente en las localidades no argentinas
(proveniente de Brasil y Uruguay), siendo ademas el tinico haplotipo encontrado en ellas. Se
identificaron ocho haplotipos endémicos: H3 en Bella Vista (Corrientes), H4 y H5 en El
Colorado (Formosa), H6 y H7 en Corrientes (Corrientes), H8 y H9 en Las Lomitas (Formosa)

y, finalmente, H10 en Yuto (Jujuy) (Tabla 3.3.1.1.2).

Tabla 3.3.1.1.1: Distribucién y frecuencia de los haplotipos de Z. indianus de las distintas localidades analizadas.

Haplotipos Localidades (Mro. de individuos) ) To,tal
individuos
Bella Vista (12), El Colorado (7), Corrientes (5], Itati (7],
H1 ftuzaingd (13), Las Lomitas (6), Montecarlo (2), Oran (7], 66
Palo Santo (1), Yuto (6)
Bella Vista (3), El Colorado (5), Corrientes (3), Itati (5],
H2 tuzainga (2], Las Lomitas (6], Montecarlo (11), Oran (4], 53
Palo Santo (6], Yuto (7]
H3 Bella Vista (1) 1
Ha El Colorado (1) 1
H5 El Colorado (1) 1
HE Corrientes (1) 1
H7 Corrientes (1) 1
HE Las Lomitas (1) 1
HS Las Lomitas (1) 1
H10 Yuto (1) 1
Hi1 Belém (1), Rio de Janeiro (1), Tijucas (1), Montevideo (1) 4

69



CAPITULO II1

Figura 3.3.1.1.1: Distribucion de los haplotipos de Z. indianus en las poblaciones muestreadas. Abreviaturas de las
localidades de acuerdo a la Tabla 3.2.3.1.

Todas las poblaciones argentinas muestreadas fueron polimorficas. Las
poblaciones con mayor nimero de haplotipos fueron El Colorado, Corrientes y Las Lomitas
todas con 4. Como medida de la distribuciéon de la variacion genética dentro de cada
poblacion, se utilizaron la diversidad haplotipica (Ha) y la distancia nucleotidica promedio
(P3) (Tabla 3.3.1.1.2). Las poblaciones con mayores valores de Pi fueron Yuto (Jujuy, con un Pi
= 0,0065 + 0,0019), Las Lomitas (Formosa, con un Pi = 0,0064 + 0,0019) y El Colorado
(Formosa, con un Pi = 0,0062 + 0,0019). En cuanto a la diversidad haplotipica (Hda) Corrientes
fue la localidad que exhibi6 el valor mas alto respecto a este indice (0,709) mientras que

Ituzaingd presento el menor valor de Ha (0,284).
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Tabla 3.3.1.1.2: Distribucién de haplotipos, distancias génicas promedio (P;) y diversidad haplotipica (Hd) de en cada poblacién. n/c: el valor no pudo

ralmilarco nar tonor infarmacmiAn Ao enla 11m indiviidiia NE. AocevriariAn actdndar

Pais Poblacisn Abreviatura Provincia, Estado o N Ha plluti!}clhs [(Mro. de Hapl clhtipus Dista mI:ias g:.'—.lnéticas Di‘\r:ersidad
Departamento individuos) [cantidad) medias [Pi+ DE) haplotipica (Hd = DE)
Bella Vista BYI Corrientes 16[H1(12), H2 (3), H3(1) 3 0,0035 £ 0,0011 042520364
El Colorado coL Formaosa 14[H1 (7), HZ (5), H4 (1), H5 (1) 4 0,0062 + 0,0019 0,655 + 0,300
Corrientes COR Corrientes 11[H1 (5], HZ (3), HE (1), HT (1) F 0,0060 £ 0,0018 0,705 + 0,315
Itati ITA Corrientes 12|H1 (7], HZ2 (5] 2 0,0054 £ 0,0019 0530£0,276
Argentina ltuzaingd Tl Corrientes 15|H1 (13), HZ (2) 2 0,0025 £ 0,0009 0,248 £0,362
Las Lomitas LOM Formaosa 14|H1 (8), H2 (6], H8 (1), Ha (1) 4 0,0064 + 0,0019 0,670 20,286
Montecarlo WMON Misiones 13|H1(2), H2 (11) 2 0,0029 + 0,0010 0,282 20,376
aran ORA Salta 11[H1(7), HZ (4] 2 0,0052 = 0,0018 0,509 0,317
Palo Santo PSA Formosa 7IH1 (1), HZ (&) 2 0,0029 % 0,0010 0,286 20,443
Yuto YuT ujuy 14|{H1 (6), HZ (7), H10(1) 5 0,0065 + 0,0019 0,604 20,275
Belém BEL Para 1|H11 (1) 1 n,fc n,c
Brasil Rio de laneirc  |RIO Ric de laneiro 1{H11 (1) 1 njc njc
Tijucas TU Santa Catarina 1|H11 (1) 1 n,fic n,fc
Uruguay Montevideo MTV Montevideo 1|H11 (1) 1 n/c n,c
Total 11 0,0055 £ 0,0008 0,586 £0,156

III O1NLIdVD
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3.3.1.2 - Andlisis filogeografico

Analisis filogenético de los haplotipos

El analisis filogenético de los haplotipos de esta especie dio por resultado un
unico arbol bajo el criterio de maxima parsimonia (Figura 3.3.1.2.1). De acuerdo a la
ubicacion del grupo externo seleccionado (ejemplares de Z. indianus provenientes de la
ciudad de Brazzaville, Republica del Congo (nimero de acceso GenBank EF632378.1), que no
se muestra en la Figura 3.3.1.2.1), los haplotipos H1 y H11 se constituirian como los mas
basales dentro de los americanos. El haplotipo H1 es, ademas, uno de los mas frecuentes
(Tabla 3.3.1.1.1 y Figura 3.3.1.1.1) y ocupa una posicién interna de la red, mientras que H11

parece ser un haplotipo externo a los haplotipos hallados en la Argentina.

2-3 2-4 3-2 B sella vista

H10 H9 El Colorado
*

Corrientes
1-4 Itati
ltuzaingo
0 | g
H11 . Las Lomitas
1-9 Montecarlo
1-2
|:| QOran
Palo Santo
Yuto
Belém
H7 Rio de Janeiro

Tijucas
S| m

Cladograma total L E Montevideo

2-1

H4

1-6
1-1

1-10 1-11 H1

H2

Figura 3.3.1.2.1: Red de haplotipos presentes en las poblaciones muestreadas de Z. indianus. El tamafio de los
circulos se corresponde con la cantidad de individuos que presentan un determinado haplotipo. Los circulos
negros pequefos representan haplotipos ausentes no representados en las muestras. Los cuadros representan los
niveles de anidamiento de acuerdo a los criterios del Analisis Cladistico Anidado.

El test de Mantel no mostré una correlacion significativa entre las distancias
geograficas y los valores de Pi entre poblaciones (r = -0,01, p = 0,65), lo cual sugiere que no

hay evidencias de un patrén de aislamiento por distancia.
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Analisis Cladistico Anidado de Templeton

Con el objeto de analizar los procesos histdricos y/o recurrentes que pudieron
haber moldeado la variacion genética de la especie, se realizo un Analisis Cladistico Anidado
(Templeton 2004). Este estudio reveld la presencia de cuatro niveles de anidamiento (Figura

3.3.1.2.1).

Las pruebas de contingencia arrojadas por el programa GeoDis (Posadas et al.
2000) no revelaron asociaciones estadisticamente significativas entre los clados anidados y la
localizacion geografica, a excepcion de solo uno de ellos: el clado 2-2 (Tabla 3.3.1.2.1). Esto
indicaria que existe una asociacion no al azar entre los haplotipos pertenecientes a dicho
clado y su distribucion geografica. Las inferencias sobre el tipo de proceso que explicaria esta
distribucion geografica no al azar del clado 2-2 se presentan en la misma Tabla 3.3.1.2.1. Las
asociaciones significativas entre las variantes haplotipicas y su distribucion geografica

podrian explicarse por fragmentacion alopdtrica.

En el clado 2-2 se observo fragmentacion alopatrica, dado que uno de los
haplotipos que forma este clado, H11, posee un area de distribucion restringida y por fuera
del area de distribucién del haplotipo H1 del mismo clado (Figura 3.3.1.2.1). Sumado a esto,
como se menciono anteriormente, el haplotipo H11 solo se encuentra en los 4 individuos
analizados de localidades de Brasil y Uruguay (Tabla 3.3.1.1.2), lo que sugiere aislamiento

reproductivo.

Tabla 3.3.1.2.1: Inferencias acerca de los mecanismos evolutivos responsables de la distribucion espacial de los
patrones de variacion genética observada. Los datos de las “cadenas de inferencia” se interpretan siguiendo las
claves dicotémicas del trabajo de Templeton 2004. Significancia: * p <0,05-

Clado Estadistico 32 Cadena de inferencia Patron inferido
1-5 32,1013|No se rechaza hipotesis nula |-
2-1 8,1509|No se rechaza hipotesis nula |-
2-2 74,0000 *{1-19 NO Fragmentacion alopatrica
2-3 2,0000|No se rechaza hipotesis nula |-
3-2 17,9307|No se rechaza hipotesis nula |-
Cladograma total 274686 *(1-2 10 Inconcluso

Analisis de eventos demograficos basados en la Teoria de la Coalescencia
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Si bien las pruebas de este punto son pruebas que permiten evaluar la
neutralidad de los marcadores, también son utiles para hacer inferencias acerca de procesos
demograficos, ya que permiten analizar procesos tales como crecimiento poblacional, cuellos
de botella, y subestructuracion poblacional. La Tabla 3.3.1.2.2 muestra los valores observados
y la significancia de cada prueba. Se obtuvo un valor cercano a cero para Dr y no
significativo, por lo que no se encontraron evidencias de aumentos demograficos ni algtn
patron particular de seleccion para este locus. En cuanto al Fs, se hallé un valor positivo
aunque no significativo. Es esperable obtener valores positivos para estos pardmetros
cuando hay evidencias de una deficiencia de alelos, lo que seria esperable en un escenario de

cuello de botella reciente.

Tabla 3.3.1.2.2: Valores de los estadisticos Dr de Tajima (1989) y Fs de Fu (1997). NS: no significativo, segun
criterio de p > 0,10.

Prueba

Dt de Tajima Fs de Fu
_0,07911 (NS)|  0,32714 (NS)

La distribucion de diferencias pareadas no mostro diferencias significativas
con respecto a lo esperado bajo un modelo de tamano poblacional constante (r = 0,08948, No
significativo), lo cual indicaria que las poblaciones de esta especie no sufrieron aumentos en
sus numeros poblacionales. En concordancia con esto, la distribucién de diferencias pareadas
dio una distribucion bimodal (Figuras 3.3.1.2.2 y 3.3.1.2.3), como es de esperar bajo un
modelo de coalescencia basica con apareamiento al azar, y sin ningun tipo de fenémeno

demografico que lo afecte.
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Figura 3.3.1.2.2: Distribuciéon de diferencias pareadas en Z. indianus. La linea continua indica los valores

esperados en una poblacion estable (equilibrio y no recombinaciéon). La linea de puntos indica las distribuciones
de diferencias pareadas en la muestra.
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Figura 3.3.1.2.3: Distribucion de diferencias pareadas en Z. indianus. La linea continua indica los valores
esperados bajo un modelo de crecimiento o decrecimiento en el tamafio poblacional (Rogers & Harpending, 1992).
La linea de puntos indica las distribuciones de diferencias pareadas registradas en la muestra.
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3.4 - DiscusiOn

3.4.1 - Procesos histérico-demogréficos

Para analizar la informacion que el andlisis filogeografico realizado provee
respecto a procesos historico-demograficos relacionados con la invasion de Z. indianus hacia
la zona meridional del continente americano, primero discutiremos los valores del indicador
general de variacion nuecleotidica Pi y luego los resultados de los estadisticos del andlisis de

coalescencia.

Las estimaciones de la variacion genética Pi para el total de poblaciones de Z.
indianus muestreadas (0,0055, Tabla 3.3.1.1.2) resultaron, en promedio, un 39,4% del valor
reportado (0,014) en el trabajo de Yassin et al. (2008b) para COII a nivel mundial. Este patron
es concordante con un escenario de eventos de colonizacion repetidos en secciones extremas
del rango de la especie. Esto es asi ya que eventos de colonizacidn repetidos pueden resultar
en cuellos de botella consecutivos, reduciendo significativamente la variacion genética en
nuevas porciones del rango de la especie. Ademas, las nuevas areas colonizadas proveen
migrantes para colonizaciones adicionales; y cada evento de colonizacién en una nueva area
se caracteriza por un evento fundador, en donde la variacion genética se reduce (Nei ef al.

1975, Hewitt 1996).

Respecto al analisis de los estadisticos del método coalescente, dicho modelo
propone que en términos genealdgicos temporales retrospectivos, durante un cuello de
botella severo, todos los linajes coalescen rapidamente en virtud de la disminuciéon abrupta
del tamafio poblacional. Entonces, ni bien se produce un cuello de botella severo, todas las
secuencias seran iguales, por lo que ningun estadistico podra detectar este proceso (Hein et
al., 2005). En las siguientes generaciones, y a medida que aumenta el tamafio poblacional, los
linajes individuales empiezan a acumular mutaciones de manera independiente, llevando a
un exceso de variantes raras, es decir, a un exceso de haplotipos raros en comparacién con lo
que se esperaria bajo un modelo coalescente basico. Este tipo de evento demografico produce
el mismo patrén coalescente que el barrido selectivo o seleccién purificadora. Por el

contrario, cuellos de botella mas moderados permiten la supervivencia de varios linajes mas
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antiguos, llevando a una genealogia balanceada con algunas ramas internas largas.
Inmediatamente luego del evento, los datos tienden a mostrar un exceso de frecuencias de
variantes intermedias y un déficit de haplotipos, en comparacion con el modelo coalescente
basico. Los resultados de los analisis realizados con el marcador mitocondrial en el proceso
de invasion de Z. indianus en Argentina muestran la existencia de apenas once haplotipos del
gen COII en 131 individuos, muestreados en trece poblaciones a lo largo de una parte de la
distribucién de la especie en Sudamérica. Pero, fundamentalmente, no se detectaron
resultados significativos para ningun estadistico en el andlisis filogeografico realizado segin
la Teoria Coalescente (Tabla 3.3.1.2.2, Figuras 3.3.1.2.2 y 3.3.1.2.3). Particularmente respecto el
valor positivo aunque no significativo del estadistico Fs de Fu, esto sugiere alguin tipo de
eventos demograficos de disminucién del tamafio poblacional efectivo, esperable en un
escenario de cuello de botella, aunque también indica que dicho evento no fue drastico como
para ser detectado por el Fs. Lo mismo respecto a que los estadisticos que pueden detectar
expansion demografica luego de un cuello de botella, el Dr de Tajima y las distribucion de
las diferencias pareadas entre secuencias, no mostraron un exceso de frecuencias de
variantes intermedias y un déficit de haplotipos, en comparacion con el modelo coalescente
basico. Entonces, en este contexto en cuanto a la interpretacion de los resultados del analisis
filogeografico hay dos alternativas: la primera, que Z. indianus protagonizd un proceso de
invasion hacia el sur del continente americano sin fuertes sobresaltos demograficos, en el
sentido de disminuciones drasticas y multiples del tamano poblacional y en consecuencia de
la variacion genética; y la segunda, que los estadisticos no fueron capaces de detectar

procesos demograficos o selectivos porque se trata de un evento muy reciente.

Los dos haplotipos mas abundantes (H1 y H2) mostraron estar presentes en
todas las poblaciones argentinas y en combinaciéon suman casi el 91% de los haplotipos
muestreados. El hecho de que tuvieran siete pasos mutacionales de diferencia, y que dichos
secuencias intermedias no se hallaran presentes en las poblaciones consideradas, puede ser
evidencia de que las poblaciones argentinas de Z. indianus son el resultado dos corrientes
migratorias distintas. Para corroborar esta hipdtesis seria necesario tener en consideracion la

variacion de COII en un 4rea mayor a la muestreada en este trabajo, incluyendo mas
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poblaciones de América y Africa, a los fines de tener una perspectiva mas global de la

variacion de este gen en el drea invadida y asi poder determinar el origen de H1 y H2.

3.4.2 - Estructura poblacional

El andlisis filogeografico de Z. indianus mostr6é una distribucion particular de
la variacion haplotipica, revelando que el tinico haplotipo muestreado en las poblaciones
brasilefnas y urugaya no se encuentra en la Argentina. Esto concuerda con el hecho de que el
unico resultado significativo en la prueba estadistica del NCPA fuera para el clado 2-2 de la
Figura 3.3.1.2.1, donde se observaron evidencias de fragmentacion alopatrica dentro de este
clado que es el tnico que contiene anidados haplotipos de Brasil, Uruguay y Argentina
(Tabla 3.3.1.2.1). Esto podria ser escenario de un posible aislamiento por distancia y tampoco
es contradictorio con un escenario como el propuesto por trabajos que sostienen que Brasil es
el area central de dispersion de las poblaciones invasoras de Z. indianus en América del Sur
(Yassin ef al. 2009, Commar et al. 2012), pero seria necesario realizar este andlisis con mas
muestras provenientes de Brasil y de su rango nativo africano a los fines de estimar con

mayor certeza la variacion del gen COII en aquellas regiones.

Cuando los insectos colonizan nuevas dreas se espera ver alguna huella
genética de expansion poblacional reciente, pero tanto el andlisis de NCPA como las pruebas
de expansion poblacional no mostraron ninguna evidencia de expansion del rango
geografico de la especie en los marcadores genéticos analizados y en el drea muestreada. Una
causa posible es que no haya transcurrido el tiempo necesario para llegar a un equilibrio
mutacidn-migracion (Hewitt 1996, Avise 2000). Es decir, es posible que no haya pasado el
tiempo suficiente para que la variacion genética se reconstruya en las nuevas areas del rango,
en relacion con aquéllas mas antiguas. Entonces, como conclusién podemos decir que tanto
el andlisis de NCPA y por coalescencia no se encontraron signos genéticos de una expansion
poblacional en el drea muestreada ni de estructuracion, corroborando la primera hipdtesis
planteada en este capitulo: “Las poblaciones argentinas de Z. indianus, en tanto poblaciones
recientemente establecidas durante la invasion a este continente, presentan bajos niveles de
estructuracion poblacional”. Asimismo, y como ya se dijo al principio de esta discusion, se

hallaron niveles de variacion genética (Tabla 3.3.1.1.2) de alrededor del 40% de los hallados
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en trabajos previos (Yassin et al. 2008b), de manera que también corroboramos la segunda
hipdtesis planteada al inicio de este capitulo, es decir que: “Las poblaciones argentinas de Z.
indianus, en tanto poblaciones recientemente establecidas durante la invasion a este

continente, presentan bajos valores de variacion genética en marcadores de ADNm”.

Trabajos previos han hallado también una baja estructuracion poblacional de
las poblaciones invasoras de Z. indianus, tanto en el Viejo Mundo (Yassin et al. 2008b) como
en el Nuevo Mundo (Yassin et al. 2008b, Markow et al. 2014). Markow et al. (2014) asignan
una importancia central a dos aspectos de la biologia reproductiva de Z. indianus y el flujo
génico existente entre poblaciones para explicar su invasion exitosa. El primer aspecto
reproductivo es la habilidad para utilizar multiples recursos frutales como alimento y sitio
de cria (Lachaise & Tsacas 1983, Schmitz et al. 2007, Lavagnino et al. 2008, Commar et al.
2012), lo que incrementa el nimero de recursos adecuados disponibles en una gran variedad
de localidades. Y el segundo aspecto reproductivo es la habilidad de las hembras de Z.
indianus de portar esperma de varios machos en combinacién con su comportamiento de
copulas repetitivas con dispersion hacia nuevos habitats, lo que facilitaria el transporte de
muchas variantes genéticas por pocas hembras para asi contribuir potencialmente a la
panmixia observada en las poblaciones americanas de esta especie (Markow et al. 2014). La
tasa de expansion de los frentes invasores puede depender de la magnitud y los patrones de
flujo génico entre las poblaciones de una especie invasiva. Se espera que una gran cantidad
de flujo génico brinde una alta variacion genética en la periferia, lo que es necesario para la
adaptacion local (Kirkpatrick & Barton 1997). De esta manera, los bajos niveles de variacion
genética en el drea estudiada y la baja estructuraciéon poblacional observadas en los
resultados del presente capitulo, en base a los pardmetros filogeograficos estimados para el
marcador COIl, nos brindan elementos ttiles para reconstruir el escenario de esta invasion.
Es posible proponer que la alta invasividad de esta especie en el continente podria ser
consecuencia de un proceso de dispersion continua, probablemente coadyuvada por la alta

disponibilidad de recursos de cria larval como se discutié en el Capitulo II.

Finalmente, es de tener en consideraciéon que el ADNm solo representa una

pequena parte del genoma de los organismos y estudios recientes han demostrado que

79



CAPITULO II1

existen algunos casos de heteroplasmia y recombinacion entre las moléculas de ADNm de
un mismo individuo (White et al. 2008). Cada gen traza una historia particular, por lo que
resultaria necesario incorporar marcadores nucleares e incluir nuevas poblaciones al
muestreo para tener una vision mas global de los procesos genético-evolutivos que

atraviesan las poblaciones invasoras en este continente.

3.4.3 - En resumen

En resumen, mediante el andlisis filogeografico llevado adelante en este
capitulo, podemos decir que, en cuanto a los procesos historico-demograficos relacionados
con la invasion de Z. indianus en Argentina no hay evidencias de expansion poblacional en el
area muestreada ni de cuellos de botellas drasticos; lo que configura en un escenario de
invasion sin grandes sobresaltos demograficos en el drea muestreada. Esto no quiere decir
que no hubo eventos demograficos de disminucion del tamarfio poblacional y de la variacién
genética, los cuales son quizas inevitables en un proceso de invasion; sino que estos no han
sido drasticos. Por ultimo, en cuanto a la estructuraciéon poblacional, no se encontraron
evidencias de ella ni de niveles considerables de variacion genética, lo cual se ajusta a los

patrones esperables en una especie que invadio recientemente una nueva area geografica.
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CAPITULO IV

VARIACION GEOGRAFICA DE CARACTERES
ADAPTATIVOS EN POBLACIONES NATURALES
DE ZAPRIONUS INDIANUS. ANALISIS DE LA
VARIACION GENETICA Y DE LA PLASTICIDAD
FENOTIPICA DE CARACTERES MORFOLOGICOS
Y DE HISTORIA DE VIDA, Y LA POSIBLE
RELACION CON SU INVASIVIDAD

4.1 - Introduccién

4.1.1 - El rol de la variacién genética y de la plasticidad fenotipica
en ambientes heterogéneos

La seleccion natural es uno de los mecanismos que moldea la conformacion
genética de una poblacion como producto de las diferencias en el valor adaptativo (en el
sentido de variacion en el éxito reproductivo diferencial o fitness) existente entre los distintos
genotipos de una determinada poblacidn. En este sentido, se define a la selecciéon natural
como un proceso donde a partir de diferencias genotipicas, que se manifiestan como
variacion fenotipica, y por la acciéon de un agente selectivo determinado (por ejemplo: la
presencia de un depredador, valores nutricionales particulares de los recursos alimenticios,
etc) un fenotipo en particular tiene un mayor éxito reproductivo, transmitiendo a su
progenie las variantes genéticas que le permitié esta ventaja reproductiva en las condiciones
ambientales particulares de ese tiempo y espacio. En el caso en el que haya una modificacion
ambiental, provocando un potencial cambio en el agente selectivo en cuestion, es posible que
otro fenotipo produzca proporcionalmente mas descendencia y, por lo tanto, las variantes

génicas subyacentes a este nuevo fenotipo incrementaran su frecuencia en la poblacion hasta
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alcanzar el fithess medio poblacional maximo posible en esas condiciones ambientales. En

caso que la poblacion no tenga variacion para responder al cambio, esta se extinguira.

La relacion entre el genotipo, fenotipo y ambiente puede establecerse a partir
del concepto de norma de reaccion. Este concepto se define como el grupo de fenotipos que
manifiesta un dado genotipo en diferentes ambientes (Woltereck 1909, citado en Schlichting
& Pigliucci 1998). Una norma de reaccion puede ser plastica, es decir que el mismo genotipo
frente a los cambios ambientales expresa diferentes fenotipos; o no plastica, cuando el
fenotipo que se expresa no cambia a pesar del cambio ambiental. Tradicionalmente se grafica
la norma de reaccion situando los niveles de la variable ambiental en el eje X y los valores de
expresion de un caracter fenotipico en el eje Y (Figura 4.1.1.1). Cuando la normas de reaccién

es plastica se dice que existe plasticidad fenotipica (Schlichting & Pigliucci 1998).

-

Fenotipo
Q\ Valores fenotipicos de un

D genotipo NO plastico
Valores fenotipicos de un
D genotipo plastico

Q.0

] ] ]
El E2 E3

Ambiente

Figura 4.1.1.1: Representacion grafica de una norma de reaccion tedrica, donde E1, E2 y E3 son tres ambientes
diferentes. Se utiliza la letra E a partir del término inglés environment (“ambiente”), ampliamente utilizado como
subindice en la literatura, ya que la letra A suele utilizarse con otros significados que podrian llevar a confusién.
Con cuadrados y circulos se representan los fenotipos adoptados por un cierto caracter en dichos ambientes: los
cuadrados corresponden a la manifestaciéon de una norma de reaccién no plastica (los fenotipos no varian entre
ambientes para un determinado genotipo), y los circulos corresponden a los valores fenotipicos de una norma de
reaccion plastica plastico.

Las poblaciones naturales de una especie invasora, como Z. indianus, se
exponen a cada paso de su proceso de invasion a ambientes (potencialmente novedosos) que
presentan una amplia heterogeneidad, donde los cambios climaticos y nutricionales (dado

los diversos frutos en descomposicién donde se crian sus larvas para el caso de Z. indianus)
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juegan un papel fundamental. Por esto, la probabilidad de que un tnico fenotipo y
consecuentemente genotipo pueda conferir un valor adaptativo maximo en todos los
ambientes es muy baja. En estos casos, la plasticidad fenotipica puede ser un mecanismo
beneficioso para lidiar con la heterogeneidad ambiental (Schlichting & Pigliucci 1998,
Richards et al. 2006a). Particularmente, la plasticidad fenotipica podria jugar un papel
importante cuando una poblaciéon regularmente experimenta ambientes heterogéneos
(Whitlock 1996, Sultan et al. 1998, Donohue et al. 2001, Richards 2006, Carreira et al. 2006).
Dado que la plasticidad fenotipica se la considera un caracter por algunos investigadores
(ver mds adelante), esta expresion particular del genotipo puede transmitirse a la
descendencia y por lo tanto se la analiza como un factor heredable. Es por esta razon que el
estudio de los patrones de plasticidad fenotipica se constituye en un tépico de suma

importancia para una especie invasora.

4.1.2 - Genética cuantitativa para el estudio de la variacién de
caracteres en poblaciones naturales

Una forma tradicional de estudiar la plasticidad fenotipica en poblaciones y
especies, es hacerlo a través de uno o varios caracteres. Especialmente ttiles para este
proposito son los caracteres cuantitativos. Los caracteres cuantitativos son aquellos que
presentan diferencias entre individuos de grado mas que de clase y por lo tanto muestran
una variacion fenotipica continua en las poblaciones. Estos caracteres pueden ser
morfologicos, fisioldgicos, comportamentales o de historia de vida. La variacién continua de
los caracteres cuantitativos se debe a que la expresion de los mismos es el resultado de la
accion de muchos genes, de las interacciones entre ellos y de las interacciones entre estos y el
ambiente. Para analizar estos fenotipos se utiliza una aproximacion estadistica basada en el
analisis matematico de la variacion y no de la media (Falconer y Mackay 1996). De esta
forma, la varianza fenotipica total (Vr) para un determinado caracter en una poblacién puede
descomponerse en componentes de la varianza genética (Vg, que corresponde a la variacion
aditiva (Va), a la de dominancia (Vp) y a la de epistasis (V1)), a la varianza ambiental (Vi) y a

la varianza debida a la interaccién entre el genotipo y el ambiente (Vexe), de modo que:

Vr=Vc+ VE+ Vaxe
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La variacion de los caracteres cuantitativos es el material sobre el cual actian
las mecanismos evolutivos produciendo diversidad fenotipica y adaptaciones (Barton &

Keightley 2000, Mackay 2001 b, Mauricio 2001).

Los distintos genotipos que componen una poblacién pueden responder de
manera diferente ante una misma modificacion del ambiente, y esto se manifiesta por medio
de existencia de Vr debida a Vce. En este sentido, es posible interpretar la interaccion
genotipo-ambiente (interaccion GxE) desde una perspectiva de la plasticidad fenotipica
visible a través de la norma de reacciéon. En pdarrafos anteriores se definié a la norma de
reaccion a partir de la respuesta de un genotipo. Sin embargo, una poblacion presenta por lo
general variacion genética de modo tal que pueden presentarse diferentes normas de
reaccion, una para cada genotipo, para un dado caracter. En caso que las normas de reaccion
de los distintos genotipos no manifiesten paralelismo entre ellas, lo cual revela variacién

para la plasticidad fenotipica, estaremos en presencia de interaccion GxE.

Los distintos escenarios en los que una norma de reaccion puede revelarnos
variacion en la plasticidad en un cierto cardcter se representan en la Figura 4.1.2.1 (Mackay &

Anbholt 2007).

Notese que en cualquiera de los tres casos ¢, d y e que se describen en la
Figura 4.1.2.1, las normas de reaccion no son paralelas revelando la existencia interaccion
GxE. Un resultado significativo de la interaccién GxE es consecuencia de dos factores que
pueden combinar sus efectos: un cambio en la varianza entre genotipos con respecto al
ambiente, o sea en el ambiente E1 la diferencia entre los valores fenotipicos medios de los
genotipos es mucho menor que en el ambiente E2 (por ejemplo caso ¢ de la Figura 4.1.2.1) y/o
que los genotipos alternativos exhiben efectos fenotipicos opuestos en diferentes condiciones
ambientales (casos d y e de la Figura 4.1.2.1). El primero se denomina cambio de escala y el
segundo cambio de ranking. Cuando la interaccion GxE se puede explicar por efecto del
cambio de ranking, aumenta la probabilidad de que en los distintos ambientes haya un valor

adaptativo diferente con un valor adaptativo maximo y por lo tanto, la interaccién GxE se
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constituye en un mecanismo que puede mantener la variacion genética a nivel

interpoblacional (Fanara et al. 2006, Goenaga et al. 2010). Esta idea se amplia en el siguiente

punto.
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Figura 4.1.2.1: Relaciones entre las distintas normas de reaccidn, y la significancia de los efectos principales, para
cada una de ellas, del genotipo (G), ambiente (E) y la interaccion genotipo-ambiente (GXE). E1 y E2 representan
dos ambientes distintos, y los cuatro genotipos corresponden a las cuatro lineas de distintos colores. s:
significancia estadistica; ns: no significancia. (a) Hay diferencias significativas entre genotipos, pero los efectos
son idénticos para los dos ambientes (no hay plasticidad fenotipica). (b) Existen diferencias en la media del valor
fenotipico de un mismo genotipo para diferentes ambientes, pero diferentes genotipos reaccionan de la misma
manera al cambio ambiental. Las normas de reacciéon son paralelas. En este caso no existe interaccion genotipo
ambiente (GxE NS) ya que las normas de reaccién son paralelas. (c) Existe un cambio en la varianza entre
genotipos con respecto al ambiente, o sea en el ambiente E1 la diferencia entre los valores fenotipicos medios de
los genotipos es mucho menor que en el ambiente E2. (d) Los genotipos alternativos tienen efectos fenotipicos
opuestos en diferentes condiciones ambientales. (e) Todos los términos son significativos, indicando variacién
genética significativa, plasticidad fenotipica e interaccion GXE (modificado de Mackay & Anholt, 2007).

4.1.3 - La plasticidad fenotipica y la interaccién genotipo-ambiente
en el contexto de una invasién bioldgica

Una posible manera de interpretar la presencia de interaccion GxE es por
medio de la existencia de variacion genética para la plasticidad fenotipica, en el sentido de que
cada genotipo interactta con los distintos ambientes de una manera particular y distinta del
resto. Esta mirada supone que la plasticidad fenotipica puede considerarse como un caracter
en si mismo, propio de cada genotipo, por lo que podria estar sujeta a mecanismos

evolutivos como se expreso anteriormente. Si bien existe aun debate sobre si efectivamente la
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plasticidad fenotipica es un caracter y puede evolucionar como tal o es solo un subproducto
de la seleccion en ambientes diferentes (Via et al. 1995, de Jong 1995), numerosos estudios
teoricos (Via & Lande 1985, Scheiner & Lyman 1989, Falconer 1990, Gomulkiewicz &
Kirkpatrick 1992, Gavrilets & Scheiner 1993, Van Tienderen & Koelewijn 1994, Van
Tienderen 1997, Scheiner 1998, Tufto 2000) han abordado el tema de las condiciones y
restricciones que determinarian la evolucion de la plasticidad fenotipica o, mas
precisamente, de la norma de reaccion (Gianoli 2004). De esta manera, numerosos estudios
postulan que en las poblaciones invasoras de una especie se retinen las condiciones para que
en ellas evolucione una mayor plasticidad fenotipica que en las poblaciones del rango

geografico nativo (Kaufman & Smouse 2001, Sexton et al. 2002, Parker et al. 2003).

Aunque el enfoque tradicional con el que hemos abordado hasta aqui la
plasticidad fenotipica y la interaccién GxE son fendmenos que acttian a nivel poblacional,
desarrollos mas recientes sugieren evaluar el significado adaptativo de la plasticidad desde,
al menos, tres aproximaciones distintas que ademads involucran diferentes niveles de
organizacion (Gianoli 2004): 1) a nivel del individuo, 2) a nivel de la poblacion, y 3) a nivel de
la especie. En el primer caso, enmarcado dentro de una perspectiva ecofisioldgica, se indaga
por el significado funcional de las respuestas plasticas observadas en los fenotipos. En el
segundo caso, orientado a la Ecologia evolutiva, se aborda la relacion entre la norma de
reaccion y el valor adaptativo de los distintos genotipos de una poblacion. En el tercer caso,
vinculado con la Ecologia clasica, se estudia el rol de la plasticidad fenotipica en los patrones
de distribucion de una especie. Claramente, los niveles de organizacién jerarquica superior
involucran los otros niveles. En este capitulo se abordard la investigacion de los patrones de
plasticidad fenotipica en caracteres cuantitativos morfoldgicos y de historia de vida
esencialmente desde el segundo y el tercer tipo de aproximacion mencionado, haciendo foco
en caracteres medidos en individuos de Z. indianus provenientes de distintas poblaciones
americanas y africanas, es decir, de poblaciones propias del proceso de invasion y otras

cercanas al sitio de origen de esta especie.

Por lo dicho anteriormente, se desprende que el andlisis de la plasticidad

fenotipica y la interaccion GXE es una herramienta conceptual eficaz para dilucidar las
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estrategias que utiliza una especie para enfrentar la heterogeneidad ambiental (Via & Lande
1987, Via 1993, Schlichting & Pigliucci 1998). Se ha documentado la existencia de altos
niveles de Vc y de altos niveles de plasticidad fenotipica en caracteres de un gran nimero de
especies invasoras pertenecientes a una gran diversidad de taxa (Lee 2002). Si bien no se trata
de condiciones mutuamente excluyentes, una de las discusiones actuales de la Biologia de las
Invasiones se direcciona en dilucidar cudl de estas dos condiciones favorece en mayor
medida el éxito de una invasion bioldgica y qué patrdn particular de ambos factores presenta
cada caso de especie invasora exitosa (Schlichting & Pigliucci 1998, Corley et al. 2002, Lee
2002, Huey et al. 2005, Richards et al. 2006, Ferrari et al. 2008). Como se menciond
anteriormente, cabe esperar que una especie que presenta un patrén de cambio de ranking en
un nuevo ambiente heterogéneo donde invade, los distintos genotipos pueden aumentar las
probabilidades de que al menos alguno de sus fenotipos resultantes sea ventajoso
reproductivamente en algan parche del nuevo ambiente, facilitando de esta manera su

expansion.

En el caso de las especies generalistas polifagas de desarrollo holometabolo,
los distintos recursos donde pueden completar su ciclo larval se pueden considerar como
parches ambientales diferentes. La expansion geografica de una especie expone sus sucesivas
poblaciones colonizadoras, en cada region invadida, a distintas abundancias relativas de
potenciales recursos explotables. Debido a esta heterogeneidad ambiental es que pueden
considerarse a las especies generalistas que presentan plasticidad fenotipica en la explotacion
de distintos recursos, y a las poblaciones que presentan variacion para la plasticidad
fenotipica, como buenas candidatas para ser invasivas en nuevos territorios (Brncic et al.
1985). Por ello, la reciente invasion de Z. indianus en América es un interesante y oportuno
caso de estudio de los patrones genético-poblacionales a fin de dilucidar la posibles causas
que explicarian su exitosa expansion. En este sentido y teniendo en consideracion lo
establecido anteriormente, se propone la existencia de variacion genética para la plasticidad
fenotipica en caracteres morfoldgicos y de historia de vida (ver mas adelante) como unos de

los factores que estaria facilitando la invasion de Z. indianus en el continente americano.
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4.1.4 - Caracteres en estudio

Al momento de elegir caracteres posiblemente vinculados con el éxito invasor
de Z. indianus en el continente americano, se midieron dos caracteres de historia de vida
junto a seis caracteres morfoldgicos estimadores del tamafio corporal en individuos adultos

provenientes de distintas poblaciones americanas y africanas.

4.1.4.1 - Caracteres de historia de vida

(Cudles son los caracteres fenotipicos asociados al éxito reproductivo?
Posiblemente la manera de dilucidar este interrogante sea utilizando el marco de la Teoria de
la Historia de vida, la cual investiga la evolucion de los diferentes caracteres relacionados al
éxito reproductivo diferencial en base a modelos de optimizacion (Stearns 1992, Roff 1992).
El objetivo de la Teoria de la Historia de vida es explicar la variacion de los organismos en
caracteristicas relevantes para el éxito reproductivo como el tamafio al nacer, la tasa de
crecimiento, el tiempo y el tamafio hasta alcanzar la edad reproductiva, el nimero de crias, la

tasa de mortalidad y supervivencia y la longevidad, entre los méas destacados.

La proporcién de individuos de una poblacién (u otro grupo definido) que
logra alcanzar la etapa reproductiva se denomina viabilidad o tasa de supervivencia (V) y tal
vez se trate de uno de los caracteres cuantitativos mas vinculados con el valor adaptativo de
un cierto fenotipo (conjuntamente con la fecundidad) ya que esta relacionado de manera
directa con la posibilidad de dejar descendencia (Stearns 1992, Roff 1992). De la misma
manera, el tiempo que le lleva a un organismo completar su desarrollo ontogenético y
alcanzar la edad reproductiva es un caracter de gran importancia adaptativa, conocido como
tiempo de desarrollo (TD). Se sabe que en especies de moscas cercanamente emparentadas a
Z. indianus estos rasgos presentan variacion cuantitativa y base poligénica (Mukai et al. 1972,
Ohnishi 1977a y b, Garcia et al. 1994), ademds de presentar amplia variacion genética en
diferentes especies (Rose & Charlesworth 1981, Ambros & Horvitz 1984, Laurila et al. 2002,
Kause & Morin 2001, Allendorf & Ryman 2002, Cortese et al. 2002, Mensch et al. 2008), y estar
fuertemente afectado por factores ambientales (Gotthard & Nylin 1995, Laurila et al. 2002,
Mensch et al. 2008).
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De acuerdo a la Teoria de la Historia de vida, bajo condiciones ambientales
favorables (alimentacion de buena calidad, rango de temperatura 6ptimo para el desarrollo)
los organismos que se desarrollan mas rapidamente tienen un éxito reproductivo superior
debido a que comienzan a reproducirse antes y, de esta forma, sus descendientes estaran
proporcionalmente mas representados en la siguiente generacion (Stearns 1992).
Adicionalmente, la maduracion temprana esta asociada a una menor mortalidad juvenil
como consecuencia de un menor periodo de exposicion frente a patdégenos y depredadores
en este periodo critico del ciclo de vida. En cambio, bajo condiciones ambientales adversas
(alimentacion pobre, temperaturas extremas) los organismos con maduracién temprana
tienen un costo negativo generalmente asociado a una reduccion en el tamafio corporal, lo

que repercute desfavorablemente en la fecundidad (Stearns 1992).

Tal como se comento en el Capitulo I de esta Tesis, el estudio de los caracteres
de historia de vida en especies invasoras es relevante en tanto permite analizar de qué
manera las caracteristicas propias de estas especies podrian explicar su invasividad (van

Kleunen et al. 2010).

4.1.4.2 - El tamafio corporal

Probablemente ninguna otra caracteristica de los seres vivos tenga tantas
implicancias sobre el fitness de un individuo como el tamafio corporal (TC), razén por la
cual, su estudio resulta esencial para entender muchos otros caracteres morfologicos y

fisiologicos (Peters 1983, McMahon & Bonner 1983, Calder 1984, Schmidt-Nielsen 1984).

Al igual que en el caso de TD y V, se ha demostrado que el tamafio que puede
alcanzar un organismo, asi como el de sus partes, son caracteres genéticamente complejos de
variacion cuantitativa, y estan determinados tanto por factores genéticos como ambientales
(Fanara et al. 1999, Bitner-Mathé & Klaczko 1999, Loeschcke et al. 1999, Carreira et al. 2009). El
papel de los genes y del ambiente en la determinacion del TC ha suscitado especial interés
para los genetistas evolutivos debido a la relacion entre el TC y el valor adaptativo (Calder
1984, Stearns 1992, Roff 1992, Schlichting & Pigliucci 1998). En insectos, un mayor tamafio

corporal estd asociado en la mayoria de los casos a una mayor fecundidad en hembras
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(Honek 1992), mayor longevidad (Visser 1994), mayor éxito en el apareamiento en los
machos (Quiring & McNeil 1984, Averill & Prokopy 1987, Andersen & McNeil 2001), asi
como también una mayor capacidad de dispersion (Navarro-Campos et al. 2011). Esto
determina que el TC (y los estimadores de este) se constituyan en un cardcter de

fundamental importancia a la hora de dirigir estudios bioldgicos de toda indole.

Dado que los caracteres en consideracion tienen diferente relacion de sus
valores fenotipicos con el fitness, se puede decir que hay una performance diferente de un
individuo, un genotipo particular o una poblacion, en funcién de cudles sean sus

caracteristicas morfologicas y de historia de vida.

Independientemente de los valores absolutos de estos caracteres, es decir si los
individuos de las poblaciones invasoras tienen en promedio V mayores, TD menores o TC
mas grandes que los de las poblaciones de origen, se busca describir los patrones genético-
poblacionales en términos de su V¢ y plasticidad fenotipica. Con base en lo expuesto hasta el
momento, cabe esperar que las poblaciones invasoras de Z. indianus o bien presenten altos
niveles de Vg para V, TD y TC en comparacion con las poblaciones de su sitio de origen, o
bien que presenten altos niveles de variacion genética para la plasticidad fenotipica para

dichos caracteres.

4.1.5 - Objetivos e hipétesis

En este capitulo se desarrollaron diferentes analisis con el propodsito de

concretar el tercer objetivo general de esta Tesis, a saber:
- Estudiar los patrones particulares de variacion genética y de plasticidad fenotipica a nivel
intrapoblacional e interpoblacional en caracteres fenotipicos de poblaciones invasoras de Z.
indianus en el norte argentino y discutir qué aportes hacen la descripcion de estos patrones a

la comprension de su invasion en el continente americano.

Para ello, se trabajo con las siguientes hipotesis:
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a) Hipotesis relacionadas a la variacion y la plasticidad fenotipica a nivel interpoblacional:

1. Las poblaciones invasoras de Z. indianus presentan mayor Ve para los caracteres V,
TD y TC que la de las poblaciones originarias.
2. Las poblaciones invasoras de Z. indianus presentan mayores niveles de plasticidad

fenotipica para los caracteres V, TD y TC que las poblaciones originarias.

b) Hipotesis relacionadas a la variacion genética y plasticidad fenotipica a nivel inter- e

intrapoblacional:

3. Las poblaciones invasoras de Z. indianus presentan V¢ intrapoblacional para los
caracteres V, TD y TC.

4. Las poblaciones invasoras de Z. indianus presentan diferencias interpoblacionales en
los niveles de V¢ para los caracteres V, TD y TC.

5. Las poblaciones invasoras de Z. indianus presentan plasticidad fenotipica debida al
recurso de cria larval para los caracteres V, TD y TC.

6. Las poblaciones invasoras de Z. indianus presentan variacidn genética para la

plasticidad fenotipica debida al recurso de cria para los caracteres V, TD y TC.

4.2 - Materiales y métodos

4.2.1 - Origen de las lineas utilizadas

Con el fin de poner a prueba las hipodtesis planteadas en este capitulo,
contamos con lineas provenientes de localidades del norte argentino (moscas de origen

americano) y de origen africano.

Las moscas de origen americano provienen de las campanas de recoleccién
realizadas en el norte argentino en abril de 2008 y en febrero de 2011 descriptas en los puntos
2.2.1 y 2.2.2 del Capitulo II de esta Tesis. De la primera campana se utilizaron moscas
colectadas en las localidades de Ituzaingd, provincia de Corrientes (Coordenadas: 27° 35'
28,4" Sur, 56° 41' 18,9" Oeste) y de Montecarlo, provincia de Misiones (Coordenadas: 26° 33'

43,2" Sur, 54° 40' 15,4" Oeste). De la segunda campana se utilizaron moscas colectadas en la
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localidad de Yuto, provincia de Jujuy (Coordenadas: 23° 35' 2,1" Sur, 61° 51' 1,6" Oeste)
(Figura 4.2.1.1).

Las moscas de origen africano fueron provistas por el Drosophila Species Stock
Center (DSSC, sitio web: stockcenter.ucsd.edu) de la Universidad de California, San Diego,
Estados Unidos. Estas moscas son originarias de dos poblaciones: Yokadouma, Camertun
(Coordenadas: 3° 31' 47,9" Norte, 15° 3' 14,3" Este) (numero de stock del DSSC: 50001-1031.02)
y de Lujeri, Malawi (Coordenadas: 16° 1' 60,0" Sur, 35° 39' 60,0" Este) (nimero de stock del
DSSC: 50001-1031.07).

Figura 4.2.1.1: Mapa con las localidades muestreadas en este capitulo.

Se utilizaron dos tipos distintos de lineas dependiendo del experimento:

- Los pooles, obtenidos a partir de la descendencia de 50 hembras de Z. indianus

proveniente de la poblacion de interés y mantenidas en el laboratorio. Se utilizaron
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en experimentos donde se estim6 la Ve para los caracteres en estudio en las
poblaciones en consideracion (ver el punto 4.2.4).

- Las isolineas, lineas fundadas a partir de la descendencia de una sola hembra
inseminada de Z. indianus previamente aislada de la poblacion de interés en un tubo
individual. Son lineas de hermanos puros generadas con el objetivo de tener grupos
de individuos genéticamente homogéneos donde la Vc se minimiza a valores
compatibles con la suposicion de que la variacion intra-linea es despreciable con
respecto a la variacion entre lineas a partir de la décima generacion de endocruza
(Parsons & Hosgood 1967). Se utilizaron en experimentos cuyo objetivo consistia en
discriminar la componente de V¢ (identificada como la variacion intra-linea) de la Ve
(identificada como la variacion entre-lineas) para los caracteres en estudio en las

poblaciones en consideracién (ver el punto 4.2.4).

4.2.2 - Medios de cultivo y mantenimiento en el laboratorio

Las isolineas y los pooles utilizadas en la presente Tesis se mantuvieron como
stocks estables en el laboratorio. Las moscas adultas de las diferentes lineas se criaron en
recipientes (tubos o frascos de vidrio o de plastico) con medio de cultivo estandar. Este
medio de cultivo es alimento preparado a base de levadura (Saccharomyces cerevisiae), harina
de maiz y aztcar, con el agregado de agar. Como antimicotico se agrega Nipagin el cual no
afecta el normal desarrollo de los individuos. Cada 14 dias, aproximadamente, los adultos se
transfirieron a recipientes estériles con medio fresco para evitar problemas de mortalidad
larvaria denso-dependiente. Todas las lineas se mantuvieron en una cdmara a temperatura
(25 £ 1 °C) y humedad (60-70%) constantes y un fotoperiodo de 12:12 horas luz/oscuridad.
Cuando fue necesario obtener una gran cantidad de individuos de un pool o de una isolinea,
el procedimiento de traspaso de adultos a medio fresco se realiz6 cada 2 dias generando de

este modo un incremento de los recipientes con la progenie buscada.

Tanto los pooles como las isolineas se mantuvieron en tamafios poblacionales
grandes (mayor a 50 individuos/generacion) durante 10 generaciones antes de efectuarse los
ensayos descriptos en el punto 4.2.4. Este procedimiento permiti6 en primer lugar reducir la

pérdida de variacion genética por efectos de la deriva en los pooles y en segundo lugar
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mantener tanto los pooles como las lineas bajo las mismas condiciones, evitando de este modo

un incremento diferencial de algin genotipo asociado a la competencia denso-dependiente.

4.2.3 - Medicién de caracteres adaptativos en estudio

4.2.3.1 - Caracteres de historia de vida

Para cada una de las isolineas o pooles utilizadas se obtuvieron larvas de
primer estadio a partir de camaras de recolecciéon de huevos: recipientes de acrilico de
10x20x12 cm. Dentro de los mismos se coloco una caja de Petri conteniendo un medio solido
de Agar (3,4 g) disuelto en 200 ml de agua. A este medio so6lido se le afiadieron granos de
levadura comercial seca, la levadura sirve como estimulo de oviposiciéon y como alimento
para los adultos y las larvas. En la cdmara de recoleccion de huevos se colocaron alrededor
de 100 parejas de moscas sexualmente maduras, pertenecientes todas a una misma
isolinea/pool. Luego de 8 horas, se retir¢ la caja de Petri donde las hembras pusieron huevos
(Mensch, 2003). Las cajas de Petri se dejaron a 25 + 1 °C para que eclosionaran los huevos y
crecieran las larvas. A los efectos de cuantificar el tiempo de desarrollo, se calculd el to de
desarrollo. Este to se definié como el momento exacto ocurrido entre el armado de las
camaras de recoleccion y la reapertura de las mismas para recolectar las larvas. Dada la
imposibilidad de registrar el momento de emergencia de cada una de las larvas, se considerd
que todas las larvas inician su desarrollo a partir de un mismo tiempo (to). Se recolectaron las
larvas viables (las que presentan movilidad) y se traspasaron a tubos de vidrio conteniendo
el medio de cria pertinente a cada experimento. En todos los casos, las larvas se desarrollaron
en condiciones controladas de temperatura (25 + 1 °C), iluminacién (12 horas de luz y 12
horas de oscuridad) y densidad (16 larvas por tubo). Los adultos emergidos de cada tubo se
recolectaron durante 21 dias en dos horarios: 9 hs y 21 hs. Para cada adulto emergido se
anoto6 su momento de emergencia (te, es decir el momento exacto ocurrido a la mitad entre el
momento en el que se encontrd el adulto emergido y la tltima vez en la que se habia
revisado el tubo), discrimindndolos por sexo. El TD se estimé como el numero de horas

transcurridas entre to y te.
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La viabilidad (V) se estimé como la proporcién de moscas que lograron
completar su desarrollo hasta el estadio adulto en base al total de larvas sembradas en un

tubo.

4.2.3.2 - El tamano corporal

Se midieron los cinco caracteres descriptores del tamafio corporal de manera
directa, fotografidandose digitalmente dos individuos adultos emergidos de cada sexo por
cada tubo (réplica) de los experimentos de TD elegidos al azar. Cada individuo fue disecado
de manera tal que sus alas quedaran por un lado aplanadas contra el portaobjetos, su cabeza
por otro mirando de frente al objetivo y el torax de perfil. Este material fue fotografiado
utilizando una lupa Leica MZ6 con una cdmara digital Canon Powershot S50 acoplada a esta
por medio de un adaptador Leica DC150 Camera y conectada a una computadora con el
software Canon Utilities Remote Capture version 2.7.5.27 (©2000-2003, Canon Inc.) con el
que se tomaron las fotos. Todas las imagenes fueron tomadas con la misma resolucién
fotografica, el mismo zoom (20x) y en las mismas condiciones de luminosidad. Luego, se
realizaron las mediciones de longitud correspondientes a partir de las fotografias digitales
(Figura 4.2.3.2.1), utilizando el programa tpsDig v1.0 (Rohlf 2001). Al tratarse de fotografias
digitales las unidades de las mediciones de los caracteres de tamano se encuentran, por lo

tanto, en pixeles.

Se eligieron caracteres vinculados a distintas estructuras del individuo
provenientes de discos imaginales diferentes (grupos de células que originan estas
estructuras en la pupa), asumiendo una temprana y relativa independencia entre los
caracteres provenientes de discos imaginales distintos (Skeath & Carroll 1994, Nolo et al.

2000). Bajo este criterio, se utilizaron los siguientes caracteres morfoldgicos (Figura 4.2.3.2.1):

e  Ancho de la cabeza (AC) Originados a partir del

Aicrn irmmacinal rofilica

e  Distancia interocular (DI)

e Largo del torax (LT
& D Originados a partir del

e Largo total del ala izquierda (LA)

disco imaginal tordcico

e  Ancho del ala derecha (AA)
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Figura 4.2.3.2.1: Diagrama de los caracteres de tamano corporal medidos (izquiercia) y disposicion final en la lupa
de un individuo disecado (derecha). AC: Ancho de cabeza. DI: Distancia interocular. LT: Largo de térax. LA:
Largo total de ala izquierda. AA: Ancho del ala.

4.2.4 - Disefios experimentales

4.2.4.1 Variacion y plasticidad fenotipica interpoblacional debida al recurso
de cria larval:

Con el fin de poner a prueba las hipdtesis 1 y 2 de este capitulo, se disefid el

siguiente experimento:

- Se tomaron moscas (pooles) de dos (2) continentes que define el factor Origen:
América (norte argentino) y Africa.

- De cada origen se tomaron moscas de dos (2) poblaciones que define el factor
Poblacién: Montecarlo y Yuto (América); Yokadouma y Lujeri (Africa) (Figura 4.2.1.1).

- Se realizaron tubos con medios de cria frutal preparados a partir de pulpa de siete (7)
frutos utilizados como recurso por esta especie, lo cual define el factor Fruto,
cuidando que los siete estuvieran presentes en ambos continentes (Morton 1987):
Mango (Mangifera indica Wall 1987), caqui (Diospyros kaki Thunberg 1784), pera (Pyrus
communis Linneo 1753), guayaba (Psidium guajaba Linneo 1753), papaya (Carica papaya
Linneo 1753), durazno (Prunus persica Stokes 1812) y naranja (Citrus sinensis Osbeck
1750). Para generar los medios de cria se licudé la pulpa de cada una de las

mencionadas frutas y se las llevé a temperatura moderada para poder afiadir 1/5 de
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volumen de agua destilada para facilitar la manipulacion de la pulpa, agregando
luego 1g de agar en polvo por cada 200 ml totales de licuado. En cada tubo (réplica)
se volcaron 5ml de medio frutal y se dejo enfriar por un minimo de una hora a
temperatura ambiente cubriendo con una tela limpia para evitar contaminacion
externa. Se sembraron 16 larvas por tubo.

- Se realizaron cinco (5) réplicas por Fruto x Poblacion x Origen.

En moscas emergidas de cada réplica, se procedié a medir V, TD y variables
descriptoras del TC tal como se describid en los puntos anteriores. Se considera que, en este
caso, se esta analizando la plasticidad fenotipica a niver interpoblacional y también a nivel

de especie.

4.2.4.2 Variacion genética y plasticidad fenotipica inter e intrapoblacional
debida al recurso de cria larval:

Con el fin de poner a prueba las hipdtesis 3, 4, 5 y 6 de este capitulo, se disefi6

el siguiente experimento:

- Se tomaron moscas de dos (2) poblaciones del norte argentino que define el factor
Poblacién: Montecarlo e Ituzaing6 (Figura 4.2.1.1).

- Se fundaron diez (10) isolineas que definen el factor Linea de cada poblacion.

- Se realizaron tubos con medios de cria frutal preparado a partir de tres (3) frutos
definiendo el factor Fruto: Mango (Mangifera indica), caqui (Diospyros kaki) y pera
(Pyrus communis). Se eligieron estos frutos pues son aquellos en los cuales se
detectaron los valores mas extremos en los caracteres estudiados en poblaciones
americanas (ver mas adelante). El armado de los tubos sigui6 el mismo
procedimiento que en el punto anterior y se sembraron 16 larvas por tubo.

- Se realizaron seis (6) réplicas por Linea x Fruto x Poblacion.

Al igual que el caso anterior, se midieron los caracteres V, TD y variables

descriptoras del TC en moscas emergidas de siguiendo los protocolos ya mencionados. Se
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considera que en este caso se estd analizando la plasticidad fenotipica a nivel intra e

interpoblacional.

4.2.5 - Andlisis estadisticos

El andlisis estadistico de los patrones de variacion y de plasticidad fenotipica

de Z. indianus se llevd a cabo de la siguiente manera segun los tipos de experimentos:

4.2.5.1 Variacion y plasticidad fenotipica interpoblacional debida al recurso

de cria larval:

Los efectos sobre el TD y sobre las variables descriptoras del TC resultantes
del disefio experimental descripto en 4.2.4.1 se pusieron a prueba por medio de una prueba

de ANOVA siguiendo el siguiente modelo completamente aleatorizado:

Y=upu+O+F+5+P(0O)+OxF+OxS+P(O)xF + P(O)xS + OxFxS + P(O)xFxS + Er

Donde Y es cada mediciéon individual del caracter en consideracion, u es la
media total y las fuentes de variacidn son: O, es el factor origen (fijo); F, es el factor fruto de
cria (fijo); S, es el factor sexo (fijo); P(O) es el factor poblacién anidado en el factor origen

(aleatorio); y Er estima la varianza entre los efectos medios de las réplicas, es decir el error.

Dada la imposibilidad de cuantificar el sexo de las larvas que no
sobrevivieron, el modelo de la prueba de ANOVA completamente aleatorizado utilizado

para analizar la V fue el siguiente:
Y=u+O+F+P(O)+OxF + P(O)xF + Er
En estos analisis, los niveles de cada factor individual fueron: O: Americano —
Africano. F: Mango — Caqui — Pera — Guayaba — Papaya — Durazno — Naranja. S (cuando

corresponde): Macho - Hembra. P(O): Montecarlo — Ituzaingd (ambas americanas) —

Yokadouma - Lujeri (ambas africanas).
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En caso de observarse un factor O significativo se interpreta bioldgicamente
como que la variacion fenotipica de los caracteres en estudio difiere significativamente en
ambos continentes. En caso de observarse un F significativo se interpreta como la presencia
de plasticidad fenotipica vinculada al nivel poblacional para el caracter en estudio
dependiendo del fruto de cria larval. Un factor S significativo indica dimorfismo sexual los
caracteres en estudio. Si observaramos un factor P(O) significativo podriamos interpretar que
las distintas poblaciones analizadas de Africa y América presentan diferencias en cuanto a su
variacion fenotipica para el cardcter donde sucediera dicha significancia. La significancia de
algtin factor OxF se interpretard como que las poblaciones provenientes de distintos origenes
presentan distintos niveles de plasticidad fenotipica para aquel caracter donde se observara
la significancia, pudiendo hacerse para esto un analisis posterior de “efectos simples” (por
mas que la calidad de interaccion aleatoria no lo haria necesario) puesto que de esta manera
podria discernirse cudl de los dos origenes es mas plastico y asi poder analizar en mayor
profundidad el patron de variacion fenotipica de las poblaciones invasoras en comparacion
con el patron de poblaciones que no invadieron. Si se observara un factor OxS significativo,
al igual que en el caso de OxF, podriamos interpretar que el patréon de dimorfismo sexual
depende del continente de donde proviene los individuos. En caso de una significancia del
factor OxFxS, nos revelaria que el dimorfismo sexual depende del fruto de cria larval y que,
ademas, en cada continente de procedencia esa dependencia dimorfismo-fruto de cria es
diferente. Finalmente, de detectarse alguna significancia para los factores P(O)xF, P(O)xS o
bien en P(O)xFxS la interpretacion bioldgica seria que el patron de plasticidad fenotipica es
dependiente del recurso de cria, o del dimorfismo sexual o de la plasticidad del dimorfismo
sexual (respectivamente) para el caracter, mas alla del continente de origen, por lo que en

este caso deberia hacerse un analisis mas minucioso de los patrones de variacion fenotipica.

Ajustes de la prueba: Como los distintos caracteres en estudio no son
independientes, se corrigio el valor del p de la prueba por medio de un ajuste de Bonferroni

utilizando la siguiente férmula (Zar 2009):

Donde pv es el valor de p de prueba corregido, p es el valor de p original (en

este caso, por convencidon p = 0,05) y m es el numero de variables que forman parte del
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disefio (en este caso, 7: V, TD, LA, AA, LT, AC y DI). Por lo tanto, el valor de p» utilizado en

este analisis fue de 0,007.

Cumplimiento de supuestos y transformaciones de variables: En ambas
pruebas, para que se cumpliera el supuesto de normalidad de V, TD y de las variables
descriptoras del tamafo corporal, se realizaron las siguientes transformaciones al momento

de realizarse el ANOVA:

- Transformacién de V: V; = ar Coseno(\/v ), como se sugiere en Atchley (1976).
- Transformacién de TD: TD; = Log(TD)

- Transformacién de variables descriptoras del TC: TC; = Log(TC)

Estas transformaciones permitieron que todos los supuestos del ANOVA se

cumplan.

Filtrado de outliers: En ambas pruebas, para que se cumpliera el supuesto de
igualdad de varianzas para las variables descriptoras del tamafo corporal (Test de Levene
con p > 0,05), se tuvo que filtrar valores outliers extremos buscando entre aquellos que

tuvieran los mayores valores de residuos, nunca superando el 5% de las réplicas filtradas.
y

4.2.5.2 - Variacion genética y plasticidad fenotipica inter e intrapoblacional
debida al recurso de cria larval

Los efectos sobre el TD y sobre las variables descriptoras del TC resultantes
del disenio experimental descripto en 3.2.4.2 se pusieron a prueba por medio de una prueba

de ANOVA siguiendo el siguiente modelo completamente aleatorizado:
Y=p+P+F+S5+L(P)+ PxF + PxS + L(P)xF + L(P)xS + PxFxS + L(P)xFxS + Er

Mientras que el modelo de la prueba de ANOVA completamente aleatorizado
utilizado para V, dada la imposibilidad de cuantificar el sexo de las larvas que no

sobrevivieron, fue el siguiente:
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Y=u+P+F+L(P)+PxF+L(P)xF+Er

Donde Y es cada mediciéon individual del caracter en consideracion, u es la
media total y las fuentes de variacion son: P, es el factor poblacion (fijo); F, es el factor fruto
de cria (fijo); S, es el factor sexo (fijo); L(P) es el factor linea anidado en el factor poblacién

(aleatorio); y Er estima la varianza entre los efectos medios de las réplicas, es decir el error.

En ambos andlisis, los niveles de cada factor individual fueron: P: Montecarlo -
Ituzaing6. F: Mango — Caqui — Pera. S (cuando corresponde): Macho — Hembra. L(P): Cada

una de las diez isolineas fundadas de cada poblacién.

En caso de observarse un factor P significativo podriamos interpretar que las
distintas poblaciones analizadas presentan diferencias en cuanto a su variacion fenotipica
para el caracter donde sucediera dicha significancia sin discriminar por fruto. En caso de
observarse un factor F significativo indica que la variacion del caracter en estudio depende
del fruto de cria larval. Un factor S significativo nos hablaria de dimorfismo sexual en los
caracteres en estudio. Si observaramos significancia en algtin cardcter para cualquiera de las
interacciones PxF, PxS o PxFxS podriamos interpretar que los patrones de plasticidad o bien
el dimorfismo sexual son especificos de cada poblacion, o que el patron de plasticidad
fenotipica es propio de cada sexo y depende ademas de la poblacion de la que se trate, en el
caso de la interaccion triple. Si observdaramos un factor L(P) significativo en algiin caracter
revelaria la existencia de diferencias entre lineas lo cual, plantea directamente que estariamos
observando evidencias de variacion genética entre las poblaciones para el caracter en
cuestion. Por lo tanto, cualquier interaccidon de este factor (L(P)xF, L(P)xS y/o L(P)xFxS que
diera significativa para algin cardcter nos estaria dando evidencias de variaciéon genética
para la plasticidad fenotipica, siendo de especial interés las interacciones L(P)xF y L(P)xFxS,
puesto que revelarian patrones de variacion genética para la plasticidad fenotipica a nivel
poblacional, dependientes de una variable ambiental de relevancia para nuestro estudio, que

es el recurso de cria larval.
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En estas pruebas se realizaron los mismos ajustes, filtrado de outliers y

transformaciones de variables que las descriptas en 4.2.5.1 por las mismas razones.

Todos los andlisis estadisticos de este capitulo se realizaron empleando el
programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et al. 2014). Los graficos de las figuras de normas de
reaccion se disefiaron con el programa SigmaPlot 13 (Systat Software Inc. 2014) y los graficos
de componentes de varianza se disefaron con el programa estadistico STATISTICA 7

(StatSoft Inc. 2004).

4.3 - Resultados

4.3.1 - Variacién y plasticidad fenotipica interpoblacional debida
al recurso de cria larval

Los resultados de las pruebas de ANOVA descriptas en 3.2.5.1 para poner a
prueba la existencia de plasticidad fenotipica debida al recurso de cria larval en moscas
africanas y americanas se muestran en la Tabla 4.3.1. Los valores medios obtenidos para cada

tratamiento se detallan en el Anexo 3.

Tabla 4.3.1.1: Resultados del ANOVA general para cuantificar efectos sobre los caracteres estudiados de los
tratamientos descriptos en el disefio experimental. Todos los factores son fijos a excepcion del factor Poblacion y
sus respectivas interacciones. gl: grados de libertad; gl(V): grados de libertad del ANOVA del caracter V.
Significancia de los factores: * p < 0,05; ** p < 0,01 y ** p < 0,001 para el ANOVA sin aplicar correcciones; b:
factor significativo luego de aplicar correccién de Bonferroni (con un pb < 0,007). Los resultados no significativos
se dejaron en blanco y en gris los factores que no correspondian al disefio del ANOVA.

ellv) v el TD LA AR LT AC Dl
Origen 1 1 FEREp | FEEp | FEEp | FEFp | FEFp [ FEEp
Fruto 6 ***h|6 FEREp | FEEp | FEFp | FEFp | FEFp | FFFp
Sexo 1 FEREp | FEEp | FEE] | FEFp | FEEp | 25
Origen®*Fruto ] ***h|6 FEREp | FEEp | FEEp | FEFp | FEEp | FEF]
Origen*Sexo 1 FEEp
Fruto®Sexo 6
Origen*Fruto®Sexo 6
Pohlacion{ Origen) 2 2 FEEp FEEp | FEEp [ #FFFp | FEEp
Poblacion{ Origen)*Fruto 12 #*Ep (12 EREp | FEEp | FEEp | FEFp | FEFp [ FFFp
Poblacion|Origen)*5exo 2
Poblacion(Origen)*Fruto®Sexo 12 FEEQ | #FEFQ | F=Fh | #=F¥h | *F=Fh
Error 112 224
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Los resultados detallados en la Tabla 4.3.1.1 nos revelan un patréon de
resultados similares para los caracteres TD y los de TC, y un patrén diferente en los
resultados del cardcter V. Todos los caracteres presentaron diferencias significativas
dependientes de los factores Fruto y Sexo (alli donde aplica este factor). De manera similar,
todos los caracteres a excepcion de V presentaron diferencias significativas dependiendo del
factor Origen y algunas de las interacciones que involucra este factor. El hecho de que V no
presentara diferencias significativas en el factor Origen podria deberse a que las diferencias
para el caracter en estudio dependiendo del continente de origen se encuentren oculta en la
interaccion Origen x Fruto, puesto que un efecto diferencial de los distintos frutos de cria
sobre V podria estar compensando posibles diferencias en las medias generales de la V entre
moscas de origen africano y americano. En efecto, mas alld de que el factor Origen no haya
resultado significativo para V, las poblaciones de los distintos origenes podrian presentar
diferencias para la V exhibiendo un patrén tal que las diferencias se compensan. Seria un

ejemplo real del caso tedrico que se muestra en el item d de la Figura 4.1.2.1.

Los resultados de TC (representado por el LA) concuerdan con los observados
por David et al. (2006a), quienes hallaron en dos caracteres descriptores del TC (LA y LT)
valores medios mayores en ejemplares de poblaciones de América que en poblaciones de
Africa. Al mismo tiempo, en los efectos sobre TD y LA se observan patrones distintos a los
de V pero similares entre si. Alli puede observarse que hay un grupo de cinco frutos cuyos
efectos sobre el TD y el LA son similares y dos frutos que destacan apartandose del resto en

valores: caqui y pera.

La Figura 4.3.1.1 muestra estos patrones descriptos para TD, TC (utilizando al
LA como ejemplo) y la V. En dicha figura puede observarse que la V, el TD y el LA de las
moscas de distinto origen respondieron de manera distinta a la crianza larval en cada fruto.
Tal como se menciond anteriormente, la falta de un resultado significativo entre las moscas
provenientes de distintos origenes para la V se explica por un efecto de compensacion
considerando la relaciéon origen-fruto. Respecto a los otros dos caracteres, las moscas de

origen americano siempre mostraron valores mayores que las africanas.
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Figura 4.3.1.1: Valores de los caracteres V, TD y LA segtn el Origen y el Fruto en el que se desarrollaran las larvas
de Z. indianus de acuerdo a lo descripto en el disefio experimental. Cada linea en el grafico representa un fruto.

El hecho de que la interaccion Origen x Fruto haya sido significativa para la
todos los caracteres en estudio sugirioé que la plasticidad fenotipica a nivel poblacional para
los diferentes caracteres presenta algun tipo de diferencia entre las poblaciones provenientes
de distintos origenes (cabe aclarar que en este particular la plasticidad se refiera a la
poblacién y no a un genotipo individual). Mediante la comparacion de un estimador de la
variacion fenotipica (en este caso el error estandar cuantificado para cada caracter dentro de
cada origen) se observo que las poblaciones americanas presentan una mayor variacion entre
recursos para todos los caracteres analizados, siendo el en promedio de incremento de la
variacion en las poblaciones colonizadas de un 22% (Tabla 4.3.1.2). Es decir, tantos las
poblaciones del rango de origen como las invasoras presentan plasticidad fenotipica debida
al recurso de cria aunque la variacion de valores fenotipicos siempre fue mayor en las
poblaciones americanas. Un resultado particular que se desprende es que para TD y LA los

mayores valores fenotipicos fueron consistentemente encontrados para los recursos pera y
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caqui. Respecto a la V, no se observé una relacion simple entre el origen de los pooles y la

fruta empleada para el desarrollo (Figura 4.3.1.1).

Tabla 4.3.1.2: Valores del error estandar entre recursos para cada uno de los caracteres analizados en

individuos de Z. indianus con distintos origenes (Africa y América)

Origen v TD LA AA LT AC DI
Africa 0,12|37,07) 139,89 | 64,23 | 78,21 59,1 (31,13
América |0,15|47,11|172,46|77,34| 92,1 |70,61|37,12

Finalmente, los efectos del factor Poblacion y algunas de sus interacciones
(Tabla 4.3.1.1) fueron significativos sobre los caracteres TD y los estimadores del TC (excepto
LA) indicando que las distintas poblaciones analizadas de Africa y América podrian
presentar diferencias en cuanto a su variacion fenotipica. A fin de identificar qué poblaciones
fueron las que aportaron a esta variacion encontrada, se procedio a realizar dos ANOVA,

para cada origen por separado. Los resultados se muestran en la Tabla 4.3.1.3.

Tabla 4.3.1.3: Resultados del ANOVA realizado en moscas de origen africano (Afr) y americano (Ame) por
separado para cuantificar efectos de los tratamientos descriptos en el disefio experimental sobre los caracteres en
estudio. Todos los factores son fijos a excepcion del factor Poblacién y sus respectivas interacciones. gl: grados de
libertad; gl(V): grados de libertad del ANOVA del caracter V. Significancia de los factores: * p <0,05; ** p <0,01 y
** p < 0,001 para el ANOVA sin aplicar correcciones; b: factor significativo luego de aplicar correcciéon de
Bonferroni (con un pb < 0,007). Los resultados no significativos se dejaron en blanco y en gris los factores que no
correspondian al disefio del ANOVA.

I A\ | TD LA AA LT AC DI
ellV) Afr | Ame 8 Afr | Ame| Afr | Ame| Afr | Ame| Afr | Ame| Afr | Ame| Afr | Ame
Poblacién 1 1 LS b b LSt b LS § h LS § b LS 3 b LE s} b
Fruto 6 Xk b EE E 3 b 6 Xk b EE E 3 b EE E 3 b ook h ook b ook b ook b ook b L2 b Rk b Rk b dokok b
Sexo 1 E b EE b L] b L b L] b o h L b o b £ b L3 3 b E h LE s ] b
PoblaciénE‘Fruto 6 EE b 6 E Lt 4 b EE b EE b ok b Et b Et b Et b Et b £t b £t 14 b £t 14 b L Lt 4 b
Poblacion*Sexo 1 = = = *
Frutoﬁsexo 6 LE S} b LS b b LS h LS § b s § b LS 3 b
Poblacién*Fruto*Sexo 6 il - EE |y il - EE il - EE

Error 56 112

El aspecto mas destacable de este andlisis es la posibilidad de establecer
patrones de variacion bien diferenciados para las moscas provenientes de distintos origenes
para los caracteres TD y los estimadores del TC. Como puede observarse, solo las
poblaciones de origen americano mostraron diferencias significativas para el factor Poblacién
en tanto que las interacciones Fruto x Sexo y Poblacién x Fruto x Sexo fueron significativas

unicamente en las moscas que provienen de Africa. El hecho de que solamente se detectaron
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efectos significativos para la interaccion Poblacién x Fruto x Sexo en las poblaciones originarias
es realmente muy interesante por las potenciales derivaciones que la ausencia de variacion
en la plasticidad fenotipica dependiente del sexo que se detect6 para todos los caracteres
analizados en las poblaciones americanas involucradas en este estudio. Este resultado podria
explicarse como consecuencia de que durante la invasion pudo haberse dado la pérdida de
variacion genética existente entre sexos para la explotacion del recurso por efecto de un
posible cuello de botella. Un patrén diferente se observd en la interaccion Poblacién x Fruto,
ya que el resultado significativo detectado para las poblaciones de ambos origenes sugiere

un uso diferencial del recurso que depende de la poblacién analizada.

Los patrones de variacion de poblaciones americanas y africanas debida a la
interaccion Poblacion x Fruto observada en la Tabla 4.3.1.3 en V, TD y TC (ejemplificando el
TC con el LA dadas las coincidencias de patrones para el resto de caracteres de TC observado
en dicha tabla), entre las poblaciones africanas por un lado (Lujeri y Yokadouma) y las

americanas por el otro (Montecarlo y Yuto), se presenta en la Figura 4.3.1.2.

El resultado significativo de la interaccién Poblacién x Fruto pudo haberse dado
por dos causas: la primera, porque los caracteres en consideracidon tuvieron una dispersion
diferente entre las frutas analizadas dependiendo de la poblacién; y la segunda, porque hubo
un cambio de performance en las moscas criadas en los distintos frutos entre las poblaciones
de un mismo origen (Africa o América). Para evaluar la primera causa, se realizé un analisis
de la dispersion diferencial mediante la comparacion cualitativa de los desvios estandar,

presentados en la Tabla 4.3.1.4.

El pool proveniente de Yuto mostrd las mayores desviaciones estandar para
todos los caracteres, sugiriendo que esta poblacion es la que muestra la mayor plasticidad
fenotipica. La comparacion entre poblaciones con un mismo origen muestra que en ambos
casos hay aproximadamente un 60% de mayor dispersion en las poblaciones de Yuto y
Yokadouma respecto a Montecarlo y Lujeri, respectivamente, para todos los caracteres
excepto para la V en las poblaciones africanas. Resulta interesante destacar que Yokadouma,

que proviene de Africa, presentd valores de desviacién estandar mayores que Montecarlo
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sugiriendo que no es posible establecer que las poblaciones americanas siempre detentan

una mayor plasticidad.

440
1.0
5 o 420
-
| e 400
0.8 s e Y/// ’
380 P
r/J \ - ./ =
> 06 ——— g 360
\ 340 - - &
—
04 -
\ 320 - * O
\ (S v e s
55 h 300 5—:}5_“’ - e
| e =
' — :a [
280 4
0,0 T T T T 260
Lujeri Yokadouma Montecarlo Yuto Lujeri Yokadouma Montecarlo Yuto
Poblacién Poblacion

1700

1600 1 £
—@— Caqui
wo S e Oiveeen Durazno
7 ——-W—— Guayaba
@ 1400 4
E —-A—-- Mango
= .
s T o — M — Naranja
* ——{}+ — Papaya
1200 4
D\:}:‘__" — —4@-— Pera
1100 q g:j‘:ﬂ
1000 T T T T
Lujeri Yokadouma Montecarlo Yuto
Poblacion

Figura 4.3.1.2: Comparacién cualitativa entre los patrones de variaciéon de poblaciones americanas y africanas
debida a la interaccién entre los factores Poblacién x Fruto observadas en la Tabla 4.3.1.2 para los caracteres V, TD
y LA. Cada linea en el grafico representa un fruto.

Tabla 4.3.1.4: Valores del error estdndar entre recursos para cada uno de los caracteres analizados en
individuos de Z. indianus de las poblaciones Lujeri y Yakadouma (de origen africano) y Montecarlo y
Yuto (de origen americano).

Origen Poblacion | V | TD LA AA LT AC DI

Lujeri 0,12 |28,85|108,89| 50 | 60,88 | 46 |24,23
Yokadouma | 0,11 |44,71| 168,74 | 77,48 | 94,34 | 71,28 | 37,55

Montecarlo | 0,15 |40,25| 128,21 | 60,22 | 66,18 | 53,7 | 28,06
Yuto 0,26 (53,71 212,06 193,08 | 113,33 | 85,64 | 45,11

Africa

Ameérica
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A fin de investigar si la performance entre recursos vario entre las distintas
poblaciones, se llevd a cabo una prueba no paramétrica de Wilcoxon de muestras
independientes, comparando entre rankings de los valores fenotipicos medios de los
caracteres fenotipicos elegidos como medida de la performance en la utilizacion de los
distintos recursos (Tabla 4.3.1.5). La prueba se realiz6 con el programa InfoStat (Di Rienzo

2014).

Tabla 4.3.1.5: Valores de p para las pruebas de Wilcoxon realizadas comparando rankings de valores en los tres
caracteres elegidos en funciéon de la utilizacién de distintos recursos frutales entre poblaciones americanas y
africanas. Significancia: * p < 0,05. Con fondo blanco se muestran los pares de poblaciones de continentes
distintos. Con fondo gris se muestran los pares de poblaciones del mismo continente.

v
Lujeri Yokadouma Montecarlo
Yuto 0,5862 0,6982 0,4642
Montecarlo 0,5766 0,49
Yokadouma 0,6778
TD
Lujeri Yokadouma Montecarlo
Yuto * 0,0366 * 0,0244 0,0696
Montecarlo 0,1526 0,145
Yokadouma 0,7822
LA
Lujeri Yokadouma Montecarlo
Yuto * 0,0488 * 0,0244 0,368
Montecarlo 0,1480 0,1956
Yokadouma 0,7822

Lo observado en la Tabla 4.3.1.5 revela que hay evidencias de diferencias
significativas en la performance en la utilizacion de los recursos entre poblaciones originarias
de Africa y la poblacién invasora de Yuto, en los caracteres TD y LA pero no en V. Sin
embargo, al momento de comparar performance diferencial segun el recurso utilizado entre

poblaciones provenientes de un mismo continente, no observamos diferencias significativas.

4.3.2 - Variacion genética y plasticidad fenotipica inter- e
intrapoblacional debida al recurso de cria larval

Los resultados previos (Tabla 4.3.1.1) sugieren que los pooles provenientes de

las poblaciones pertenecientes a los continentes africano (poblaciones originarias) y
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americano (poblaciones invasoras) exhiben plasticidad fenotipica a nivel poblacional, como
interpretacion de los resultados significativos para el factor Poblacién y las interacciones en
las que interviene este factor. Con el propdsito de dilucidar si las poblaciones colonizadas del
norte de Argentina presentan variacion genética, plasticidad fenotipica inter- e
intrapoblacional y variacion intrapoblacional para la plasticidad fenotipica se procedié a
realizar los ANOVA descriptos en 4.2.5.2. Cabe destacar que por cuestiones metodolodgicas
este estudio se realizé con las poblaciones Montecarlo e Ituzaingé de modo tal que esta
ultima reemplazo a Yuto que era la poblacion estudiada al comparar poblaciones americanas
y africanas. Asimismo, dado que no fue posible contar con isolineas provenientes de
poblaciones de Africa, los andlisis solo se realizaron con lineas colectadas en poblaciones
argentinas. Es decir, aqui no se compara entre patrones y procesos del rango originario
versus el invadido; sino dentro de éste ultimo. Los resultados de los ANOVA se muestran en
la Tabla 4.3.2.1 en tanto que los valores medios obtenidos para cada tratamiento se detallan

en el Anexo 4.

Tabla 4.3.2.1: Resultados del ANOVA general para cuantificar efectos de los tratamientos descriptos en el disefio
experimental sobre los caracteres estudiados. Todos los factores son fijos a excepcion del factor Linea y sus
respectivas interacciones. gl: grados de libertad; gl(V): grados de libertad del ANOVA del caracter V.
Significancia de los factores: * p < 0,05; ** p < 0,01 y ** p < 0,001 para el ANOVA sin aplicar correcciones; b:
factor significativo luego de aplicar correccién de Bonferroni (con un ps < 0,007). Los resultados no significativos
se dejaron en blanco y en gris los factores que no correspondian al disefio del ANOVA.

givi|] v [ g | ™| ta | aa | T | Aac | i
Pohblacion 1 1 **Ep
Fruto 2 * |2 #Ep
Sexo 1 FEER| ¥ * il
Poblacion*Fruto 2 2
Poblacion*Sexo 1 *
Fruto®Sexo 2
Poblacion*Fruto®*Sexo 2
LinealPohlacion) 18 * |18 FEEp | FEFp | FFEp | FFEp| FEFp | FFFp
LinealPohlacion)*Fruto 36 36 FEER | FFER FHER | F %
LinealPohlacion)*5exo 18
LinealPohlacion)*Fruto®Sexo 36
Error 300 548

Como resultado de los andlisis se destaca que para el caracter V ningun factor
fue significativo, resultado que puede explicarse por ausencia de variacién genética,
plasticidad fenotipica ni interaccién GxE para este cardcter, o bien que la potencia del analisis

no haya permitido detectar dicha variaciéon. Con relacién a los otros caracteres en estudio, los
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analisis realizados revelan que no se detectaron efectos significativos para el factor Poblacion
y las interacciones que contienen este factor excepto para la DI (factor Poblacién significativo
para la DI). Asimismo, para el caracter TD se detectaron diferencias significativas para los

factores Sexo y Fruto siendo este tultimo factor también significativo para la DL

Resulta interesante destacar que todos los caracteres exhiben diferencias
significativas para el factor Linea indicando la existencia de variacion genética. Ademas, los
caracteres TD, LA y LT mostraron diferencias significativas para el factor Linea x Fruto,
revelando que hay evidencias de que en las poblaciones estudiadas estos caracteres
presentan variacion genética para la plasticidad fenotipica (interaccién GxE). Al igual que el
analisis anterior (Tabla 4.3.1.1) no se observd variacién en el dimorfismo sexual en los
caracteres analizados ya que las interacciones Linea x Sexo y Linea x Sexo x Fruto fueron no

significativas.

Para cuantificar cuanto contribuyeron a la variacion fenotipica total observada
cada factor en estudio, se calcularon los componentes de varianza (ver Anexo 5) para todos
los factores aleatorios (Figura 4.3.2.1). Como se observa el aporte de los distintos factores en
consideracion a la composicion de la variacion fenotipica total no es la misma para todos los
caracteres, aun en los casos de caracteres que derivan de un mismo disco imaginal del
embrion (LA, AA y LT derivados del disco imaginal toracico mientras que AC y DI
provienen del disco imaginal cefélico). En efecto, el factor Linea explica el 5% y el 14% de la
variacion fenotipica total de los caracteres LA y AA respectivamente, sugiriendo que las

bases genéticas asociados a la variacion de estos caracteres difieren.

El componente genético (Linea, Linea x Fruto, Linea x Sexo y Linea x Fruto x Sexo)
que representa entre el 15 y el 28 % de la varianza fenotipica total (Figura 4.3.2.1, Anexo 5) de
los caracteres TD y estimadores del TC es consecuencia de la variacién genética
intrapoblacional que fuera analizada oportunamente (Tabla 4.3.2.1). Sin embargo, en dicho
analisis no fue posible establecer si los patrones de variacidon genética son similares o por el

contrario se diferencian entre las poblaciones de Ituzaing6 y Montecarlo. A fin de dilucidar
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cudl de las opciones es la correcta, se procedi6 a realizar dos ANOVA, uno para cada

poblacidn, cuyos resultados se muestran en la Tabla 4.3.2.2.

Vv TD LA AA
A 3 13 5 4
/ * 3 2
13 % » i
ﬁ-, / g
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Figura 4.3.2.1: Componentes de varianza de los factores aleatorios del ANOVA general para los caracteres V, TD,
LA, AA, LT, AC y DI Factores: L: Linea; F: Fruto; S: Sexo.

Tabla 4.3.2.2: Resultados del ANOVA realizado en moscas de la poblacién de Ituzaingd (Itu) y Montecarlo (Mon)
por separado para cuantificar efectos de los tratamientos descriptos en el disefio experimental sobre los
caracteres en estudio. Todos los factores son fijos a excepcion del factor Linea y sus respectivas interacciones. gl:
grados de libertad; gl(V): grados de libertad del ANOVA del caracter V. Significancia de los factores: * p <0,05;
* p <001y ** p <0001 para el ANOVA sin aplicar correcciones; b: factor significativo luego de aplicar
correccion de Bonferroni (con un po < 0,007). Los resultados no significativos se dejaron en blanco y en gris los
factores que no correspondian al disefio del ANOVA.

£l(V) V' gl TD LA AA LT AC DI
Itu| Mon Itu | Mon| Itu | Mon| Itu |Mon| Itu | Men| Itu | Mon| Itu | Mon

Fruto 2 == 12 ===h| ***h =
SEXU 1 itﬁtitb itititb E 2 & = Etitith
LineaiFruto 18 18 itﬁtitb x E 2 x & E 3 L E 3 = x L E 3
Linea®Sexo 9
Fruto*Sexo
Linea®*Fruto®Sexo 18
Error 150 274

Como resultado de este andlisis se observa que hay variacién genética (factor

Linea significativo) en ambas poblaciones para todos los caracteres analizados a excepcion de
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la V. Por otra parte, los patrones de variacion genética entre poblaciones (Figura 4.3.2.2) no
difieren entre las poblaciones de Ituzaingd y Montecarlo para todos los caracteres excepto en
el caso de TD que mostr6 una interaccion Linea x Fruto significativa para la poblacion de
Ituzaingd y no para la poblacion Montecarlo. Este resultado revela que la poblacion de
Ituzaing6 detenta variacion genética para la plasticidad del TD. En este sentido, se verifico
que la poblacidn de Ituzaingd presenta variacion genética asociada al TD en cada uno de los
3 recursos estudiados. En efecto, al investigar si en esta poblacion hay variacion genética
para cada uno de los 3 recursos utilizados se observé que las diferencias entre lineas (que
estima la variacion genética) explica el 16%, 36% y 17% de la variacion fenotipica total para
este cardcter en los recursos pera, mango y caqui, respectivamente. Cabe resaltar que estos
porcentajes de variacion son relevantes ya que el factor Linea fue significativo en todos los
ANOVA realizados para cada uno de las frutas (Pera: Foi9 = 3.26 p = 0,0015; Mango: Fo,i0s =

7,67 p <0.0001; Caqui: Fo105= 3,3 p = 0,0014).

Ituzaingo Montecarlo
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Figura 4.3.2.2: Componentes de varianza porcentuales de los factores aleatorios de los ANOVA realizados para
las poblaciones de Ituzaingé y Montecarlo por separado.
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La conjuncion de los resultados observados en la Tabla 4.3.2.2 y de la Figura
4.3.2.2 sugiere que ambas poblaciones exhiben, en general, los mismo patrones de variacion
indicando que no habria procesos selectivos diferentes, que la migracion entre ambas es
suficiente como para evitar la diferenciacion entre poblaciones o que, dado que la invasion
de Z. indianus es relativamente reciente no transcurrio el tiempo suficiente como para que se

detecten diferencias entre poblaciones por efectos adaptativos o demograficos.

4.4 - DiscusiOn

A continuacion se ofrece una interpretacion de los resultados obtenidos a lo

largo del capitulo, guiada por las hipotesis planteadas en los objetivos.

4.4.1 - Andlisis comparativo de la variacién fenotipica entre

poblaciones originarias y poblaciones del rango invadido

4.4.1.1 - Diferencias en los valores fenotipicos medios entre continentes

Los resultados del punto 4.3.1 muestran que la variacidon fenotipica depende
de cada caracter estudiado: el caracter V no mostr6 diferencias significativas entre moscas
provenientes de distintos continentes, mientras que los caracteres TD y TC si lo hicieron
(Tabla 4.3.1.1, Figura 4.3.1.1). Estos resultados sugieren que los valores fenotipicos medios
de de estos caracteres en las poblaciones se vieron afectados durante el proceso de invasion
al continente americano y que, entre los caracteres estudiados, el TD y TC fueron los mas
afectados. En el contexto de la Teoria de la Historia de vida se puede interpretar que los
valores medios mayores de TD en poblaciones americanas en comparacion con las africanas
podria ser una respuesta adaptativa a la situacion de invasion. En efecto, la teoria plantea
que bajo condiciones ambientales adversas los organismos con maduracién temprana tienen
un costo negativo generalmente asociado a una reducciéon en el tamafio corporal, lo que
repercute desfavorablemente en la fecundidad y por ende el éxito reproductivo. Esta
interpretacion supone que, en algin sentido (ya sea en variables fisico-quimicas o
bioldgicas), en los ambientes del Nuevo Mundo, por ser diferentes a las de los ambientes del
rango de origen se dan condiciones ambientales adversas. También, existe una explicacién

alternativa al patron encontrado, donde Z. indianus se establece en ambientes con
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condiciones ambientales favorables y el aumento de TD en las poblaciones americanas no es
una respuesta adaptativa. Lo mismo puede plantearse para el mayor TC observado en
poblaciones americanas. Se propone el supuesto de que las diferencias entre los habitats
africanos de origen y los americanos aqui estudiados no son menores. Estudios previos de
variacion fenotipica en Z. indianus hallaron mayores valores de TC en poblaciones brasilefias
que en poblaciones africanas (David et al. 2006a), lo que concuerda con lo observado en este

capitulo.

Pasando a los resultados, no ya de los valores medios sino de la varianza
fenotipica, la mayor dispersion de valores fenotipicos en las poblaciones americanas (Tabla
4.3.1.2) apoya la primera hipotesis planteada para este capitulo, es decir, que las poblaciones
invasoras de Z. indianus presentan mayor variacion fenotipica para los caracteres estudiados
que la de las poblaciones originarias. Esta observacion puede interpretarse de dos maneras:
la primera, como consecuencia de una posible descanalizaciéon del control génico de los
caracteres en consideracion ocurrida durante la invasién; y la segunda, como una
consecuencia de posibles cambios en la plasticidad fenotipica a nivel poblacional ocurridos
en el proceso de colonizacion del continente americano, lo que nos lleva a la proxima

hipdtesis.

4.4.1.2 - Diferencias en la plasticidad fenotipica entre poblaciones de

distintos origenes

En cuanto a la segunda hipdtesis, las evidencias que presenta el punto 4.3.1
son favorables a postular que las poblaciones americanas y en particular la poblacion de
Yuto, presentaria mayores niveles de plasticidad fenotipica a nivel poblacional como
también un cambio en la forma particular en la que ésta se manifiesta con respecto a las
poblaciones africanas. Los resultados muestran que, por un lado, la poblaciéon americana de
Yuto presenta un rango fenotipico mayor para los caracteres estudiados cuando se
“enfrentan” a los diferentes frutos de cria, considerados parches ambientales diferentes
(Tabla 4.3.1.4); y por otro lado, que existe un cambio de ranking en los valores fenotipicos
estudiados que se observa cuando los individuos de las poblaciones son expuestos a

distintos recursos de cria, lo que llamamos cambio de ranking en la performance, dada la
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asociacion de los caracteres estudiados con el éxito reproductivo planteada por la Teoria de
la Historia de vida (Tabla 4.3.1.3, Figura 4.3.1.3). Curiosamente, en la poblacién de
Montecarlo no se detecta un patron de mayores valores medios de los caracteres estudiados
que sea concordante con un escenario adaptativo, asi como tampoco se detecta una mayor
plasticidad fenotipica. Teniendo en cuenta que cada poblacion presenta su historia
demografica particular, la poblacion de Montecarlo muestra estas caracteristicas
probablemente debido a su historia demografica, donde una reducciéon en el tamafio
poblacional efectivo a la hora de su fundacion, o cuellos de botella posteriores, puede haber
repercutido en no disponer un proceso de adaptacion ni propiciar la plasticidad fenotipica,
ademds de llevar fortuitamente los valores fenotipicos de los caracteres a los que se
observan. Ningun trabajo previo sobre la invasion americana de Z. indianus intent6 encarar
la pregunta sobre e rol de la plasticidad de manera directa, si bien diversos trabajos tedricos
proponen el analisis de la plasticidad como una de las fenémenos clasicos a abordar en la
Biologia de las Invasiones (ver citas en Lee 2002, Richards et al. 2006). Esto puede deberse a
las dificultades que conlleva comparar plasticidades fenotipicas de distintas poblaciones
(Gianoli 2004). De esta manera, confirmamos parcialmente la segunda hipotesis planteada
para este capitulo, puesto que esta solo se cumplid para los caracteres TD y TC y solamente

en una de las poblaciones estudiadas.

4.4.2 - Andlisis de la variacién genética intra- e interpoblacional y

de la plasticidad fenotipica dentro del rango invadido

4.4.2.1 - Variacion genética intra- e interpoblacional

Los resultados del punto 4.3.2 revelan la existencia de variacion genética
intrapoblacional para los caracteres estudiados en las poblaciones en consideracion,
confirmando de esta forma la tercera hipdtesis de este capitulo, a saber: la presencia de
variacion genética intrapoblacional para los caracteres estudiados en las poblaciones
invasoras. Esto concuerda con los resultados obtenidos por Loh y Bitner-Mathé (2005) y por
David et al. (2006a). En el primer trabajo, los autores detectaron variacién genética
significativa del para estimadores del TC en poblaciones de Z. indianus de Rio de Janeiro,

mientras que en el segundo encuentran niveles elevados de variacion genética para tres
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caracteres morfologicos (LA, LT y numero de quetas esternopleurales) en poblaciones
africanas, indias y brasilefias. Basdndose en estos datos, los autores sugieren que los
propagulos que colonizaron Ameérica fueron numerosos y que contenian la suficiente

variacion genética para prevenir un efecto de cuello de botella.

Al mismo tiempo, los resultados del punto 4.3.2 no revelan la existencia
diferenciacion genética interpoblacional entre las poblaciones americanas elegidas,
rechazando la cuarta hipdtesis de trabajo de este capitulo (referida a la diferenciacion en los
niveles de variacion genética entre poblaciones para los caracteres en estudio).
Necesariamente debe mencionarse que la eleccion de las poblaciones que son evaluadas
afecta sustancialmente los resultados y las conclusiones consecuentes con los mismos. En
este caso en particular, estos resultados en donde se comparan las poblaciones americanas de
Montecarlo (Provincia de Misiones) e Ituzaingé (Provincia de Corrientes) difieren con los
resultados obtenidos en el punto 4.3.1 muestran que en el estudio donde se utilizaron pooles
las poblaciones americanas de Montecarlo (Provincia de Misiones) y Yuto (Provincia de
Jujuy) exhiben diferencias entre ellas respecto a los caracteres fenotipicos estudiados. Hay
dos aspectos a mencionar. El primero tiene que ver con cuestiones metodoldgicas y es que en
el experimento que compara Montecarlo e Ituzaing6 se utilizaron isolineas mientras que en
el caso donde se incluyen a Montecarlo y Yuto se usaron de pooles; es decir, en las diferentes
comparaciones se utilizaron metodologias y disefios estadisticos diferentes, lo que puede
influir en arrojar diferentes resultados. El segundo apunta a razones metodologicas, puesto
que Yuto fue reemplazada por Ituzaing6 en el experimento con isolineas. Entonces, teniendo
en cuenta que Montecarlo y Yuto corresponden a distintas regiones fitogeograficas (ver
Capitulo II) y también, de acuerdo al sistema de clasificacion Koppen-Geiger (Peel et al.
2007), a diferentes unidades climatologicas (Cfa para Montecarlo y Cwa para Yuto) siendo la
diferencia mds importante en cuanto a lo climatoldgico el hecho que en Yuto hay estacion
seca (invierno) mientras que Ituzaingd no presenta estacion seca y corresponde a la misma
region fitogeografica y unidad climatologica que Montecarlo (Cfa segun el sistema de
clasificaciéon Koppen-Geiger); las diferencias climatologicas y geograficas entre los pares de

localidades evaluadas podrian ser la causa del resultado contrastante entre ambos analisis.
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La ausencia de diferencias significativas entre Montecarlo e Ituzaing6 que
sugiere que, al menos en relacion a los caracteres estudiados, no habria diferenciacion
genética interpoblacional. También contrasta con la diferenciacion genética interpoblacional
reportada para diversos caracteres a varios niveles de andlisis en poblaciones de Z. indianus
de otras regiones del mundo, como las originarias africanas (David et al. 2006a) y en
poblaciones invasoras de la India, donde la colonizacién ocurrié hace mas de 30 afios y se
encontré diferenciacion en tamafo y forma del ala (Karan et al. 1999, Karan et al. 2000).
Volviendo a la interpretacion biologica de los resultados, la diferencia entre los escenarios
planteados se puede entender pensando que lo que sucedid, particularmente en las
poblaciones americanas, es que no se dieron procesos selectivos diferentes entre ambas
poblaciones, que la migracion entre ambas es suficiente como para evitar la diferenciacion.
Estos escenarios mas plausibles entre Montecarlo e Ituzaingé que entre otros conjuntos de
poblaciones. Ademads, una situacion donde los propagulos fundadores presentaran un grado
alto de variacion interna y el cuello de botella ocurrido durante la invasion no fuera muy
pronunciado permitiria explicar la alta variacion genética intrapoblacional sin contradecirse
con una baja diferenciacion interpoblacional. Es decir, por una cuestion historica se
encuentra variacion genética intrapoblacional para los caracteres estudiado pero como
consecuencia de la relativamente reciente invasion de Z. indianus y la cercania relativa de las
poblaciones Montecarlo e Ituzaingd no transcurri6 el tiempo suficiente y/o hay demasiada
migracion como para que se detecten diferencias entre poblaciones por efectos adaptativos o

demograficos.

En trabajos previos se encontraron niveles detectables de variacion genética en
poblaciones invasoras de Brasil para distintos caracteres fenotipicos: tamafo y forma de ala
(Loh et al. 2015), LA, LT y nimero de quetas esternopleurales (David et al. 2006a). David et al.
(2006a) interpretan que los niveles similares de variacion genética entre las poblaciones
americanas y africanas de Z. indianus como una evidencia de un propagulo invasor
numeroso que, por consiguiente, no sufrié de manera significativa los efectos de un cuello de
botella en el momento de la invasion. Esta interpretacion sobre la historia de la invasion, sin
embargo, no es la tinica posible. Varios autores han demostrado que un cuello de botella no

necesariamente reduce el nivel de variacion aditiva (Va) para caracteres cuantitativos, que es
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la componente de la variacion genética que mejor responde direccionalmente a la seleccion
natural (Bryant et al. 1986, Willis & Orr 1993). Distintas investigaciones empiricas y tedricas
han presentado fuerte evidencia de que, en presencia de variacion epistatica (Vep), la Va
podria incrementarse después de un cuello de botella (Bryant & Meffert 1988, Bryant &
Meffert 1990, Cheverud & Routman 1996). Cheverud y Routman (1996) mostraron que en
casos de niveles de Ve, muy elevados se exhiben valores bajos de Va cuando las frecuencias
alélicas son intermedias y valores altos de Va cuando las frecuencias son extremas. Por lo
tanto, cuando un cuello de botella de un propagulo invasor lleva las frecuencias alélicas a
valores extremos, podrian liberarse niveles ocultos de Va permitiendo de esta manera una
respuesta adaptativa rdpida a las presiones selectivas del nuevo ambiente. Mds alld de que
no hemos comparado la variacion genética de los caracteres estudiados entre poblaciones
americanas y africanas, porque no contamos con isolineas de origen africano, nuestros
resultados, y en concordancia con los resultados de Loh & Bitner-Mathé (2005), muestran
niveles de variacidon genética detectables y relativamente altos (Tabla 4.3.2.1). Esto plantea la
posibilidad de que las poblaciones invasoras americanas de Z. indianus cuenten con variacion
genética suficiente para atravesar presiones selectivas en su nuevo rango, si bien queda sin
resolver la pregunta de cdmo es que se compone dicha variacion genética y si se formd por
propagulos invasores amplios y con variacidn interna o por liberacion de niveles ocultos de

Va.

4.4.2.2 - Plasticidad fenotipica

En el estudio con isolineas se encontrd que en ambas poblaciones americanas
estudiadas hay niveles significativos de plasticidad fenotipica debida al recurso de cria larval
solo para TD, confirmando parcialmente la quinta hipdtesis de este capitulo; y se observo
interaccion GxE solo para TD en la poblacion de Ituzaingd (4.3.2). Esto indica que existe
variacion genética para la plasticidad en las poblaciones invasoras pero no en todos los
caracteres analizados, por lo que se confirma la sexta hipdtesis de trabajo solo para el
caracter TD y no para la generalidad de los caracteres fenotipicos elegidos. Entonces, la
plasticidad fenotipica estd presente en las poblaciones invasoras pero no parece ser una
caracteristica muy marcada, si consideramos todas las poblaciones y todos los caracteres. De

todas maneras, hay cuestiones metodoldgicas a tener en cuenta que pueden dar cuenta de
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una limitacion de las conclusiones de este capitulo. Primero, que es esperable que al
aumentar el espectro de ambientes en los que se evaltan las lineas de moscas, frutos en este
caso, se incremente la posibilidad de detectar plasticidad. Entonces, al menos en parte, se
podria pensar que la ausencia de plasticidad fenotipica para varios de los caracteres en
ambas poblaciones del experimento con isolineas es causa de que se evaluaron en un numero
bajo de ambientes (frutos), mientras que en el disefio experimental con pooles donde se
comparan poblaciones de América y Africa no nos encontramos con esta limitacién ya que
hay un mayor ntimero de frutos (ambientes). Y segundo, que se en ambos analisis se
emplearon individuos provenientes de pares de localidades diferentes (Yuto-Montecarlo e
Ituzaingd-Montecarlo), cuyas poblaciones de Z. indianus no necesariamente tienen la misma

historia ni las mismas caracteristicas genético-poblacionales.

Por ultimo, respecto a la plasticidad y la interaccion GxE, el hecho de que las
poblaciones originarias muestren efectos significativos para varias interacciones estadisticas
que involucran al sexo (factores Fruto x Sexo y Poblacién x Fruto x Sexo) y que las invasoras no
lo muestren abre el interrogante sobre por qué esta plasticidad dependiente del sexo no se
observa en las poblaciones invasoras (Tabla 4.3.1.3). Este resultado podria explicarse como
consecuencia la pérdida de variacion genética existente entre sexos para la explotacion del
recurso por efecto de un posible cuello de botella ocurrido durante el proceso de invasion.
Un estudio sobre el dimorfismo sexual de Z. indianus llevado adelante por David et al.
(2006b) sugiere que la falta de dimorfismo encontrado en esta especie podria ser
consecuencia de bases genéticas similares para la determinacion de caracteres del TC entre
los dos sexos de esta especie. Esto contrasta con los resultados de este capitulo puesto que
revelan diferencias significativas entre sexos (si bien no se cuantificé la magnitud de dichas
diferencias y tampoco se evalud si éstas podrian ser biologicamente relevantes o no). Pero,
mas alld de este resultado, ningtin trabajo previo habia evaluado hasta el momento los
efectos sobre la performance de la interaccion entre los distintos sexos y los distintos recursos
de cria larval. Por esto, es necesario profundizar mas en este aspecto en futuras

investigaciones.
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4.4.3 - En resumen

En resumen, para los caracteres en estudio encontramos indicios de
adaptacién al ambiente invadido, sumados a una mayor plasticidad fenotipica en las
poblaciones americanas de Z. indianus, observable por medio de su mayor rango fenotipico
y, finalmente, encontramos evidencias de interaccion GxE en al menos una poblacion
americana (Yuto). Puede decirse, entonces, que la plasticidad fenotipica y la interaccion GxE
cumplen un rol en la invasion de Z. indianus al extremo mas austral de su distribucién en el
continente americano. Pero que, dada la dindmica de esta invasion, en la cual el grado de
heterogeneidad del ambiente puede ser muy variable al igual que las historias demograficas
de cada poblacion; puede suceder que la presencia de plasticidad en las poblaciones

invasoras sea un fendmeno mas bien esporadico y no un fendmeno recurrente.

Los estudios sobre plasticidad fenotipica en Z. indianus se han centrado
principalmente en las respuestas plasticas causadas por la temperatura, partiendo de la
premisa de que este aspecto del ambiente es uno de los mas relevantes a la hora de definir las
caracteristicas del desarrollo en un organismo ectotermo (Karan et al. 1999, Loh & Bitner-
Mathé 2005, David et al. 2006a, Loh et al. 2008, Bitner-Mathé & David 2015). Los resultados
obtenidos en este capitulo, que toma como punto de partida preguntas surgidas
principalmente de una de las caracteristicas ecoldgicas mas importantes de esta especie como
lo es uso de diversos recursos de cria, aportan informacién al estudio de la variacion
fenotipica observada en las poblaciones invasoras de Z. indianus al introducir la
multiplicidad de frutos de cria larval como un aspecto principal a la hora de evaluar la

heterogeneidad ambiental a la que se enfrenta esta especie en el proceso de invasion.

En este capitulo se muestra que las poblaciones del rango invasor de Z.
indianus presentan caracteristicas que segin muchos autores juegan un rol en la invasividad
de una especie. Es decir, se han encontrado en el contexto de la invasién de Z. Indianus
rastros de posible evolucién adaptativa (mayor TD y TC en poblaciones americanas),
presencia esporadica de plasticidad fenotipica (diferenciandose tanto entre poblaciones como
entre los diferentes caracteres) y rastros de de cuello de botella (pérdida de la interaccién

GxS pero no de GxE); sin que ninguna de estas caracteristicas predomine sobre la otra.
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Entonces, los patrones y procesos genético-poblacionales encontrados en poblaciones
invasoras definen un escenario complejo, donde los factores que contribuyen a la
invasividad son multiples; asi esta invasion presenta varias aristas y puede verse
influenciada por: plasticidad fenotipica debida al recurso de cria, y una estructura genética
que no conlleva una gran pérdida de variacion genética a lo largo del proceso de invasion,
permitiendo la adaptacion, probablemente como consecuencia de un evento demografico

contingente como lo es un propagulo de gran tamaro.
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CAPITULO V

CAPITULOV

EFECTOS DE LA INTERACCION LARVAL ENTRE
ZAPRIONUS INDIANUS Y DROSOFILIDOS
LOCALES SOBRE CARACTERES MORFOLOGICOS
Y DE HISTORIA DE VIDA, Y LA POSIBLE
RELACION CON SU INVASIVIDAD

5.1 - Introduccién

En la Discusion del Capitulo II (punto 2.4 de esta Tesis) destacamos que
cuando se colectaron insectos en torno a frutos a diferentes recursos maduros hallados en la
naturaleza se registraron niveles de abundancia relativa de Zaprionus indianus
considerablemente menores a los observados cuando esos mismos frutos fueron trasladados
al laboratorio para medir la cantidad de adultos emergidos de ellos. Este aumento en la
proporcién de Z. indianus observado en relacidn a otros drosofilidos con los que comparte
recursos de cria (particularmente con Drosophila melanogaster) podria ser un indicador de que
la habilidad competitiva de esta especie. En este sentido, los efectos de la competencia
durante la fase larval podria jugar un rol importante en su invasividad y en el impacto en las
comunidades ecologicas donde se encuentra. Ciertamente, investigaciones previas y analisis
realizados en esta tesis mostraron la perturbacidon que esta especie invasora provocé en la
fauna de drosofilidos de este continente después de su llegada (Tidon et al. 2003, da Silva et

al. 2005, Capitulo II).
En este capitulo se describen experimentos manipulativos realizados para

evaluar los tipos de relaciones competitivas que Z. indianus mantiene con drosofilidos locales

y se discute la relevancia de estas relaciones respecto a su invasividad.
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5.1.1 - Competencia

En la naturaleza la disponibilidad de recursos es un factor que limita el
crecimiento, fecundidad o supervivencia de los individuos, y por lo tanto la obtencion de los
mismos involucra, generalmente, interacciones entre individuos que afectan en forma
adversa el éxito reproductivo (fitness) de los organismos dada la baja relacion
disponibilidad/demanda de los recursos en cuestion (Keddy 1989, Cockburn 1991, Santos et
al. 1992a, Joshi et al. 1996, James & Partridge 1998). Este ultimo postulado constituye el
principal supuesto de la Teoria de Competencia (Jaksic & Marone 2007b). Estas interacciones

entre organismos tienen consecuencias a escala poblacional y/o comunitaria.

Las interacciones entre los individuos pueden ser directas, como por ejemplo
en casos de competencia por interferencia (Miller 1967, Case & Gilpin 1974, Hunt 1974,
Carothers & Jaksic 1984) o indirectas, como por ejemplo en casos de competencia por
explotacion (Miller 1967, Root 1967, Rosenzeweig 1978). La competencia por explotacion se
da por diferencias en la eficiencia de extraccion de recursos escasos. La competencia por
interferencia, en cambio, se manifiesta generalmente cuando los individuos evitan que los
competidores usen el recurso mediante mecanismos tales como comportamientos agresivos
(Heller 1971, Frye 1983, Wise 1983, Toquenaga & Fuji 1990). La competencia puede ocurrir
entre miembros de una misma poblaciéon o especie (competencia intraespecifica) o entre

miembros de especies distintas (competencia interespecifica).

La importancia de la competencia en las estructuras de las comunidades ha
sido ampliamente discutida, especialmente en las comunidades de insectos que se alimentan
de plantas (Wiens 1997, Conell 1980, 1983, Lawton & Hassell 1981, Schoener 1983). En Z.
indianus, trabajos previos sugieren que la competencia interespecifica podria ser uno de los
factores que explicaria su rapida expansion en el continente americano (Tidon et al. 2003, da
Silva et al. 2005, Galego & Carareto 2005), y constituye por lo tanto unos de los aspectos
ecologicos mas relevantes a la hora de describir los factores que ayudaron en su invasion a la

region Neotropical (van Kleunen 2010 y lo presentado en el Capitulo I de esta Tesis).
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5.1.1.1 - Sobreposicion de nichos

La concepcion clasica de nicho lo define como el hipervolumen de n
dimensiones sobre las cuales se podian representar posiciones de organismos (o poblaciones
o0 especies) que se reproducen (o perpetiian) indefinidamente en un cierto lugar (Hutchinson
1957). Las dimensiones del nicho (ejes del nicho) representan gradientes ambientales de
factores fisicos (por ejemplo, cantidad de luz o de nutrientes) o bidticos (por ejemplo,
intensidad de depredacion o de competencia) que afectan a la poblacion (Jaksic & Marone

2007a).

En la practica, puesto que es virtualmente imposible determinar la adecuacion
bioldgica en las poblaciones en relacion a su posicion sobre los ejes del nicho, se opta por
sencillamente representar el uso que se hace de los recursos ordenados linealmente a lo largo

de cada eje (Jaksic & Marone 2007a).

La Hipotesis de Sobreposicion de Nicho enuncia que si los recursos co-usados
son recursos superabundantes entonces la sobreposicién de nicho puede ser total y haber
coexistencia. Pero si los recursos son escasos, diversas consecuencias pueden producirse
dependiendo del grado y forma de sobreposicion de nicho entre especies, siendo la
prediccion general que las poblaciones debieran reducir su sobreposicion de nicho a lo largo
de las generaciones (Figura 5.1.1.1), ya sea cambiando de posicién a lo largo del eje de
recursos y/o reduciendo su amplitud de nicho (Abrams 1977, Jaksic & Marone 2007b). Si dos
especies hipotéticas sp1 y sp2 tienen nichos superpuestos, habiendo superposicion total en el
caso de la sp1 y parcial en el caso de la sp2, entonces, si la sp2 supera competitivamente a la
spl esta no podrd subsistir y resultard desplazada; en cambio, si la spl supera
competitivamente a la sp2, esta subsistira especializando su nicho en la porcion que no se

solapa con el de la sp1 (Figura 5.1.1.1).
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Figura 5.1.1.1: Representacion de tres escenarios de competencia donde se grafican la intensidad de uso de un
recurso escaso (u) en funcion de la amplitud de nicho para dicho recurso (R) de dos especies hipotéticas spl y sp2.

5.1.2 - Competencia intraespecifica

La competencia intraespecifica en insectos ha sido ampliamente estudiada en
relacion a sus efectos sobre la dindmica poblacional y estabilidad ecoldgica (Benson 1973,
Averill & Prokopy 1987, Passera et al. 1996, Lambin et al. 2001). En particular, la competencia
que sucede durante los estadios larvales podria tener implicancias importantes sobre la
evolucion del comportamiento de los individuos adultos y la historia de vida de la especie,
los cuales a su vez podrian afectar la tasa de crecimiento y la estabilidad poblacional (Liendo
2013). En efecto, durante el desarrollo larval los insectos holometdbolos incorporan
nutrientes que afectan en gran parte el éxito reproductivo de los adultos (Sokolowski 1985,
Zucoloto 1991, Fernandes-da-Silva & Zucoloto 1993, Agnew et al. 2002). Las consecuencias
de la competencia larval pueden evidenciarse sobre la posibilidad de las larvas de pasar al

siguiente estadio del desarrollo, evidenciable en la viabilidad larval (V), como asi también

sobre parametros asociados a la historia de vida como el tiempo de desarrollo larval (TD).
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Otro de los pardmetros mas afectados por este fendmeno corresponde al tamafio corporal del
adulto (TC) (Nakamura 1995, Iwao & Oshaki 1996, Allen & Hunt 2001, y citas del Capitulo
IV).

5.1.2.1 - Efectos de la densidad larval

En especies del género Drosophila, la agregacion de las larvas generalmente
intensifican los efectos observados como consecuencia de la presencia de un competidor,
como ser la una disminucién del TC, aumento del TD y disminucién de la fecundidad
(Mitrofanov & Brodskaya 1976, Schering et al. 1984, Brncic 1987, Werenkraut et al. 2008).
Resultados similares fueron obtenidos por Amoudi et al. (1993) y por Galego y Carareto
(2005) en poblaciones experimentales con diferentes densidades iniciales de larvas de Z.
indianus provenientes de Pakistan y de Brasil, respectivamente. En ambos trabajos, los
autores observaron que la densidad larval muestra una relacién directamente proporcional
con el TD, pero que por el contrario la relacion se revierte a inversamente proporcional
cuando se analiza el efecto denso-dependiente con el TC y la V. Estos autores concluyeron
que los efectos perjudiciales en el TD, V y TC de Z. indianus bajo competencia intraespecifica,
serfan consecuencia de dos causas principales, a saber: por la limitacion de recursos
nutricionales por el agotamiento del recurso de cria y/o por la contaminacion del sustrato por
presencia de residuos metabodlicos como acido urico y dioxido de carbono durante el

desarrollo larval (Galego & Carareto 2005).

Z. indianus, D. melanogaster y D. simulans son especies que utilizan frutos como
sustrato de cria larval. Para las tres especies es comtin encontrar mas de una larva por fruto
(Tidon et al. 2003, da Silva et al. 2005, Galego & Carareto 2005), lo que sentaria las bases para

la competencia larval intraespecifica en caso de que no co-existan.

5.1.3 - Competencia interespecifica

Un problema central en la Ecologia de comunidades es entender los procesos
ecologicos que permiten patrones de coexistencia o determinan la exclusién entre especies
competidoras (Ricklefs & Schluter 1993, Brown et al. 1995). La mayoria de los ejemplos de

competencia interespecifica en insectos deriva de situaciones en las cuales una nueva especie
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es introducida dentro de un nuevo ambiente (Fitt 1989, Duyck et al. 2006, Liendo 2013). Bajo
este escenario, la competencia entre invasores y residentes puede llevar al desplazamiento de
la especie residente o bien alcanzar niveles tolerables que permitan a estas especies coexistir

de manera estable.

La mayoria de las especies de drosofilidos viven en condiciones naturales
caracterizadas por recursos limitados y efimeros (Etges & Heed 1987, Robertson 1987,
Thomas 1993, Quezada Diaz et al. 1997), lo que promueve la competencia interespecifica. Se
espera que la competencia afecte principalmente la performance larval, siendo que el estadio
larval es la fase donde la limitacion de recursos resulta mas indudable (Nunney 1990, Santos
et al. 1992a, Roper et al. 1996, Quezada Diaz et al. 1997, Shiotsugu et al. 1997). De todas
maneras, la evidencia disponible indica que las consecuencias de la competencia no se
limitan a los estadios larvales. Por ejemplo, y como se dijo anteriormente, la competencia por
los recursos durante la etapa larval podria afectar el TC (Robertson 1987, Etges & Heed 1987,
Quezada Diaz et al. 1997), que usualmente estd correlacionado con una fecundidad reducida

y con una esperanza de vida menor (Santos et al. 1992b, Rodriguez et al. 1999).

Z. indianus, D. melanogaster y D. simulans son especies que utilizan los mismos
frutos como sustrato de cria larval (Tidon et al. 2003, da Silva et al. 2005, Galego & Carareto
2005, Lavagnino et al. 2008, Capitulo 2 de esta Tesis). En caso de que se den determinadas

condiciones puede darse un escenario propicio para la competencia larval interespecifica.

5.1.4 - Condiciones para la aplicacién de la Teoria de Competencia

Como se menciond anteriormente, los efectos competitivos provocan cambios
de abundancia relativa entre individuos constituyentes de una poblacién y entre especies
constituyentes de una comunidad determinada. Si bien hay modelos tedricos que
desarrollaron diferentes ecuaciones que evaltian los posibles resultados que acontecen como
resultado de las interacciones competitivas (Begon et al. 1995, Krebs 2009), el estudio de los
efectos de la competencia en la naturaleza requiere que se verifique una serie de supuestos
que permitan evaluar este tipo de interaccion. A fin de estimar el potencial de competencia

en la practica se debe cumplimentar las siguientes condiciones (Schoener 1982):
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a) Debe haber patrones de distribucion o de abundancias relativas que sean susceptibles
de ser explicados por, o que sean consistentes con derivaciones de la Teoria de
Competencia.

b) Debe haber co-uso de recursos, potencial o real, entre los presuntos competidores.

c¢) Debe encontrarse que observaciones o correlaciones, experimentos naturales o
experimentos de laboratorio entregan resultados consistentes con la Teoria de
Competencia o sus derivaciones logicas. Si no los entregan, esto significa o que no

hay competencia, o que ella estd modificada por la accion de otro tipo de interaccion.

En este capitulo se ponen en discusion estos tres aspectos en relacion a la
habilidad competitiva de Z. indianus con drosofilidos con los cuales comparte recursos en
este continente. La condicidn a se satisfard con informaciéon del Capitulo II y de trabajos
previos; la condicion b, realizando un andlisis mensurativo en el campo de superposicion
espacial y temporal entre posibles competidores de Z. indianus en la naturaleza; y la
condicién ¢ con un experimento manipulativo realizado en laboratorio con la técnica de

cultivos mixtos que se explica a continuacion.

5.1.5 - Cultivos mixtos en estudios de competencia

Los cultivos mixtos son cultivos conjuntos de larvas de distintas especies en
laboratorio. Su utilizaciéon hace posible estudiar diferentes pardmetros como una medida de
la performance competitiva de una especie cuando estd en presencia de otra u otras.
Utilizando cultivos mixtos, Ohba (1961) reconocié diversas consecuencias de la competencia
en especies de moscas domésticas, tales como incrementos en la variacién de la duraciéon de
los estadios pre-adultos, disminuciones de la V larval y pupal y, aumento del TC de los
adultos. En la misma linea de estudios que utilizan cultivos mixtos, Budnik et al. (2001)
demostraron que con este tipo de experimentos pueden establecerse interacciones
competitivas entre individuos pre-adultos de diferentes especies de coledpteros
crisomélidos, observable por medio del deterioro o facilitamiento de la V de una o de las dos
especies involucradas. Mas recientemente, Werenkraut et al. (2008) implementaron esta

técnica para el estudio de relaciones competitivas entre especies cactofilas autodctonas del
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género Drosophila; y Liendo (2013) empled esta técnica para el estudio de competencia larval
entre moscas de la fruta de la familia Tephritidae en la Argentina. En Z. indianus, esta técnica
fue utilizada por Galego y Carareto (2005) para poner a prueba los efectos de competencia
entre individuos de poblaciones brasilefias de Z. indianus, D, simulans y D. stutervanti sobre
caracteres de historia de vida como resultado de la presencia de residuos metabdlicos de

estas especies en un medio de cultivo artificial.

En el presente capitulo se examinaron los efectos de la competencia intra- e
interespecifica sobre la performance general de Z. indianus, D. melanogaster y D. simulans
(medida como efectos sobre los caracteres TC, TD y V) en cultivos mixtos en donde se
manipularon tanto las proporciones de estas tres especies como las densidades larvales. A fin
de evaluar también la incidencia de la heterogeneidad de recursos en los eventos de
competencia propuestos (ver mas adelante), se utilizaron medios de cultivo preparados con

frutos de tres plantas hospedadoras diferentes.

5.1.6 - Andlisis de la superposicién espacial y temporal (co-
ocurrencia)

Los efectos adversos sobre el éxito reproductivo que sobrevienen como
consecuencia de la competencia resultan en una fuerte presion de seleccion sobre
mecanismos que tienden a evitar el uso de un parche que ya estd siendo explotado. En
sistemas en los cuales las larvas deben desarrollarse exclusivamente en los hospedadores
elegidos por las hembras progenitoras, la seleccion natural ha actuado sobre el
comportamiento de eleccion del sitio de oviposicion, favoreciendo comportamientos de
evitacion del mismo cuando este se halla ocupado (Roitberg et al. 1999, Awmack & Leather

2002, Leather & Awmack 2002).

Dos dimensiones de nicho que se han descripto en comunidades compartidas
por drosofilidos son la separacion espacial y temporal de las larvas que utilizan los mismos
recursos. Kaneshiro et al. (1973), por ejemplo, describieron a dos especies de Drosophila
hawaianas cercanamente emparentadas que coexisten y utilizan el mismo recurso pero

separadas espacialmente, una alimentdndose directamente de la savia secretada por una
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especie vegetal y la otra de la tierra humedecida por el goteo de la misma savia. Fogleman et
al. (1981) y Fanara et al. (1999) estudiaron con detalle la coexistencia entre dos especies de
Drosophila cactofilas, revelando que esta puede deberse a sutiles efectos de la distribucion
espacial dentro de los recursos de cria. En esta misma linea, Arthur y Middlecote (1987)
mostraron que las especies cosmopolitas D. melanogaster y D. hydei pueden coexistir en el
laboratorio pero solamente cuando el medio de laboratorio tiene el suficiente volumen para
proveer a las larvas de D. hydei, que son de mayor tamano que las de D. melanogaster, de un

nicho exclusivo en la profundidad del recurso de cria.

Se han documentado un gran ntimero de especies capaces de compartir un
solo recurso en simultdneo. Un caso es el del gremio de drosofilidos asociado con higos del
tropico. En general los higos comienzan siendo utilizados como recurso por avispas del higo
que, una vez que abandonan el fruto, dejan el mismo abierto facilitando la llegada de
levaduras y, a continuacidn, la de varias especies de drosofilidos. Lachaise et al. (1982) han
mostrado que la secuencia de especies de drosofilidos que arriban a estos higos tiene ciertas
caracteristicas que se mantienen entre los distintos higos. Estos autores demostraron que D.
yakuba arriba siempre primero que D. melanogaster, que a su vez arriba siempre al higo previo
a la infestacion por parte de miembros del grupo D. fina. Burla (1955) encontrd una secuencia
similar en las especies que arriban a distintas palmeras después de que estas fueran cortadas.
La importancia de tales secuencias de sucesiones ecoldgicas es que podrian representar otra
forma de particion espacial del recurso. Los productos bioquimicos del proceso de pudricién
cambian a lo largo del tiempo como resultado de la accidon de bacterias y hongos (Fogleman
1982), y existe el potencial de que las larvas sean especialistas en un momento particular de
esta secuencia temporal. Es posible que las especies cosmopolitas de drosofilidos coexistan
en parte porque las diferentes especies se especialicen en diferentes ventanas temporales del
proceso de pudricion de los frutos y vegetales (Nunney et al. 2011). Esto ayuda a plantear
una hipdtesis referida a cudles son las especies que efectivamente ocurren (es decir, que estan
presentes) en simultaneidad espacio-temporal en los frutos que Z. indianus utiliza como

recurso de cria larval, y con las cuales podria establecer relaciones de competencia.
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5.1.6.1 - Modelos para el estudio de la co-ocurrencia

El comportamiento de evitacion de la competencia interespecifica llevaria a
patrones espaciales o temporales no superpuestos de distribucion de las especies, es decir a
patrones definidos de co-ocurrencia en los cuales encontrar frutos infestados por las dos
especies simultaneamente seria menos probable que lo esperado por azar. El andlisis de estos
patrones ha sido abordado por varios autores durante las tltimas décadas (ver Gotelli 2001).
Connor y Simberloff (1979) presentaron un analisis basado en modelos nulos para
determinar el patréon esperado de co-ocurrencia de especies en ausencia de interacciones
competitivas. Un modelo nulo es un modelo generador de patrones basado en aleatorizacién
de informacion ecoldgica o muestras aleatorias a partir de una distribucién conocida o
imaginada (Gotelli & Graves 1996). Mas recientemente se desarrollaron algoritmos que
modelan distribuciones de manera aleatoria y equiprobable (Roberts & Stone 1990, Manly
1995, Sanderson et al. 1998) que fueron luego mejorados (Gotelli 2001) e incorporados en
programas informaticos que permiten el analisis rdpido de patrones de co-ocurrencia (Gotelli

& Entsminger 2001).

5.1.7 - Objetivos e hipédtesis

En base a lo expuesto hasta el momento, en este capitulo se perseguird el

cuarto objetivo general de esta Tesis, a saber:

- Establecer la existencia de relaciones interespecificas entre Z. indianus y drosofilidos

preestablecidos en la Argentina que pudieran relacionarse con su invasividad.
Para ello, se trabajara con las siguientes hipotesis:
a) Hipotesis relacionadas a la co-ocurrencia entre Z. indianus y drosofilidos locales:
1. Las larvas de Z. indianus co-ocurren al azar o de manera agregada con larvas de

drosofilidos previamente establecidos en la Argentina, compartiendo de esta manera

recursos alimenticios y sitio de cria en la naturaleza.
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b) Hipotesis relacionadas a las interacciones larvales intraespecificas en Z. indianus y en

drosofilidos preestablecidos en la Argentina:

2. Tanto Z. indianus como los drosofilidos con los que esta co-ocurre en el campo ven
afectados de manera adversa sus caracteres de historia de vida cuando las larvas se

desarrollan con conespecificos a densidad larvales superiores a un umbral inocuo.

¢) Hipdtesis relacionadas a las interacciones larvales interespecificas entre Z. indianus y

drosofilidos preestablecidos en la Argentina:

3. Los otros drosofilidos con los que Z. indianus co-ocurre en el campo ven afectados de
manera adversa sus caracteres V, TD y LA, cuando las larvas de estas especies se
desarrollan conjuntamente con Z. indianus en el mismo recurso alimenticio.

4. Los individuos de Z. indianus no ven afectados negativamente sus caracteres V, TD y
LA, cuando las larvas de esta especie se desarrollan en el mismo recurso alimenticio
junto a larvas de otros drosofilidos con los que co-ocurre en la naturaleza.

5. Hay un efecto perjudicial sobre los caracteres V, TD y LA distinto en cada sexo de Z.
indianus cuando las larvas de esta especie se desarrollan en el mismo recurso

alimenticio junto a larvas de otros drosofilidos con los que co-ocurre en la naturaleza.

5.2 - Materiales y métodos

Con el fin de poner a prueba las hipotesis planteadas se realizé un estudio
mensurativo sobre co-ocurrencia larval en la naturaleza entre Z. indianus y las dos especies
de drosofilidos asociadas segtin lo observado en las campafias descriptas en el Capitulo II de
esta Tesis (D. melanogaster y D. simulans). En este punto cabe aclarar que consideramos a Z
indianus como la especie invasora, punto que se desarroll6 en capitulos anteriores de la Tesis;
en tanto que D. melanogaster y D. simulans se las considera como especies establecidas. Si bien
estas especies tiene un origen africano (Andolfato 2001, Lachaise & Silvain 2004) han
colonizado todos los demads continentes, y en el caso particular de América, su llegada tiene
una antigiiedad aproximada de 200 afios (Keller 2007, Duchen et al. 2013). Dado el tiempo

transcurrido desde el ingreso de este par de especies a la Argentina, que equivaldria a una
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permanencia de 3600 generaciones, consideramos a D. melanogaster y D. simulans como
especies ya establecidas. Posterior al estudio de co-ocurrencia, se realizé un estudio
manipulativo en el laboratorio sobre relaciones intra- e interespecificas entre larvas de Z
indianus, D. melanogaster y D. simulans, a fin de caracterizar e investigar el rol de las

habilidades competitivas de Z. indianus en la invasion al continente americano.

5.2.1 — Andlisis de co-ocurrencia

5.2.1.1 - Muestreo y cuantificacion de co-ocurrencia

Con el fin de poner a prueba las hipotesis 1 y 2 definidas previamente (ver
objetivos e hipdtesis), se caracterizaron patrones de co-ocurrencia entre Z. indianus y otros
drosofilidos en frutos en el campo siguiendo una metodologia similar a la propuesta por
Devescovi et al. (2015). Para esto, se realizd un muestreo en la Estacion Experimental de
Cultivos Tropicales (EECT), perteneciente al INTA Yuto, Provincia de Jujuy (Coordenadas:
23° 35' 2,6" Sur; 64° 30' 25,6" Oeste) durante el mes de febrero de 2012. La EECT es un predio
de 74 hectdreas de las cuales 50 estan destinadas a cultivos de frutas tropicales, citrus,
hortalizas y plantaciones forestales; 18 se encuentran cubiertas por bosque nativo, 3 estan

destinadas a infraestructura y 7 se utilizan para rotacion de cultivos agricolas (sitio web

institucional: inta.gob.ar/unidades/323000/sobre-323000, consultado el 11/2/2015). Se halla
situada en una zona de transicion entre las regiones fitogeograficas de Yungas y del Chaco

Semiarido (Cabrera 1976).

El muestreo se realizé dentro del 4rea destinada a cultivos tropicales. Las
especies frutales en consideracion para este estudio fueron la guayaba (Psidium guajava) y el
mango (Mangifera indica). Para cada especie se seleccionaron dos arboles con abundantes
frutos. Se colectaron al azar frutos en tres grados de madurez (procurando siempre la

ausencia de dafios importantes en su superficie), a saber:

- Frutos maduros en suelo: aquellos que, al momento de la colecta se encontraban ya
caidos en el suelo (Nguayaba = 50, Nmango = 20)
- Frutos maduros en drbol: aquellos que caian del arbol luego de una suave agitacion

de sus ramas (Nguayaba = 21, Nmango = 10)
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- Frutos inmaduros: aquellos que permanecian sujetos a las ramas a pesar de agitarlas

(Nguayaba = 21, Nmango = 10)

Un esquema del muestreo se ilustra en la Figura 5.2.1.1.1.

Ademas, con el fin de evaluar si existe una distribucion diferencial de larvas
de diferentes especies dentro de un mismo fruto, se tomaron diez nuevas guayabas caidas en
el suelo de uno de los arboles ya muestreados y se corté cada una de ellas en tres rodajas

clasificandolas de la siguiente manera:

- Rodaja proximal: aquella que contenia el pedinculo del fruto.
- Rodaja media

- Rodaja distal: aquella mas alejada del pedtnculo del fruto.

Frutos inmaduros

Frutos maduros
en arbol

Frutos maduros 10 frutos divididos
—_—
en suelo en 3 rodajas

o =Z 7T

O %\)
. _ 4

Figura 5.2.1.1.1: Esquema del muestreo realizado para evaluar co-ocurrencia entre Z. indianus y otros drosofilidos.
En azul se muestran los tres grados de maduracién de los frutos colectados. P: rodaja proximal, M: rodaja media,
D: rodaja distal (método modificado Devescovi et al. 2015).
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Cada fruto y cada rodaja se colocaron en una caja de acrilico translicido en
forma individual inmediatamente después de ser recolectada. Cada caja tenia un orificio en
su tapa con un tapdn de algodon que permitia la respiracion. Las cajas se identificaron con
un rétulo que explicitaba el nimero y tipo de muestra. Todas las cajas se trasladaron por
tierra hasta el laboratorio, donde se colocaron en una sala con temperatura (25 £ 1 °C) y

humedad (60-70%) constantes y un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

Desde el ingreso de las muestras en la sala del laboratorio se controld
diariamente la emergencia de adultos. La identificacion de la especie de los adultos
emergidos se llevo a cabo por su morfologia exterior en el caso de Z. indianus, mientras que
para discriminar entre D. melanogaster y D. simulans se precedid tal como se describe en el
Capitulo II de esta Tesis (Stutervant 1920). Ante la dificultad practica de distinguir entre
individuos de estas tres especies en estadios de larva o pupa, se cuantificoé la
presencia/ausencia de cada especie en cada fruto solo a nivel de adultos que completaban el

desarrollo.

Luego, se volcd esta informacion en una matriz donde cada columna
representaba un fruto o rodaja muestreados, cada fila una especie, y su presencia o ausencia
se indicaba como 1 y 0 respectivamente. Se generaron, entonces, 10 matrices de
presencia/ausencia en total: una para cada grado de madurez de los arboles de guayaba (3
matrices), una para cada grado de madurez de los arboles de mango (3 matrices), una de la
muestra extra de guayaba sin distinciéon por rodajas del fruto (1 matriz) y una por cada

rodaja de la muestra extra del fruto (3 matrices).

5.2.1.2 — Andlisis de los datos

Se utilizé el C-score de Stone & Roberts (1990) como un indice cuantitativo de

1,

la organizacion comunitaria. Este indice cuantifica el nimero de “unidades de tablero de
damas” que pueden encontrarse por cada par de especies en una tabla de presencia/ausencia.

El concepto de “unidad de tablero de damas” se refiere a una sub-matriz de 2x2 de la forma
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01/10 o0 10/01, tal como seria el arreglo de tonos blanco-negro/negro-blanco de una porcion de

tablero de 2x2 (Figura 5.2.1.2.1).

Tablero de damas

110 0|1
0|1 110

Sub-matriz correspondiente

Figura 5.2.1.2.1: Ejemplos ilustrativos del significado dado por Stone & Roberts (1990) al concepto de “unidades
de tablero de damas” y sus sub-matrices correspondientes. Una sub-matriz de presencia/ausencia con formato de
unidad de tablero de dama representa un caso de segregacion en la utilizacion de sitios por las especies en
consideracion.

Por cada par de especies, el nimero esperado de unidades de tablero es:

n=(R-9S.(R -9

Donde Ri es el nimero de ocurrencias (igual al total de la fila) de la especie i, R;
es el numero de ocurrencias de la especie j, y S es el niumero de muestras en el que ambas

especies ocurren.

La siguiente tabla representa un caso hipotético de matriz de

presencia/ausencia para dos especies muestreadas en cinco sitios:
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Sitio 1 | Sitio 2 | Sitio 3 | Sitio 4 | Sitio 5
Especie A 1 1] 1 0 0
Especie B 1] 1 1 ] 1

En este ejemplo, el valor de Ra es 2 (la especie A se encuentra en dos sitios), el
de Rs es 3 (la especie B se encuentra en tres sitios) y S =1 (solo co-ocurren en el Sitio 3). El
numero esperado de unidades de tablero (para una distribucién nula) segin lo dicho en el

parrafo anterior, seria:

Nys = 2—-1.3-0) =2

El C-score es el nimero promedio de unidades de tablero para un tnico par de
especies. En el ejemplo, para el par de especies A y B hay dos unidades de tablero dadas:
cuando se consideran los sitios 1y 2, y cuando se consideran los sitios 1y 5. Por lo tanto, en
este ejemplo el valor C-score = 2. Si este nimero calculado es significativamente mayor
comparado con el de una distribucion nula, entonces hay menos especies en co-ocurrencia
que lo esperado por azar, es decir que hay segregacion entre las especies. Si el indice es
significativamente menor, entonces hay mds especies en co-ocurrencia (agregacion) que lo
esperado (Sanders 2003). En el ejemplo, tanto el nimero esperado de unidades de tablero
como el C-score no presentan diferencias, por lo que no hay evidencias de segregacion ni de

agregacion entre la especie A y B.

5.2.1.3 - Algoritmos de modelos nulos

Para asignar un valor de probabilidad a los C-score estimados de las
observaciones en la naturaleza, se utilizd un modelo de aleatorizacién para construir una
distribucion nula para el C-score (Manly 1991). Una aleatorizacién apropiada para datos
colectados de pequefias muestras de drea fija es un algoritmo en el cual el total de filas
(ocurrencia de especies) se preserva pero la probabilidad de ocurrencia de cada especie en
cualquier columna (unidades muestrales, en este caso, cada fruto o rodaja) es idéntica, es
decir se toma como equiprobable (Gotelli 2000). Cuando se simula de manera aleatoria el

contenido de esta matriz de presencia/ausencia, el modelo permite que el ntimero de
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especies por unidad muestral varie en el ensamble nulo y también tiene en cuenta las
unidades muestrales “vacias”, que no alojan especies pero que podrian haber sido ocupadas
en una comunidad ensamblada al azar. Para cada matriz de presencia/ausencia estimados de
las observaciones en la naturaleza se generaron 5000 matrices al azar por el método de
Monte Carlo, utilizando la 1égica del algoritmo antes mencionado, es decir barajando dicho
numero de veces los elementos de cada fila de la matriz. Luego, se calcul6 el C-score para
cada matriz aleatoria y se estimo la probabilidad del C-Score de la matriz observada (en una
prueba a dos colas) comparandola con el histograma de matrices aleatorias. Todo este
algoritmo se implement6 con el programa EcoSim 7.0 (Gotelli & Estminger 2001). Cada
prueba realizada arroja como resultados dos valores de p de prueba (p1 y p2) ya que se ponen
a prueba dos hipétesis, a saber: Ho: La ocurrencia de especies no es agregada en las unidades
muestrales; y Ho: La ocurrencia de especies no es segregada en las unidades muestrales. Si p
(Ho1) < 0,05 entonces se rechaza la hipdtesis nula de ocurrencia al azar de las especies en los
frutos a favor de la hipotesis de ocurrencia agregada, es decir que las especies se ajustan a un
patron de co-ocurrencia. Si p (Hoz) < 0,05 entonces se rechaza la hipdtesis nula de ocurrencia
al azar de las especies en los frutos a favor de la hipotesis de ocurrencia segregada, es decir

que las especies se ajustan a un patrén de no co-ocurrencia.

5.2.2 - Interacciones intraespecificas

Tal como se establecidé en la Introduccidén, el momento durante el cual las
interacciones entre los drosofilidos son maximas, como consecuencia de los efectos
competitivos, es durante el desarrollo larval de estas especies. Por esta razon se procedio a
evaluar los efectos de las interacciones intraespecifica e interespecifica cuando las larvas de
las especies en estudio se desarrollaron conjuntamente, como una via para determinar la

existencia de relaciones de competencia.

Previo a confirmar los efectos de las interacciones larvales interespecificas, y
segun lo propuesto por la hipodtesis 2 del presente Capitulo, se determinaron en este punto
las densidades larvales de conespecificos a partir de las cuales Z. indianus, D. melanogaster y
D. simulans veian afectados sus caracteres de historia de vida TD y V a los fines de disefiar

correctamente el experimento que pusiera a prueba dichas interacciones interespecificas.
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5.2.2.1 - Origen de las lineas utilizadas

El criterio utilizado para seleccionar las poblaciones de D. melanogaster y D.
simulans que se utilizaron para poner a prueba competencia intra- e interespecifica con Z.
indianus consistid en elegir poblaciones de estas dos especies en las cuales no hay registro de
la presencia de Z. indianus, a fin de evaluar competencia en una situacion de “primer

encuentro” para estas especies, suponiendo que no mostraran posibles adaptaciones.

Las poblaciones utilizadas fueron las siguientes:

- Poblacién de D. melanogaster proveniente de la localidad de General Lavalle,
Provincia de Mendoza, Argentina (Coordenadas: 42° 50 Sur, 68° 28 Oeste)
muestreada en 2007 siguiendo la misma metodologia descripta en el punto 2.2.3 de
esta Tesis. De la captura realizada en esta poblacion, se generaron isolineas y aquellas
identificadas como pertenecientes a la especie D. melanogaster siguiendo el criterio se
describe en el Capitulo II de esta Tesis (Stutervant 1920) se mantuvieron en el
laboratorio. Posteriormente, se gener6 un pool a partir de 12 isolineas de laboratorio.

- Poblacién de D. simulans proveniente de la localidad de San Agustin del Valle Fértil,
Provincia de San Juan, Argentina (Coordenadas: 30° 38" 13,2” Sur, 67° 27’ 48,2” QOeste)
muestreada en 2011 siguiendo la misma metodologia descripta en el punto 2.2.3 de
esta Tesis. A partir de los descendientes de 50 hembras recolectadas en la naturaleza
se conformo un pool de esta especie que se utilizé en estos analisis.

- Poblacién de Z. indianus proveniente de la localidad de Montecarlo, Provincia de
Misiones, Argentina (Coordenadas: 26° 33' 43,2" Sur, 54° 40' 15,4" Oeste), muestreada
en 2009 y descripta en el Capitulo II. A partir de los descendientes de 50 hembras
recolectadas en la naturaleza se conformo un pool de esta especie que se utilizd en

estos analisis.
Todas las lineas fueron mantenidas en el laboratorio en tubos o frascos de

vidrio con medio de laboratorio (medio estandar). Debe destacarse que la preparaciéon de

este medio de cultivo no utiliza ninguna fruta que explotan estas especies en la naturaleza.
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Los tubos y frascos se mantuvieron en una sala con temperatura (25 + 1 °C) y humedad (60-

70%) constantes y un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

5.2.2.2 - Disefio experimental

Con el fin de poner a prueba la hipdtesis 2 de este capitulo, se disefid el
siguiente experimento para cada especie por separado: se prepararon tubos, cada uno de
ellos con 5 ml de medios de cria estandar, donde se sembraron solamente larvas de una de
las 3 especies analizadas a seis (6) densidades distintas de 1, 3, 6, 10, 20 y 30 larvas/ml de
medio, esto define el factor Densidad. Por experiencia previa en el laboratorio, se tenia
conocimiento de que densidades larvales elevadas y estimables en 20 larvas/ml
(particularmente en Z. indianus) provocan el agotamiento temprano del medio y la
inviabilidad generalizada de las larvas sembradas. Para cada Densidad y especie se realizaron
seis (6) réplicas. La cantidad de medio de cultivo empleado por tubo fue de 5 ml. Como en
los tubos con la densidad mas baja analizada (1 larva/ml de medio de cria) tenian tan solo 5
larvas y no estaba garantizada la correcta proporcionalidad entre ambos sexos, en este
experimento en particular no se separaron los ejemplares por sexo y en su lugar se

analizaron en conjunto.
Dado que se trata de una prueba piloto estos experimentos de interacciones
interespecificas se realizaron en medio de cultivo estdndar mencionado anteriormente. Un

resumen del disefio se muestra en la Figura 5.2.2.2.1.

Posteriormente se procedié a medir TD y V a las mocas adultas emergidas de

cada réplica tal como se describio en el punto 4.2.3 del Capitulo IV de la presente Tesis.
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Cepas utilizadas

Z. indianus de Montecarlo (Misiones). -
D. melanogaster de Lavalle (Mendoza). Un experimento para cada
D. simulans de Valle Fértil (San Juan). especie

(por ejemplo, en Z. indianus):

Tubos con 5ml de

N medio de cultivo 1 tratamiento

(1 tubo = 1 replica) -DENSIDAD LARVAL:

- 1 larva/ml de medio.

- 3 larvas/ml de medio.
- 6 larvas/ml de medio.
- 10 larvas/ml de medio.
- 20 larvas/ml de medio.
- 30 larvas/ml de medio.

Medio de cultivo estandar

Figura 5.2.2.2.1: Resumen del disefio experimental utilizado para poner a prueba la existencia de interacciones
larvales intraespecificas.

5.2.2.5 - Andlisis estadisticos

Los efectos sobre el TD y la V resultantes del disefio experimental descripto en
el punto anterior se pusieron a prueba por medio de una prueba de ANOVA de un factor

siguiendo el siguiente modelo:

Y=u+D+Er

Donde Y es la medicion de cada réplica (promedio de dos moscas por tubo), u
es la media total y las fuentes de variacién son: D, es el factor densidad larval cuyos niveles
fueron: 1, 3, 6, 10, 20 y 30 larvas/ml de medio. En los casos en los que el factor D fue
significativo, la interpretacion que se realizd fue que las distintas densidades larvales
analizadas presentan diferencias en cuanto al efecto sobre los caracteres estudiados. En esos

casos se llevaron a cabo contrastes de Tukey para distinguir cudles densidades larvales eran
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las que diferian significativamente del resto. Er estima la varianza entre los efectos medios de

las réplicas, es decir el error.

Ajustes de la prueba: Como se ha demostrado que los dos caracteres en
estudio no son bioldgicamente independientes (Stearns 1992), se corrigio el valor del p de la

prueba por medio de un ajuste de Bonferroni utilizando la siguiente formula (Zar 2009):

pb:%

Donde p» es el valor de p de prueba corregido, p es el valor de p original (en
este caso, por convencion p = 0,05) y m es el nimero de variables que forman parte del

disefio (en este caso, 2: TD y V). Por lo tanto, el valor de pv utilizado en este andlisis fue de

0,025.

Cumplimiento de supuestos: En cada prueba, se cumplieron los supuestos de

normalidad y homocedacea de TD y V.

5.2.3 - Interacciones interespecificas

Una vez determinados los valores de densidad larval a partir de los cuales la
competencia intraespecifica afecta negativamente a los caracteres de historia de vida V'y TD
(ver Resultados), se investigaron los efectos de la competencia larval interespecifica entre Z.
indianus y las especies con las cuales co-ocurre en el campo, lo cual permitié poner a prueba

las hipotesis 4 y 5 definidas en los objetivos de este capitulo.
5.2.3.1 - Origen de las lineas utilizadas
Se utilizaron las mismas lineas que en el experimento anterior de interacciones

intraespecificas.

5.2.3.2 - Medicion de caracteres adaptativos en estudio

Los caracteres medidos en los individuos utilizados en este experimento
fueron los caracteres de historia de vida TD y V, junto al LA (como descriptor del TC) tal cual

fue descripto en los puntos 3.2.3.1 y 3.2.3.2 del Capitulo III de esta Tesis.
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5.2.3.3 - Diserio experimental

Con el fin de poner a prueba las hipdtesis 3, 4 y 5 de este capitulo, se disefi6 el

siguiente experimento para cada una de las tres especies en estudio:

El medio de cria donde se realizaron los experimentos consistio en preparados semi-
naturales con los mismos tres (3) frutos utilizados como recurso en el punto 4.2.4.2 de
esta Tesis. Esto define el factor Fruto: Mango (Mangifera indica), caqui (Diospyros kaki)
y pera (Pyrus communis). Para generar los medios de cria se licud la pulpa de cada
una de las mencionadas frutas y se las llevd a temperatura ambiente para poder
anadir 1/5 de volumen de agua destilada para facilitar la manipulacién de la pulpa,
agregando luego 1g de agar en polvo por cada 200 ml totales de licuado. En cada
tubo (réplica) se volcaron 5ml de medio frutal y se dejo gelificar por un minimo de
una hora a temperatura ambiente cubriendo con una tela limpia (para evitar
contaminacion externa) antes de comenzar los experimentos.

Se tomaron larvas de una especie P y se las cultivo en medio de cria frutal en seis (6)
combinaciones distintas, definiendo el factor Competidor: 1) Junto con larvas de la
especie Q (densidad de P = densidad de Q = 3 larvas/ml de medio; densidad final de
P+Q en el tubo = 6 larvas/ml de medio); 2) junto con larvas del competidor R (iguales
densidades que en el tubo anterior); 3) junto con larvas de los competidores Q y R en
simultaneo (densidad de P = densidad de Q = densidad de R = 2 larvas/ml de medio;
densidad final de P+Q+R en el tubo = 6 larvas/ml de medio); y finalmente el control
monoespecifico para comparar con los efectos de la interaccion intraespecifica: 4) solo
larvas de la especie P a una densidad de 6 larvas/ml de medio frutal. Como se dijo
anteriormente, la eleccién de una densidad final de 6 larvas/ml de medio se baso en
los resultados obtenidos en el experimento de relaciones intraespecificas (se muestran
en 5.3.2). Un supuesto de este trabajo, que permite proponer que los resultados son
comparables a lo que sucede en la naturaleza, es que las densidades larvales de las
distintas especies observables en los recursos de cria son similares, razén por la que
en los experimentos de competencia interespecifica no se vario la proporcion de
larvas de cada competidor. Setta & Carareto (2005) en estudios realizados a campo,

muestran que los tamafios de camada de Z. indianus son similares en ordenes de
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magnitud a los de la generalidad de drosofilidos, prueba que da sustento a dicho
supuesto.

- Se realizaron cinco (6) réplicas por Competidor x Fruto.

Un resumen del disefio se muestra en la Figura 5.2.3.2.1.

Cepas utilizadas Un experimento para cada

Z. indianus de Montecarlo (Misiones). especie

D. melanogaster de Lavalle (Mendoza). (por ejemplo, en Z. indianus):
D. simulans de Valle Fértil (San Juan).

3 tratamientos (tot. cruzados)
Tubos con medios frutales )
{1tubo = 1 réplica) - COMPETIDOR (fijo)

-Control 6 larvas/gr.

-vs D. melanogaster(1:1)
-vs D. simulans (1:1)

-vs Ambas (1:1:1)

rd

' - FRUTO (aleatorio)

L ] -Caqui (Diospyros kaki)
. =T Ty -Mango (Mangifera indica)
< 4 CEE -Pera (Pyrus communis)
B L= - sexo (fiio)

| —

“ Mango ~——  Pera ——
(Diospyros kaki) (Mangifera indica) (Pyrus communis)

Figura 5.2.3.3.1: Resumen del disefio experimental utilizado para poner a prueba la existencia de interacciones
larvales interespecificas.

Luego se procedid a medir los caracteres TD, V y LA (como descriptor del TC)
en cada réplica tal cual fue descripto en los puntos 4.2.3.1 y 4.2.3.2 del Capitulo IV de esta

Tesis.

5.2.3.4 - Andlisis estadisticos

Los efectos sobre el TD y LA se evaluaron estadisticamente por medio de un

ANOVAs siguiendo el siguiente modelo completamente aleatorizado:
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Y=u+C+F+5+CxF+CxS+FxS+CxFxS+Er

Donde Y es cada medicion de cada réplica (promedio de dos moscas por
tubo), u es la media total y las fuentes de variacion son: C es el factor Competidor (fijo); F es el
factor Fruto (aleatorio); S es el factor Sexo (fijo) y Er estima la varianza entre los efectos

medios de las réplicas, es decir el error.

En el caso de la V no se considerd el factor sexo de modo que el ANOVA

empleado, con idénticos factores que los mencionados arriba, fue el siguiente:

Y=u+C+F+CxF+Er

Si consideramos que la prueba realizada para los 3 caracteres analizados (V,
TD y LA) es en la especie P, los niveles del factor Competidor (C) fueron: C (control
monoespecifico), Q (larvas de P + larvas de Q), R (larvas de P + larvas de R), y Ambas (larvas

de P + larvas de Q +larvas de R). Los niveles del factor F fueron: Mango, Caqui y Pera.

Cabe destacar que, dado que fenotipicamente D. melanogaster y D. simulans
solo pueden distinguirse por medio de las estructuras externas de la genitalia de sus machos
(Stutervant 1920), en aquellos tratamientos donde se mezclaron larvas de ambas especies
solo se cuantificaron el TD y el LA de este sexo. Las observaciones de los analisis
preliminares (punto 5.2.2) revelaron una proporcion de
Supervivenciamachos/Supervivenciatemoras cercanas a 1 tanto en D. simulans (proporcion M/H =
0,98) como en D. melanogaster (proporcion M/H = 0,90), por lo que no se detecté una
viabilidad diferencial entre sexos, lo que justifica la decision de medir los caracteres elegidos

solo en machos. En este caso, el modelo de ANOVA empleado fue:

Y=u+C+F+CxF+Er

donde las fuentes de variacion C (fijo) y F (aleatorio) fueron definidas arriba.
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En todos los casos, de observarse significancia del factor C se interpreta que las
distintas combinaciones de larvas analizadas presentan diferencias en cuanto al efecto sobre
los caracteres en estudio, siendo la causa de estos efectos las relaciones de competencia. En
los casos en los que C fue significativo, se llevaron a cabo contrastes de Tukey para distinguir
cuales combinaciones de larvas son las que efectivamente afectan significativamente los
valores fenotipicos de los caracteres estudiados. Si el factor F fuera significativo se interpreta
que los distintos frutos utilizados como medio de cria afectan diferencialmente al caracter
adaptativo analizado. Si el factor S fuera significativo se interpreta que hay dimorfismo
sexual de la especie P en el caracter en consideracion. Si fuera significativa la interaccion CxF
indicaria que la habilidad competitiva larval de la especie analizada depende del medio de
cria. Si se observara significancia en la interaccion CxS, revelaria que la habilidad
competitiva depende del sexo. En caso que la interaccion FxS exhiba diferencias
significativas, este resultado sugeriria que el dimorfismo sexual varia segun el fruto en el que
fueran criados. Y, finalmente, si la interaccion CxFxS se mostrara significativa se interpreta
que las larvas de distinto sexo de la especie en analisis ven afectados de manera diferente sus
caracteres en estudio dependiendo de la combinacion larval y del fruto en la que transcurrié
su desarrollo, es decir que la habilidad competitiva de las larvas depende de su sexo, fruto en

el que se estan desarrollando y competidores con los que comparte su desarrollo.

Ajustes de la prueba: Como los distintos caracteres fenotipicos en estudio no
son bioldgicamente independientes (Calder 1984, Roff 1992, Stearns 1992, Schlichting &
Pigliucci 1998, Carreira et al. 2009) y, ademas, algunos niveles del factor Competidor de las
pruebas de ANOVA realizadas para la especie P se utilizan como datos también para la
especie Q (en aquellos niveles donde se crian conjuntamente larvas de P y Q), por lo tanto se
corrigio el valor del p de la prueba por medio de un ajuste de Bonferroni utilizando la
siguiente formula (Zar 2009):

Py = m
Donde pv es el valor de p de prueba corregido, p es el valor de p original (en

este caso, por convencién p = 0,05) y m es el niimero de categorias no independientes que
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forman parte del disefio (en este caso, 3 caracteres x 3 especies, lo que implica que m = 9). Por

lo tanto, el valor de pv utilizado en este andlisis fue de 0,0055.

Cumplimiento de supuestos: Para que se cumpliera el supuesto de
normalidad de V, TD y LA de las variables descriptoras del se realizaron las siguientes

transformaciones al momento de realizarse el ANOVA:

- Transformacion de V: V; =ar COSG‘IO(\/V ), como se sugiere en Atchley (1976).
- Transformacién de TD: TD; = Log(TD)

- Transformacién de LA: LA, = Log(LA)

Todos los andlisis estadisticos y los graficos y figuras de este capitulo se realizaron

empleando el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et al. 2014).

5.3 - Resultados

5.3.1 — Andlisis de co-ocurrencia larval

El muestreo realizado en la localidad de Yuto en febrero de 2012 para analizar
la co-ocurrencia larval entre Z. indianus y otros drosofilidos reveld que un 82% del total de
frutos colectados (92 guayabas y 40 mangos) presentaron emergidos de alguna de las
especies de interés. Se recolectaron un total de 2172 drosofilidos de los cuales 1414 (65,1%)
correspondio a Z. indianus en tanto que 758 fueron individuos correspondientes a D.
melanogaster; representando el 34,9% del total de drosofilidos colectados. No se registraron
emergidos de D. simulans a diferencia de lo descripto en el Capitulo II respecto a colectas

realizadas en otras poblaciones.

Los porcentajes de uso de los diferentes frutos por parte de Z. indianus y D.
melanogaster se muestran en la Tabla 5.3.1.1. De los 92 frutos de guayaba infestados Z.
indianus emergid de 43 de ellos (46.7%) en tanto que D. melanogaster emergio de 21 frutos
(22.8%). En el caso de mango, Z. indianus emergié de 20 frutos (50%) mientras que D.

melanogaster emergi6 de 16 (40%). En definitiva, se encontré que Z. indianus y D. melanogaster
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no presentan diferencias significativas respecto al nimero de frutos de los cuales emergieron

(2=1,35, gl = 1).

Tabla 5.3.1.1: Proporciones y porcentajes de frutos infestados para cada una de las categorias definidas en 5.2.1.

Grado de maduracion
En guayaba En mango
Maduros en | Maduros en Maduros en | Maduros en
| Inmaduros | Inmaduros
suelo arbol suelo arbol
Frutos con
id
o emergidos / 32/50 8/21 3/21 8/20 8/10 4/10
Z. indianus Frutos
totales
Porcentaje 64,0% 38,1% 14,3% 40,0% 80,0% 40,0%
Frutoscon
id
emergidos / 18/50 3/21 0/21 12/20 4/10 0/10
D. melanogaster |Frutos
totales
Porcentaje 36,0% 14,3% 0,0% 60,0% 40,0% 0,0%

Considerando que este andlisis no evaltia si hay co-ocurrencia por azar o
agregada en los recursos, se procedio a evaluar la existencia de la misma siguiendo los pasos
que se describen en Materiales y métodos. Los resultados del andlisis de co-ocurrencia entre
larvas Z. indianus y D. melanogaster (Tabla 5.3.1.2) muestran que el C-score exhibe valores
significativos para p1 en guayabas maduras tanto las localizadas en el arbol como las caidas
al suelo indicando que en ambos casos hay agregacion de larvas de distintas especies. Por el
contrario, los frutos de mango con los mismos puntos de maduracién mencionados
mostraron co-ocurrencia por azar dado que el valor de p1 no fue significativo. Respecto al p2
no se detectaron valores significativos en ninguno de los dos hospedadores analizados
(guayaba y mango) de modo tal que no se rechaza la hipdtesis nula de ocurrencia al azar de

las especies en los frutos siendo la hipdtesis alternativa la de ocurrencia segregada.

Con relacion a las frutas inmaduras de ambos recursos, las mismas no
pudieron ser evaluadas como consecuencia del insuficiente niimero de emergidos. En efecto
solo se detectaron 3 emergidos de guayaba y 4 de mango, todos ellos correspondientes a la
especie Z. indianus. Esta observacion si bien no permite realizar el andlisis propuesto sugiere
que Z. indianus podria ser capaz de utilizar frutos inmaduros a diferencia de las otras dos

especies consideradas en este estudio.
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Tabla 5.3.1.2: Resultados del analisis de co-ocurrencia entre larvas Z. indianus y D. melanogaster en frutos de
guayaba y mango de distintos puntos de madurez. N = namero de frutos muestreados; NR = no se pudo realizar
el andlisis por cantidad insuficiente de emergidos. * valores de p significativos (p < 0,05). Para interpretar estos
resultados ver el punto 5.2.1.3.

Hospedero |Inmadures Maduros en arbol Maduros en suelo
N=21 N=21 N=50
Guayaba |NR pl=0,004 * pl=0,040 *
p2=1,000 p2=0,999
N=10 MN=10 N=20
Mango |[NR pl=0,141 pl=1,000
p2=0,985 p2=1,000

Los resultados de los andlisis de co-ocurrencia de larvas dentro de rodajas de

guayaba se muestran en la Tabla 5.3.1.3.

Tabla 5.3.1.3: Resultados del analisis de co-ocurrencia entre larvas Z. indianus y D. melanogaster en distintas
rodajas de frutos de guayaba. N = ntimero de frutos muestreados; NR = no se pudo realizar el analisis por

cantidad insuficiente de emergidos. No se observaron valores de p significativos (p < 0,05).

Rodaja Discriminando rodajas |En total
N=10
Proximal |p1=1,000
p2=1,000
N=10 N=30
Media MR pl1=0,215
p2=0,964
N=10
Distal MR

Estos resultados no revelan agregacion ni segregacion entre larvas de distintas
especies (ningun p1 ni p2 < 0,05) entre diferentes partes de los frutos de guayaba. Es decir, las

larvas de Z. indianus y de D. melanogaster co-ocurren por azar dentro de los frutos evaluados.

En cuanto a la diversidad de especies emergidas, tal como se dijo, en los frutos
colectados en este muestreo no se registraron emergidos de D. simulans. De cualquier
manera, a pesar de no haber podido poner a prueba la clase de co-ocurrencia de esta especie
con Z. indianus, D. simulans se incluyo en los andlisis de interaccion intra- e interespecificas

puesto que en las campafias descriptas en el Capitulo II (mdas exhaustivas en cuanto a la
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extension muestreada), D. simulans reveld patrones de infestacion similares a los de D.
melanogaster. Por lo tanto, la co-ocurrencia espacio-temporal entre larvas de Z. indianus y D.

simulans es un supuesto de los experimentos cuyos resultados se muestran a continuacion.

5.3.2 - Interacciones intraespecificas

A continuacion se muestran los resultados del experimento destinado a poner

a prueba los niveles de interaccion intraespecifica en larvas de las tres especies en estudio.

Los resultados del ANOVA descripto en 5.2.2.5 para detectar interacciones

larvales intraespecificas se muestran en la Tabla 5.3.2.1.

Tabla 5.3.2.1: Resultados de los ANOVA de la puesta a prueba de los efectos provocados por interacciones
larvales intraespecificas dependientes de la densidad larval sobre caracteres cuantitativos descriptos en el disefio
experimental. gl: grados de libertad; Significancia de los factores: * p < 0,05; para el ANOVA sin aplicar
correcciones; b: factor significativo luego de aplicar correccion de Bonferroni (con un p < 0,025). Se dejaron en
blanco los factores no significativos. En todos los casos los grados de libertad del error fueron 18.

D. melanogaster D. simulans 2. indianus
gl TD \J TD \J TD \J
[Densidad 5 *b *b *h

Los resultados muestran patrones de efecto denso-dependiente diferentes
entre las 3 especies analizadas. En efecto, la densidad larval afecté a ambos caracteres en Z.
indianus en tanto que no afectd ninguno de los dos caracteres analizados en D. simulans; y en
el caso de D. melanogaster solo hubo cambios significativos en la V cuando se modificé la
densidad. Los resultados de los contrastes de Tukey se muestran en las Figuras 5.3.2.1 y

5.3.2.2 para TD y V, respectivamente.
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Figura 5.3.2.1: Comparacion de efectos observados entre larvas de la misma especie de acuerdo a contrastes de
Tukey sobre el caracter TD en el ANOVA realizado para En azul: D. melanogaster; en verde: D. simulans; en
naranja) Z. indianus. Distintas letras sobre las barras indican diferencias significativas con un a = 0,05. Las barras
de error representan el limite superior del intervalo de confianza del 95%.
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Figura 5.3.2.2: Comparacion de efectos observados entre larvas de la misma especie de acuerdo a contrastes de
Tukey sobre el caracter V en el ANOVA realizado para En azul: D. melanogaster; en verde: D. simulans; en
naranja: Z. indianus. Distintas letras sobre las barras indican diferencias significativas con un o = 0,05. Las barras
de error representan el limite superior del intervalo de confianza del 95%.
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En aquellos casos donde se detect6 un efecto significativo denso-dependiente,
se corrobord una relacion inversa entre el aumento de la densidad y la disminucion de la V
(Figura 5.3.2.1) pero, una relacion directa entre densidades crecientes y TD mas prolongados
(Figura 5.3.2.2). Cabe resaltar que en el caso de Z. indianus, la densidad a partir de la cual se
detecto un efecto significativo (y en principio, perjudicial) sobre el TD fue la densidad de 10
larvas/ml de medio (Figura 5.3.2.1). Para la V, tanto en D. melanogaster como en Z. indianus se
detecté una disminucion significativa de la V a la mayor densidad analizada, es decir 30
larvas/ml de medio (Figura 5.3.2.2). Como en el experimento de interacciones interespecificas
del proximo punto se deseaba observar el efecto de la interaccion entre las larvas de distintas
especies minimizando, dentro de lo posible, los efectos de la interaccion intraespecifica de las
mismas sobre los caracteres de historia de vida, y al mismo tiempo se deseaba contar con el
mayor niamero de individuos posible para las mediciones y, consecuentemente aumentar la
potencia del andlisis, se determiné que la densidad de 6 larvas/ml de medio seria la indicada

como densidad total final en los experimentos de interacciones interespecificas.

5.3.3 - Interacciones interespecificas

A continuacién se muestran los resultados de los experimentos destinados a
poner a prueba la existencia de interacciones interespecificas entre larvas de las especies en
estudio (Tabla 5.3.3.1). Los valores medios y errores estindar de cada tratamiento se detallan
en la tabla del Anexo 6. Cabe recordar que en estos experimentos el control que se utilizo
fueron tubos donde todos los individuos correspondieron a individuos de la misma especie
(C) lo cual permiti6 evaluar si la presencia de individuos de otra especie afecta al caracter

analizado.
Los analisis de los efectos resultantes de la competencia revelan que en general

no se detectaron efectos significativos en ninguno de los caracteres medidos en simultaneo

para todas las interacciones interespecificas analizadas en las especies evaluadas.
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Tabla 5.3.3.1: Resultados de los ANOVA de la puesta a prueba de efectos provocados por interacciones larvales
interespecificas sobre caracteres cuantitativos descriptos en el disefio experimental. gl: grados de libertad;
Significancia de los factores: * p < 0,05 para el ANOVA sin aplicar correcciones; ***b: factor significativo luego
de aplicar correccién de Bonferroni (con un p < 0,0055). Se dejaron en blanco los factores no significativos y en gris
los que no correspondian al disefio del ANOVA por no incluir el factor Sexo. En los ANOVA de Z. indianus los
grados de libertad del error fueron 96 para TD y LA de y 48 para V. En los ANOVA de las otras especies los
grados de libertad del error fueron 48.

D. melanogaster D. simulans Z. indianus
gl TD v LA TD v LA TD v LA
Competidor g| wEmp | wExp | wxsp RRE]y | waE] x ®
FrUtD 2 tttb tttb tttb tttb tttb tttb tttb tttb

Sexo

Competidor*Fruto
Competidor*Sexo

Fruto®*Sexo

Competidor*Fruto®*Sexo

Respecto a los factores principales, el factor Sexo solamente mostrd resultados
significativos en Z. indianus ya que las hembras fueron significativamente mas rapidas en su
desarrollo y con una mayor LA que los machos. El factor que presentd la mayor cantidad de
efectos significativos fue el factor Fruto, dado que en todas las combinaciones de caracteres-
especies (excepto LA en D. melanogaster) se observo que un cambio del recurso analizado
determind un cambio fenotipico. Este resultado sugiere que estos drosofilidos exhiben
plasticidad fenotipica. Finalmente el factor Competidor, que involucr6 diferentes escenarios
competitivos, mostré un patron de resultados que fueron especie-especifico. Ciertamente, la
competencia afecto a todos los caracteres analizados solo en D. melanogaster en tanto que en
D. simulans los caracteres donde la competencia provocd un cambio significativo fueron V' y
LA. A diferencia de estas 2 especies de Drosophila, la competencia no afecto
significativamente ninguno de los caracteres analizados (luego de la correcciéon de
Bonferroni) en Z. indianus. A fin de dilucidar con mayor detalle los efectos que los distintos
escenarios competitivos tienen para las distintas combinaciones cardcter—especie se procedid
a realizar comparaciones a posteriori. Los resultados de los contrastes de Tukey para medir
los efectos sobre los caracteres TD, V y LA entre las distintas combinaciones larvales mono y
heteroespecificas se muestran en la Figura 5.3.3.1 (para TD), la Figura 5.3.3.2 (para V) y la
Figura 5.3.3.3 (para LA).
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Figura 5.3.3.1: Comparacion de efectos observados entre distintos competidores segiin contrastes de Tukey sobre
el caracter TD en el ANOVA realizado para En azul: D. melanogaster; en verde: D. simulans; en naranja: Z.
indianus. C es el control monoespecifico descripto en el disefio experimental. Competidor: Dmel: D. melanogaster;
Dsim: D. simulans; Zind: Z. indianus. Distintas letras sobre las barras indican diferencias significativas con un o =
0,05. Las barras de error representan el limite superior del intervalo de confianza del 95%.
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Figura 5.3.3.2: Comparacion de efectos observados entre distintos competidores segiin contrastes de Tukey sobre
el caracter V en el ANOVA realizado para En azul: D. melanogaster; en verde: D. simulans; en naranja: Z. indianus.
C es el control monoespecifico descripto en el disefio experimental. Competidor: Dmel: D. melanogaster; Dsim: D.
simulans; Zind: Z. indianus. Distintas letras sobre las barras indican diferencias significativas con un o = 0,05. Las
barras de error representan el limite superior del intervalo de confianza del 95%.
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Figura 5.3.3.3: Comparacion de efectos observados entre distintos competidores segiin contrastes de Tukey sobre
el caracter LA en el ANOVA realizado para En azul: D. melanogaster; en verde: D. simulans; en naranja: Z.
indianus. C es el control monoespecifico descripto en el disefio experimental. Competidor: Dmel: D. melanogaster;
Dsim: D. simulans; Zind: Z. indianus. Distintas letras sobre las barras indican diferencias significativas con un o =
0,05. Las barras de error representan el limite superior del intervalo de confianza del 95%.
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Puede observarse que las larvas de D. melanogaster vieron afectado

significativamente su TD al ser criadas en el mismo medio que Z. indianus (Figura 5.3.3.1).

En el caso de la V, las larvas de D. simulans disminuyeron significativamente
su supervivencia al ser criadas en el mismo medio que Z. indianus, mientras que las de D.
melanogaster 1o hicieron solo cuando se cri6 junto a las otras dos especies en simultdneo pero
no cuando lo hizo con Z. indianus o con D. simulans por separado (Figura 5.3.3.2). Este

resultado podria ser consecuencia de efectos sinérgicos de competencia.
Finalmente, para el cardcter LA las especies D. melanogaster y D. simulans

presentaron un LA significativamente menor cuando se criaron en cualquier medio en el que

estuviera incluida Z. indianus.

5.4 - Discusién

En el presente capitulo se investigd, durante una primera etapa, la relacién
que Z. indianus mantiene con drosofilidos presentes en el norte argentino a través del analisis
de co-ocurrencia espacio-temporal entre larvas de estas especies. Una vez verificada la
superposicion espacio-temporal de las larvas de Z. indianus con larvas de otros drosofilidos,
en al menos dos recursos disponibles en el norte argentino, se analiz6 el impacto de la cria
conjunta donde podrian establecerse relaciones competitivas a través del cambio fenotipico

de caracteres de historia de vida y del TC.

5.4.1 — Estudio de co-ocurrencia larval

Los resultados del analisis de co-ocurrencia confirman que las larvas de Z.
indianus y D. melanogaster co-ocurren en las especies frutales analizadas, ya sea siguiendo
patrones de agregacién o de superposicion espacial por azar. Ademads, el andlisis de co-
ocurrencia dentro de las particiones de guayabas muestra que no hay evidencias de
segregacion de las larvas de estas especies dentro del fruto, al menos segun las particiones
consideradas. Esto confirma lo propuesto en el Capitulo II y posteriormente formulado en la

primera hipotesis de este capitulo que postula que las larvas de Z. indianus co-ocurren, al
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azar o por agregacion, con larvas de drosofilidos previamente establecidos en la Argentina,

compartiendo de esta manera recursos alimenticios y sitio de cria en la naturaleza.

El patron de agregacion hallado entre Z. indianus y D. melanogaster en frutos de
guayaba es llamativo. En principio, cabria esperar la existencia de algin mecanismo
comportamental de evitacion de la oviposicion en frutos ya infestados por larvas de una
especie competidora, puesto que aumentaria el fitness de las hembras que tuvieran dicho
comportamiento. Se descarta como explicacion adaptativa que Z. indianus tenga preferencia
de oviposicion en frutos ya infestados por D. melanogaster, puesto que los resultados de este
capitulo no evidencian beneficios significativos sobre el fitness de Z. indianus al compartir
recurso de cria larval con D. melanogaster (ver mas adelante). En este caso, hay un fruto
(guayaba) en el cual hay evidencias de que las hembras de alguna de estas especies
preferirian oviponer en frutos ya infestados por la otra. Esto podria explicarse como
consecuencia de que en este fruto en particular (dado que este patréon no se observd en
mango) los efectos de las sefiales de atraccion a la oviposicidn superan a los efectos de las
senales de evitacion esperable por estar infestados. Otra explicacion posible es que la
agregacion observada es transitoria o bien que dicho comportamiento llevara a la exclusion
competitiva de D. melanogaster por parte de Z. indianus. Para contestar este interrogante es

necesario poner a prueba las hipdtesis aqui propuestas y sus derivaciones.

Los resultados de este capitulo sugieren la existencia de una posible particién
temporal del uso del fruto por parte de los drosofilidos encontrados. Si bien nuestros datos
no son concluyentes a este respecto, puesto que el disefio del experimento de co-ocurrencia
no estuvo direccionado a poner a prueba esta premisa, se hallé que Z. indianus fue la tnica
especie que se encontrd en los frutos inmaduros muestreados. Esta observacion esta en
concordancia con lo descripto por Castro y Valente (2001), quienes describieron que en Brasil
Z. indianus adoptd un comportamiento nunca antes visto en drosofilidos, especificamente la
colonizacién de frutos no maduros, haciéndolos no consumibles por humanos y causando
dafios economicos de gran alcance. Por esto es que cabe sugerir que Z. indianus es la especie
que primero se ubica en la sucesion de estos tres drosofilidos en consideracion, si bien es

necesario poner a prueba este punto. No obstante, los diferentes niveles de co-ocurrencia
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observados por medio del C-Score entre guayaba y mango podrian evidenciar estrategias
distintas de oviposicion dependientes del fruto y de la presencia previa de larvas de la otra
especie: en los mangos maduros en el arbol o maduros en el suelo, si previamente fueron
usados por otra la especie se da co-uso al azar, mientras que en guayabas maduras en arbol y
en suelo esta co-utilizacion se da de manera agregada. Al momento de realizarse este estudio
algunos trabajos habian encontrado evidencias de co-ocurrencia entre larvas de Z. indianus
con larvas de otras especies en recursos de cria por medio de observaciones directas de
emergencia conjunta de adultos a partir de un fruto (Tidon et al. 2003, da Silva et al. 2005,
Tidon 2006, Chavez & Tidon 2008, Mata et al. 2008), pero no se habia descripto la manera en

la que dicha co-ocurrencia se daba en la naturaleza.

Los resultados obtenidos también descartan la posibilidad de que entre Z.
indianus y D. melanogaster haya una particion espacial dentro de cada fruto, lo cual sugeriria
que estas especies no pueden evitar la co-ocurrencia en el mismo fruto, de modo que se dan
las condiciones para que puedan existir interacciones competitivas entre ellas. En este
sentido, un estudio realizado con otros dipteros (Tefritidos) plagas de frutales: Anastrepha
fraterculus y Ceratitis capitata mostraron un comportamiento similar. En efecto, Devescovi et
al. (2015) demostraron que A. fraterculus, nativa de América del Sur, y C. capitata, nativa de
Africa y que fuera detectada por primera vez en Argentina hace aproximadamente 100 afios,
no pueden evitar en forma completa la co-ocurrencia en frutales en la naturaleza.
Llamativamente, los registros de los emergidos de los frutos analizados en esta etapa de la
Tesis Doctoral detectaron tres frutos de guayaba de los que emergieron ejemplares de A.

fraterculus (un ejemplar por fruto) conjuntamente con Z. indianus.

Cabe destacar que, como se menciond en Resultados, la inclusiéon de D.
simulans en los andlisis posteriores de interacciones intra- e interespecificas se sustenta en
que a esta especie se la encontr6 compartiendo frutos con Z. indianus en campanas previas
realizadas en el norte argentino (Capitulo II), si bien existen evidencias de que estas especies
particionan temporalmente los recursos de cria oviponiendo en frutos de distinto grado de

maduracidn, aspecto que se terminard de discutir mas adelante (Matavelli et al. 2015).
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5.4.2 - Interacciones intraespecificas

Z. indianus, D. melanogaster y D. simulans utilizan frutos comos sustrato de
desarrollo larval y para las tres especies es comun encontrar mas de una larva por fruto
(Tidon 2006, Chavez & Tidon 2008, Matavelli et al. 2015). En este sistema, las larvas estan
obligadas a desarrollarse en el fruto que fue seleccionado por la hembra progenitora dada la
imposibilidad de las larvas de desplazarse a otros recursos. Esto genera las condiciones para
que se establezcan relaciones de competencia intraespecifica. Para estudiar estas relaciones,
en este capitulo se forzé a larvas recién emergidas a desarrollarse en condiciones de
densidad crecientes, y se evalud el impacto sobre caracteres asociados al éxito reproductivo.
La relevancia de estos efectos se interpretd en relacion a caracteristicas de la historia de vida

de las especies en estudio.

El efecto de la competencia intraespecifica durante el estadio larval puede
afectar pardmetros bioldgicos propios de la larva, como asi también pardmetros verificables
en los estadios de desarrollo subsiguientes como la pupa o el adulto (Quiring & McNeil 1984,
Visser 1994, Nakamura 1995, Allen & Hunt 2001, Navarro-Campos et al. 2011). En este
trabajo se evaluaron caracteristicas de historia de vida (V y TD) asociadas al éxito
reproductivo de los adultos. Las tres especies analizadas mostraron patrones diferentes de
respuesta en dichas variables ante el aumento de la densidad larval conspecifica en el medio

de cria.

El patrén presentado en D. simulans no revela efectos significativos de las
densidades evaluadas sobre el TD ni sobre la V, en tanto el patron de D. melanogaster no
revela efectos sobre el TD pero si lo hace sobre la V a partir de una densidad umbral de las
mas altas evaluadas. Estos resultados contrastan en un sentido con lo observado en los
trabajos fundacionales de competencia de drosofilidos de Tantawy & Soliman (1964), Miller
(1964) y Hassell (1975) en experimentos similares a los realizados en este capitulo.
Indistintamente, los autores encuentran densidades intraespecificas umbrales a partir de las
cuales ambas especies comienzan a mostrar efectos perjudiciales sobre la V y el TD (ademas
de otras variables asociadas al éxito reproductivo). Esta discrepancia podria explicarse por

las diferencias en las densidades analizadas entre los estudios, mucho mayor en los casos de
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los articulos citados, o bien porque el medio de cultivo utilizado en este estudio tiene una
calidad nutricional superior para estas especies. Pero, en otro sentido, los resultados
observados coinciden con lo observado por Tantawy & Soliman (1964) y por Miller (1964), en
tanto los efectos detectables de la competencia intraespecifica se notan a densidades menores
en el caso de D. melanogaster cuando se la compara con D. simulans; es decir al igual que lo
encontrado en la presente tesis D. melanogaster es mas sensible al aumento de la densidad

larval en cultivos de laboratorio monoespecificos.

Los resultados observados en Z. indianus, en cambio, revelan un patréon
distinto al obtenido en las otras especies. En el TD se observa un umbral a una densidad,
considerablemente menor a la maxima evaluada, a partir de la cual el TD se prolonga
significativamente. De acuerdo a la Teoria de Historia de vida, bajo condiciones ambientales
favorables (alimentacion de buena calidad, rango de temperatura 6ptimo para el desarrollo)
los organismos que se desarrollan mds rdpidamente tienen un éxito reproductivo superior
debido a que comienzan a reproducirse antes y, de esta forma, sus descendientes estaran
proporcionalmente madas representados en la siguiente generacion (Stearns 1992).
Adicionalmente, la maduraciéon temprana estd asociada a una menor mortalidad juvenil
como consecuencia de un menor periodo de exposicion frente a patdgenos y depredadores
en este periodo critico del ciclo de vida. Por otra parte, en Z. indianus se observan efectos
sobre su V a densidades larvales mayores a la densidad umbral que la que se obtuvo para su
TD. De esta manera, puede concluirse que los efectos de la competencia intraespecifica en Z.
indianus son mas perjudiciales que los observados en D. melanogaster y D. simulans. Los
niveles notables de efectos de la competencia intraespecifica sobre caracteres relacionados al
éxito reproductivo en Z. indianus podrian ser causa del “comportamiento larval de escape”
del medio de cultivo que se observa en larvas de esta especie en el laboratorio (ain no
documentado en trabajos anteriores). En los cultivos de densidades larvales altas, las larvas
de estadios avanzados de Z. indianus tienden a salir del medio de cria, trepando por las
paredes del recipiente y pupando en la tapa del mismo, fenémeno que no se observa a
densidades bajas. Tampoco se ha documentado este comportamiento en la naturaleza. Esto
podria ser parte de una estrategia adaptativa para evitar la competencia intraespecifica,

hipdtesis que podria ponerse a prueba en futuros trabajos.
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Con base en lo expuesto, puede confirmarse la hipdtesis 2 planteada en los
objetivos en el caso de Z. indianus, pero sin resultados definitivos para D. simulans y D.
melanogaster, a saber, que aquella especie ve afectados de manera adversa sus caracteres de
historia de vida cuando sus larvas son criadas con conespecificos a densidades superiores a

un umbral inocuo.

5.4.3 - Interacciones interespecificas

En este mismo capitulo se confirmé que Z. indianus junto con D. melanogaster
comparten especies hospedadoras y sus larvas co-ocurren en los frutos de cria, creando las
condiciones parra el establecimiento de interacciones competitivas. Lo mismo ocurriria con
D. simulans (Capitulo II) si bien el experimento descripto en esta seccion no permitid

describir las caracteristicas de la co-ocurrencia que se da entre esta especie y las otras dos.

Z. indianus fue la especie que menos vio afectados sus caracteres medidos al
compartir un medio de cria limitante con otras especies. Los resultados observados en D.
melanogaster y D. simulans revelan que, en ambas especies, al menos alguno de los caracteres
evaluados se vieron afectados de manera significativa y adversa (en el sentido de cambios
desfavorables para el éxito reproductivo) al competir con larvas de Z. indianus, mientras que
esta ultima no presentd respuesta significativa al competir contra aquellas. Las excepciones a
este patron son las observadas en la falta de respuesta del TD de D. simulans en todos los
cultivos y en los efectos sobre la V de D. melanogaster, la cual solamente se vio afectada
cuando sus larvas se desarrollaron en cultivos con ambas especies. Esto ultimo podria
explicarse como resultado de efectos sinérgicos de la competencia simultdnea entre las tres
especies, posiblemente por combinacién de efectos de los residuos metabdlicos de estas
especies. Adicionalmente, se observé que las larvas de las especies de D. melanogaster y D.
simulans no mostraron efectos perjudiciales como consecuencia de la competencia
interespecifica entre ellas. Por lo tanto, en los experimentos de cultivos mixtos se encontrd
como patron general que la especie que mas recientemente se expandié en el continente
resultd ser, ademds, la especie que no presenté cambio alguno frente a competidores

interespecificos. Otros estudios han mostrado que las especies invasoras podrian tener una
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habilidad competitiva superior que las especies locales (Juliano 1998, Byers 2000, Vila &
Weiner 2004, Liendo 2013), aunque algunos trabajos presentan resultados contrarios a esta
idea (Daehler 2003). Los resultados de este capitulo concuerdan con el primer grupo de
estudios, confirmando las hipdtesis 3 y 4 propuestas en los objetivos, a saber, que las larvas
de drosofilidos con los que Z. indianus co-ocurre en el campo ven afectados de manera
adversa sus caracteres V, TD y LA, mientras que en las larvas de Z. indianus no se observan

dichos efectos adversos cuando son criadas en el mismo recurso alimenticio.

Estos resultados, no obstante, no dan cuenta de si la competencia
interespecifica observada entre estas especies son del tipo directo o indirecto. Galego et al.
(2005) llevaron adelante un estudio de la interaccién interespecifica entre larvas de
poblaciones brasilenas de Z. indianus, D. simulans y D. malerkotliana al evaluar los efectos
sobre la V y el TD que los residuos metabdlicos larvales presente en el medio de cultivo de
cada especie provocaba en las larvas de las otras dos. Los resultados observados por los
autores, en el sentido de patrones de efectos perjudiciales sobre los caracteres evaluados, son
concordantes con los obtenidos en este capitulo. Esto hace pensar que las relaciones
observadas tienen una importante componente de competencia indirecta, si bien para
descartar por completo la existencia de competencia directa (por interferencia entre larvas,

por ejemplo) son necesarios experimentos comportamentales adicionales.

Otro aspecto que puede analizarse con los resultados obtenidos es la pregunta
sobre la coexistencia observada en la naturaleza entre estas especies. Segun la Teoria de
Nicho, la coexistencia entre dos especies competidoras puede darse como resultado del
desplazamiento competitivo (cuando una especie es dominante sobre la otra) o como
resultado de la segregacion de nicho (cuando no hay una dominancia clara en la
competencia) (Abrams 1977). Cabria esperar que Z. indianus, al corroborarse como una
competidora fuerte tanto en este trabajo como en el de Galego et al. (2005), desplace a las
especies con las que superpone su nicho. Los resultados de co-ocurrencia ya discutidos
tienen como supuesto que las larvas co-ocurren espacio-temporalmente, que es lo que en
parte se confirmé en este capitulo, pero experimentos recientes muestran que los

comportamientos de oviposicion de Z. indianus y de D. simulans difieren en cuanto a la
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ventana del proceso de pudricidon del fruto que las hembras de estas especies aprovechan
para dejar cria (Matavelli et al. 2015). Segun los autores de estos estudios, Z. indianus tiene la
facultad de oviponer en frutos inmaduros (similar a lo observado en frutos de Ficus carica por
Vilela et al. 2001), mientras que D. simulans lo hace exclusivamente en frutos maduros o en
estado de pudricién avanzada. Esto concuerda con lo que se observa en la Tabla 5.3.1.1,
donde se puede ver que algunos ejemplares adultos de Z. indianus emergieron de frutos
inmaduros colectados en el campo mientras que D. melanogaster, similarmente a lo descripto
acerca de D. simulans, lo hizo exclusivamente de frutos maduros (en el arbol y en el suelo).
Por lo tanto, puede concluirse que la co-ocurrencia dada entre las larvas de estas tres
especies responde a un patrén de superposicion espacial y también temporal, si bien Z.
indianus tiene la facultad de arribar y oviponer antes a los frutos, dejando larvas que
permanecen a lo largo de los posteriores estados de putrefaccion de los mismos. Mientras
tanto, las larvas de D. simulans y D. melanogaster registran una co-ocurrencia espacio-
temporal total entre ellas en los recursos frutales. En principio, la primera larva en
desarrollarse podria generar residuos metabolicos o bien disminuir la calidad nutricional del
fruto y tener de esta manera efectos indirectos sobre las otras larvas a través de la excrecion
(Fitt 1989). Los aspectos temporales de la preferencia por frutos hospedadores serian
entonces fundamentales ya que se beneficiarian las especies que arriban primero al recurso, y
la coexistencia espacial entre especies competidoras dependeria de la intensidad de los
efectos adversos que la especie que ovipone antes tiene sobre los caracteres vinculados al
éxito reproductivo de la especie que ovipone en segundo lugar. En este sentido, Lotka (1925)
y Volterra (1926) propusieron que la coexistencia estable entre dos especies que compiten por
el recurso podria alcanzarse si la magnitud de los efectos de la competencia intraespecifica
fuera mayor a aquella que los individuos experimentan como resultado de la competencia
interespecifica. Para el sistema estudiado en este capitulo, puede decirse que la competencia
intraespecifica parece afectar a los caracteres vinculados al éxito reproductivo de Z. indianus
de manera mas significativa que la presencia de los competidores evaluados, mientras que
en D. melanogaster y D. simulans ocurre lo contrario. Como se discutié en 5.4.2, de
corroborarse en la naturaleza el “comportamiento larval de escape” del recurso en Z.

indianus, podria darse cuenta de una posible estrategia seguida por esta especie para
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disminuir los efectos perjudiciales de su intensa competencia intraespecifica y aumentando,

de esta manera, la intensidad de su competencia con otras especies.

En cuanto a la quinta hipdtesis planteada en los objetivos, a saber que las
larvas de ambos sexos de Z. indianus sufren efectos similares como consecuencia de la
competencia, puede confirmarse que, dado que el factor Sexo no se mostro6 significativo en
las pruebas realizadas, ninguno de los dos sexos de esta especie seria el responsable de

mostrar habilidades competitivas mayores que el otro.

Es necesario extender este andlisis a otras especies con las que se ha
documentado co-ocurrencia en las campanas (por ej.: Anastrepha fraterculus y coledpteros no
identificados). Las especies con las que se evaluaron interacciones con Z. indianus fueron
elegidas bajo el supuesto de que las interacciones competitivas mas relevantes ocurren
principalmente entre especies con caracteristicas de historia de vida similares y que hacen
uso similar del recurso por el cual compiten, algo documentado entre multiples especies de
drosofilidos (Matavelli et al. 2015). Finalmente, debe describirse con mayor detalle el nicho
que Z. indianus ocupa en este continente a fin de establecer de forma mas exhaustiva el

impacto que esta especie invasora ejerce en las comunidades locales.

Debe destacarse el hecho que estadisticamente no se detectaron interacciones
significativas entre los factores evaluados (Competidor x Fruto, Competidor x Sexo, Fruto x Sexo)
indicando que la competitividad superior de Z. indianus comparativamente con las otras dos
especies evaluadas es independiente del recurso en el cual se desarrollan las larvas y que,
por lo tanto, cabria esperar un incremento de la abundancia relativa de esta especie en
poblaciones naturales siendo una potencial restriccion a este aumento los efectos denso-

dependientes tal como se expreso mas arriba.

5.4.4 - En resumen

En este capitulo se confirmd la co-ocurrencia espacio-temporal en frutos en la
naturaleza entre larvas de Z. indianus y larvas de drosofilidos preestablecidos en el norte

argentino, proponiendo una posible ventaja de aquella sobre estas ultimas, debida a su
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facultad de afectar negativamente el fitness de sus competidoras. Finalmente, los resultados
obtenidos en este capitulo permiten concluir que la habilidad competitiva observable en las
larvas de Z. indianus respecto de drosofilidos preestablecidos es uno de los aspectos que
permiten explicar su alta invasividad y representan un aporte a la comprension de su

estrategia invasora en el continente americano.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES GENERALES

El proposito de esta Tesis de Doctorado fue contribuir a la caracterizacion de
la invasion de Z. indianus al continente americano, en particular a la Argentina, haciendo
foco en aspectos genético-poblacionales y ecoldgicos que pudieran asociarse con su alta
invasividad. Las especies invasoras tienen el potencial de afectar la agricultura, la
silvicultura, la salud humana y los ecosistemas naturales (Sakai et al., 2001; Lee, 2002; Keller
& Taylor, 2008). Sin embargo, las especies invasoras también brindan la posibilidad de
caracterizar patrones bioldgicos y experimentar a campo (asi como en el laboratorio en
condiciones controladas) diversas situaciones derivadas de la invasion bioldgica. En
particular, brindan la oportunidad de identificar los procesos ecologicos y evolutivos que
subyacen al experimento natural que representa toda invasion bioldgica y permiten, entre
otras cosas, poner a prueba diversas hipdtesis como conservacion de nichos, desplazamiento

de caracteres por efecto competitivo, solo por nombrar algunas.

Durante el desarrollo de la presente Tesis se propiciaron investigaciones sobre
aspectos biogeograficos, historico-demograficos, genético-evolutivos y ecologicos de la
reciente invasion de Z. indianus, guiados por los topicos propuestos por Van Kleunen (2010).

En la presente seccion se revisan las conclusiones mas destacadas.

6.1 - Aspectos biogeograficos

- Se confirmo la presencia de Zaprionus indianus en grandes extensiones geograficas de
al menos cinco provincias del norte argentino, registrando abundancias relativas
superiores al 50% respecto a especies locales de drosofilidos durante las estaciones
mas calidas. Esta informacion, utilizando el criterio de Blackburn ef al. (2011), permite
clasificar a estas poblaciones invasoras como autosustentables, con supervivencia y

reproduccion en grandes regiones geograficas.
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Por el contrario, las abundancias relativas mas bajas de Z. indianus se registraron
durante las épocas de menor temperatura, confirmando una caracteristica de esta
especie previamente reportada: los individuos de esta especie no suelen encontrarse
en regiones con temperaturas mas bajas que las que tropicales y subtropicales. Se
plantea fuertemente la hipotesis respecto a que el limite sur de distribucion de Z.
indianus en el continente americano se encuentra en las regiones con climas

templados.

Las abundancias relativas mas bajas de Z. indianus podrian estar asociadas a la

ausencia de frutos tropicales durante las épocas frias.

6.2 - Aspectos histérico-demograficos

No se encontraron evidencias claras de un cuello de botella ni de expansiones
abruptas en las poblaciones argentinas de Z. indianus estudiadas, con base en los
estadisticos basados en la Teoria de la Coalescencia calculados para el gen
mitocondrial COIIL Esta informacién nos brinda la perspectiva de una invasion sin
grandes sobresaltos demograficos. Si bien estos resultados se contraponen con lo que
generalmente se espera en un proceso de invasion, hay desarrollos teodricos y
ejemplos concretos de que esto puede no ser asi; de hecho, otros resultados de esta
Tesis (Capitulo IV, por ejemplo) y de otros trabajos con Z. indianus apuntan hacia un
mismo escenario. También, estos patrones pueden ser patrones caracteristicos

propios de poblaciones marginales a la distribucion de la especie.

No hay rastros de estructuracion poblacional entre las poblaciones argentinas de Z.
indianus, segun los analisis de NCPA vy los basados en la coalescencia, probablemente
por tratarse de una invasion reciente. Al mismo tiempo, se concluyo que el area
central de dispersién de esta especie en el area muestreada son las poblaciones
atlanticas de Brasil y Uruguay, y que el norte argentino es parte de los margenes de

su distribucién.
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6.3 — Aspectos genético-evolutivos

Los experimentos donde compararon caracteristicas morfoldgicas y de historia de
vida de pooles de poblaciones americanas y africanas, asi como de isolineas obtenidas
de poblaciones argentinas de Z. indianus, cultivados en distintos recursos de cria,
permitieron encontrar evidencias de posible evolucion adaptativa de esta especie en
el contexto de la invasion (mayor tiempo de desarrollo y tamafio corporal en
poblaciones americanas), una diferencia no generalizada entre rango de origen e
invadido en cuanto a la plasticidad fenotipica y rastros de cuello de botella (pérdida
de la interaccién genotipo-sexo, pero no de interaccion genotipo-ambiente), sin que
ninguna de estas caracteristicas predomine sobre la otra. Nuestros resultados
confirman que estas condiciones juegan un rol importante en la invasividad de una

especie.

Los patrones genético-poblacionales encontrados en poblaciones invasoras definen
un escenario complejo. Es decir, que esta invasion presenta varias aristas y puede
verse influenciada por: plasticidad fenotipica debida al recurso de cria, y una
estructura genética que probablemente sufrié un proceso de descanalizacion de su
variacion genética aditiva a lo largo del proceso de invasion, permitiendo que se
exprese variacion oculta lo cual sirvio de sustrato sobre el cual pudieron operar
procesos adaptativos pudieron operar. Entonces, estos resultados muestran que un
escenario de invasién donde se dan procesos genético-evolutivos drasticos en un
sentido temporal y también espacial son situaciones que permiten la coexistencia de
procesos de diferente naturaleza como son aquellos adaptativos, los que implican
plasticidad, y los de tipo demografico-estocasticos. Asi, queda claro que, al menos en
este caso, proponer que un tipo de proceso es de mayor importancia que otro a la
hora de entender y explicar un invasién bioldgica no es posible, y de hecho es

necesario apelar a un pluralidad que entendemos enriquece.
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6.4 — Aspectos ecoldgicos

Se confirmo la co-ocurrencia espacio-temporal en frutos en la naturaleza entre larvas
de Z. indianus y larvas de Drosophila melanogaster y D. simulans en el norte argentino.
Esta co-ocurrencia se da por superposicion espacial entre las tres especies, pues las
mismas atraviesan sus estadios de desarrollo larval explotando temporal y

espacialmente los mismos frutos.

Se encontraron evidencias de que la habilidad competitiva observable en las larvas de
Z. indianus respecto de drosofilidos preestablecidos es uno de los aspectos que
permiten explicar su alta invasividad y representan un aporte a la comprension de su
estrategia invasora en el continente americano. Entonces, Z. indianus presenta
facultades que le permiten afectar negativamente el fitness de estas tltimas, mientras
que a la inversa, las otras especies de drosofilidos no afectan negativamente la
performance de las larvas de Z. indianus. Esta combinacién es, al menos, propicia para

que Z. indianus se establezca en las comunidades de drosofilidos a las que arriba.

6.5 — Palabras finales

Qué factores determinan la invasividad de organismos de una especie no

nativa es una de las preguntas mas interesantes y urgentes de la Biologia de las Invasiones
(van Kleunen, 2010). Se han descripto en esta Tesis numerosos factores que explican la
invasividad de Z. indianus, apostando a una aproximaciéon multidisciplinar y a un conjunto
de preguntas enmarcadas en distintos niveles de organizacion bioldgica. Los resultados de
cada capitulo no pueden desprenderse de los resultados de otro, sino que son
complementarios entre si y ayudan a entender las causas plurales de esta invasion bioldgica

de manera integral.

Durante el recorrido de la presente Tesis se detallaron investigaciones que

produjeron resultados novedosos vinculados con diferentes factores de la invasion de Z.

indianus al continente americano, haciendo foco en poblaciones argentinas. Asimismo, se han
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discutido los resultados teniendo en cuenta los antecedentes sobre el estudio de esta
invasion. Se espera que este trabajo sea un aporte para el conocimiento de la invasion de Z.
indianus a América en particular y para el estudio de la Biologia de las Invasiones en general,
tanto por los resultados y conclusiones que aqui se exponen como por las preguntas que se

abren a partir de los mismos.

FIN"

* Nota: Todos los mapas mostrados en esta Tesis estan tomados y modificados de la base de datos

gratuita d-maps.com.
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Anexo 1

Preparacion del buffer tampén TAE 1x

Materiales
- 0,49 g de Tris [tris(hydroximetil)aminometano]
- 0,114 mL de 4cido acético glacial (17,4 M)
-0,37 g de EDTA
- Agua desionizada

Preparacion

Se disolvio el Tris, el acido acético glacial y el EDTA en 1000 ml de agua desionizada.

Anexo 2

Sitios polimorficos (informativos) de las secuencias parciales del gen COII de Z. indianus
secuenciadas en esta Tesis (N = 131; largo de las secuencias: 688 pb). Se indican en la parte
derecha de la tabla el nimero de haplotipos y la distribucion de cada haplotipo por
localidad. Las abreviaciones de las localidades son: BVI: Bella Vista; COL: El Colorado;
COR: Corrientes; ITA: Itati; ITU: Ituzaingé; LOM: Las Lomitas; MON: Montecarlo; ORA:
Oran; PSA: Palo Santo; YUT: Yuto: RIO: Rio de Janeiro; TIJ: Tijucas; BEL: Belém; MTV:

Montevideo.
Sitio polimé fico/finformativa Poblaciones
Haplotipo] 4 | 5 6| 95 | 10|11 (12(45 )| 45|75 |81 (389 (53)117)|274(251 |403|406|408)411)507(555|663|BVI |COL |[COR [ITA |ITU{LOM |MOMN [ORA | PSA [YUT |RIO [T |BEL|[MTV
H1 T ClalAa|T|G|[A|T|A cla|lT|alT G| G T cl& T| G T| A 12 7 5[ 7[13 Ef 2 7 1 ]
H2 . . . . . . . . . . . . . A . A . Tl A . A cle El 5 3] 5] 2 Ef 11 4 Ef 7
H3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . 1
H4 G| T c . . . . . . . . . . A . A . Tl A . A cle 1
HS - - - - T - 1
HE G - G - - - 1
H7 - - - - A 1 1
HE . . . . c 1
HS . cCl|T . cCl|T
H10 G|lAalG c . . c 1
H1l G 5 T 1 1) 1 1
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Anexo 3

Valores medios utilizados para el ANOVA del punto 4.3.1.

. .y LA AA LT AC DI
Origen | Poblacion Fruto V. |Sexo| TD (hs) (pixeles) | (pixeles) | (pixeles) | (pixeles) | (pixeles)
3 287,42 | 1084,71| 498,07| 606,43 | 458,25| 241,38
Mango 0,87
Q 291,13 | 1098,73 | 504,51 | 614,27 | 464,18 | 244,50
3 335,13 | 1264,77 | 580,75| 707,10| 534,32| 281,45
Caqui 0,64
Q 369,09 | 1392,93| 639,60 778,75| 588,47 | 309,97
3 359,09 | 1355,20| 622,27 757,66| 572,53| 301,57
Pera 0,88
Q 294,98 | 1113,27 | 511,18 | 622,40| 470,32 | 247,74
3 301,40 | 1137,48 | 522,30| 63594 | 480,55| 253,12
Lujeri Guayaba | 0,89
Q 293,52 | 1107,75| 508,65| 619,31 | 467,99 | 246,51
3 286,30 | 1080,49 | 496,14 | 604,08 | 456,47 | 240,44
Papaya 0,61
Q 333,19 | 1257,47 | 577,40 703,02 | 531,24| 279,82
3 296,01 | 1117,214| 512,97| 624,57 | 471,96 | 248,60
Durazno | 0,77
Q 279,97 | 1056,60 | 485,16 | 590,71 | 446,38 | 235,12
3 311,52 | 1175,68| 539,84| 657,29| 496,69 | 261,62
Naranja 0,87
Afri Q 284,04 | 1071,97 | 492,22 | 599,31 | 452,87 | 238,55
rica
6 299,76 | 1131,29 519,46 | 632,47 | 477,93 251,75
Mango 0,87
Q 276,96 | 1045,24 | 479,95| 584,37 | 441,58 232,60
3 413,04 | 1558,80| 715,76 | 871,49 | 658,54 | 346,88
Caqui 0,71
Q 398,20 | 1502,80 | 690,05| 840,18 | 634,88 | 334,42
3 358,66 | 1353,58 | 621,53 | 756,75| 571,84 | 301,21
Pera 0,85
Q 335,80 | 1267,30 | 581,91| 708,52 | 535,39| 282,01
3 312,01 | 1177,53| 540,69| 658,33 | 497,47 | 262,04
Yokadouma | Guayaba| 0,91
Q 298,99 | 1128,38 | 518,12| 630,85| 476,70 251,10
3 293,55 | 1107,85| 508,70| 619,37 | 468,03 | 246,53
Papaya 0,59
Q 277,14 | 1045,93 480,27 | 584,75| 441,87 | 232,75
3 289,49 | 1092,51| 501,66| 610,80| 461,55| 243,12
Durazno | 0,79
Q 278,36 | 1050,53 | 482,38 | 587,32 | 443,81 | 233,77
3 296,77 | 1120,01 | 514,28 | 626,17 | 473,17 | 249,24
Naranja 0,88
Q 284,16 | 1072,41 | 492,43 599,56 | 453,06 238,64
3 320,22 | 1369,93| 63589| 763,10| 579,86| 303,69
Mango 0,87
Q 290,45 | 1372,64| 637,14 702,12| 579,31 | 304,77
3 410,67 | 1367,32| 632,88| 755,23 | 578,07| 302,64
Caqui 0,45
Q 372,48 | 1386,90| 634,01| 761,30| 579,05| 306,19
América | Montecarlo p 0.76 3 385,91 | 1361,70| 630,73 | 768,27 | 579,94| 305,18
era 2
Q 343,20 | 1371,87 | 625,15| 760,71| 575,47 | 303,36
3 327,64 | 1236,50| 567,77 | 691,29| 522,38| 275,16
Guayaba | 0,81
Q 304,40 | 1148,80| 527,50| 642,26| 485,33 | 255,64
Papaya 072 & 297,60 | 1123,14| 515,72 627,92| 474,49| 249,93
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Q 279,31 | 1054,13 | 484,03 | 589,33 | 445,33 | 234,58
3 307,92 | 1162,10| 533,61| 649,70| 490,95| 258,60

Durazno | 0,84
Q 287,31 | 1084,32 | 497,89 | 606,21 | 458,09 | 241,29
3 315,31 | 1189,99 | 546,41| 665,29 | 502,73 | 264,81

Naranja 0,87
9 291,12 | 1098,70| 504,49 | 614,25| 464,16 | 244,49
3 324,86 | 1226,00| 562,95| 685,43| 517,95| 272,82

Mango 0,83
Q 292,08 | 1102,29 | 506,14| 616,26 | 465,68 | 245,29
. 3 459,36 | 1733,62 | 796,03 | 969,22 | 732,39| 385,78

Caqui 0,63
Q 417,99 | 1577,47 | 724,34| 881,92| 666,43 | 351,04
3 402,16 | 1517,74| 696,91 | 848,53| 641,20| 337,74

Pera 0,87
Q 371,26 | 1401,12| 643,36 783,33| 591,92 | 311,79
3 316,96 | 1196,20 | 549,27 | 668,76 | 505,35| 266,19

Yuto Guayaba | 0,83
9 290,29 | 1095,53 | 503,04| 612,48 | 462,83 | 243,79
3 309,83 | 1169,30| 536,91| 653,73 | 493,99 | 260,21

Papaya 0,85
Q 294,40 | 1111,06| 510,17 | 621,16 | 469,39 | 247,24
3 330,34 | 1246,71| 572,46 697,00| 526,69 | 277,43

Durazno | 1,00
Q 311,64 | 1026,11| 540,04| 657,53 | 496,87 | 261,72
3 315,31 | 1189,99 | 546,41| 665,29 | 502,73 | 264,81

Naranja 0,21
Q 291,12 | 1098,70 | 504,49 | 614,25| 464,16 | 244,49

Viene de pagina anterior.
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Anexo 4

Valores medios utilizados para el ANOVA del punto 4.3.2.

LA AA LT AC DI
(pixeles) | (pixeles) | (pixeles) | (pixeles) | (pixeles)

429,59 | 1363,59 634,83 | 733,07| 574,19| 315,67
465,20 | 1303,93 615,66 | 719,95| 555,00 302,47
326,78 | 1389,55 640,04 | 761,12| 573,57| 316,14
352,05| 1391,51 650,85| 765,03 | 580,54| 321,15
312,27 | 1409,51 645,62 | 771,84| 590,01| 326,19
379,48 | 1407,28 648,59 | 774,87 | 581,65| 320,43
400,40 | 1370,00 630,57 | 781,39 577,10 320,32
454,10 | 1378,62 638,17 | 792,26 | 583,73 | 328,21
329,41 | 1318,01 596,26 | 724,49 | 542,38 | 308,12
344,95 | 1387,74 641,77 | 780,17 | 576,37 | 325,66
281,05| 1400,32 635,97 | 777,81| 587,86| 329,11
300,15 | 1348,39 612,22 | 765,85| 569,44| 315,33
350,65 | 1363,21 634,69 | 763,31| 574,03| 320,43
358,35 | 1352,30 625,33 | 763,13| 575,65| 317,74
317,42 | 1331,61 612,48 | 742,01| 560,94| 307,58
337,32 | 1353,83 621,80| 759,80| 556,66| 310,52
334,35| 1259,79 582,13 | 704,80| 528,54| 295,60
381,20 | 1306,11 603,32 | 739,31 | 556,16| 308,34
394,48 | 1394,06 644,32 | 766,04 | 591,29 | 313,65
486,02 | 1362,73 633,52 | 757,19| 578,18 | 304,22
340,03 | 1381,41 638,81 | 763,88 579,60| 310,95
379,90 | 1329,06 610,50 | 734,58 | 567,50| 296,43
324,65| 1377,00 636,14 | 756,26 | 589,28 | 312,25
370,61 | 1331,41 621,36 | 752,18 | 570,64| 301,79
483,22 | 1405,73 656,25| 786,60 585,65| 317,63
488,97 | 1392,69 645,58 | 791,98 | 591,52 | 312,60
308,84 | 1407,64 649,96 | 792,97 | 592,09| 316,51
314,00 | 1395,31 637,01| 779,57 | 581,38 | 309,25
301,64 | 1418,86 650,84 | 792,00 599,91| 318,42
367,17 | 1369,59 636,02 | 785,84 | 572,02| 301,18
359,00 | 1386,56 653,17 | 778,50 585,85| 311,01
402,00 | 1368,39 652,52 | 770,85| 580,42| 301,01
295,67 | 1338,43 625,91 | 741,71 | 556,54 | 292,96
309,27 | 1295,43 609,23 | 725,90| 537,07| 282,30
311,83 | 1354,58 631,61 | 756,12 | 568,74| 305,08
320,37 | 1374,67 642,91 | 764,06| 576,10 301,97
318,67 | 1384,48 617,51 | 752,71| 576,30 | 303,10

Poblacidon |Linea| Fruto V |Sexo| TD (hs)

Mango | 0,68

11 | Caqui 0,68

Pera 0,77

Mango | 0,70

12 | Caqui 0,68

Pera 0,77

Mango | 0,76

13 | Caqui 0,71

Pera 0,78

Ituzaingo

Mango | 0,58

14 | Caqui 0,76

Pera 0,57

Mango | 0,81

I5 | Caqui 0,46

Pera 0,62

Mango | 0,46

16 | Caqui 0,67

Pera 0,71

+O |Os HO [On [HO |On [+O |Os [HO [On [HO |On [HO |Oy [HO [On [HO [On [HO |0 [HO [On [+O |On [HO |On [HO [On [HO |Oy [HO [On [HO |Cn [HO |Oy 4O

17 |Mango| 0,78
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3 416,34 | 1376,91 615,10 | 747,80 571,16 | 297,76
. 9 288,28 | 1424,16 629,21 | 778,09| 588,50 313,73
Caqui 0,59
3 304,92 | 1381,99 602,92 | 746,91| 578,76 | 301,55
Q 298,90 | 1400,97 629,29 | 779,45| 591,82 | 310,73
Pera 0,58
3 348,47 | 1314,93 582,38 | 719,36 | 541,77 | 286,61
9 386,55 | 1363,15 637,37 | 772,85| 585,78 | 303,40
Mango | 0,63
3 413,71 | 1316,44 613,22 | 744,80 569,41 | 296,69
2 7| 1 4 10,4 745,57 1
18 | Caqui 0,78 9 90,3 336,49 610,45 5,5 561,59 | 303,08
3 304,27 | 1357,49 620,62 | 759,13| 578,71 | 306,81
Q 276,51 | 1385,92 630,80 | 775,51 | 583,54| 309,76
Pera 0,81
3 314,13 | 1356,08 621,47 | 767,89 | 574,65| 300,54
Q 401,30 | 1367,27 645,37 | 764,75| 589,20 | 316,39
Mango | 0,63
3 419,29 | 1349,99 633,13 | 759,77 | 579,60 302,74
2 2| 14 44,57 7 2 2 16,57
19 | caqui 0,60 Q 83,3 00,90 644,5 83,6 592,65 | 316,5
3 305,60 | 1382,33 644,06 | 758,96 | 578,20 301,30
9 298,22 | 1391,17 648,99 | 775,63 | 595,02 | 316,19
Pera 0,77
3 337,93 | 1387,42 641,11| 767,80 587,68 | 308,79
Q 323,25 | 1375,37 627,58 | 749,68 | 586,48 | 306,47
Mango | 0,58
3 384,01 | 1383,85 634,68 | 770,83 | 589,05| 310,26
276,87 | 1352,92 612,41 | 726,87 | 583,95| 305,21
110 | Caqui 0,67 9
3 289,92 | 1379,07 628,29 | 757,57 | 589,34| 308,31
EE 282,39 | 1386,28 633,30| 759,82 | 586,69| 310,53
Pera 0,53
3 288,88 | 1306,53 594,53 | 727,58 | 555,16 | 301,23
9 422,31 | 1347,12 628,76 | 753,85| 570,75| 313,12
Mango | 0,59
3 444,00 | 1388,79 641,63 | 768,48 | 571,98 | 312,53
321,08 | 1341,52 614,08 | 733,69 | 555,29 | 304,33
M1 | Caqui 0,80 Q
3 370,88 | 1356,51 631,36 | 740,83 | 569,34 | 309,02
EE 337,01 | 1315,97 605,71 | 724,39| 551,69| 299,42
Pera 0,71
3 407,33 | 1374,05 634,86 | 755,44 | 573,62 | 313,94
9 316,97 | 1382,20 629,33 | 758,62 | 589,93 | 309,40
Mango | 0,57
3 346,33 | 1370,12 625,91 | 750,41 577,23| 295,17
276,55 | 1394,19 631,34 | 748,21 | 592,04 | 309,27
M2 | Caqui 0,72 &
3 298,94 | 1377,38 626,81 | 769,40 | 591,56| 306,41
9 295,55 | 1380,51 629,30 | 744,44 | 589,87 | 305,12
Pera 0,77
3 353,43 | 1326,92 608,96 | 740,93 | 569,29 | 294,81
Q 394,46 | 1394,41 652,06 | 776,14 | 598,70 | 310,36
Mango | 0,59
3 394,17 | 1380,03 637,14 | 774,06 | 595,56 | 305,60
Mont |
ontecarlo , Q 299,67 | 1423,54| 657,88| 786,45| 608,41| 319,85
M3 | Caqui 0,73
3 342,73 | 1402,98 646,41 | 784,91| 597,11 | 313,34
9 308,53 | 1417,75 651,53 781,70 598,01 314,91
Pera 0,72
3 353,28 | 1396,39 652,90 | 795,34 | 593,98 | 314,46
Q 390,40 | 1378,65 638,03 | 760,85| 583,55| 308,04
M4 | Mango| 0,58
3 440,60 | 1392,17 637,63 | 763,67 600,02 | 315,37
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. Q 312,52 | 1392,21 633,30 | 764,75| 579,54 | 307,69
Caqui 0,51
J 356,03 | 1374,68 624,93 | 757,16 | 583,50| 303,21
9 297,83 | 1410,22 638,85 | 772,13 | 596,96 | 311,21
Pera 0,63
o) 344,51 | 1387,02 631,07 | 765,38 | 591,09 309,28
9 381,67 | 1378,60 634,50| 770,61| 593,61| 314,70
Mango | 0,76
d 443,70 | 1376,39 639,30 772,72 | 590,26 | 310,17
. Q 296,89 | 1346,42 616,91 | 743,32| 567,49 | 301,51
M5 | Caqui 0,87
3 400,95 | 1353,61 624,01| 746,77 | 576,20| 303,77
9 296,92 | 1331,80 610,25 | 730,98 | 558,46 | 295,33
Pera 0,72
o) 368,07 | 1324,29 615,97 | 734,81| 569,56 | 296,73
9 366,67 | 1397,75 659,21 | 783,59 | 583,31| 312,79
Mango | 0,64
J 452,13 | 1358,90 651,96 | 755,03| 574,79 | 301,09
. 9 320,31 | 1411,31 665,30 | 780,80 | 583,40| 306,84
M6 | Caqui 0,63
3 348,43 | 1388,66 656,44 | 779,42 | 576,84 | 305,17
Q 316,95 | 1348,75 629,22 | 735,34| 561,65| 298,34
Pera 0,58
J 391,17 | 1401,13 661,33 | 781,52 | 582,30 | 306,28
9 354,89 | 1386,61 632,54 | 756,01| 575,02 | 291,24
Mango | 0,52
J 411,68 | 1388,53 633,42 | 763,03| 579,67 | 296,05
. 9 306,38 | 1363,70 620,66 | 741,51| 563,55| 288,02
M7 | Caqui 0,74
3 354,50 | 1308,91 599,57 | 713,12 | 543,41| 276,15
9 291,00 | 1366,56 623,75| 753,01 | 564,96 | 297,75
Pera 0,84
d 368,09 | 1352,65 624,07 | 744,25| 570,16 | 287,82
9 413,67 | 1311,38 608,89 | 738,85| 552,51 | 280,52
Mango | 0,38
d 483,00 | 1353,97 619,05| 763,61| 574,70 | 284,24
. 9 306,76 | 1374,72 627,22 | 749,90 572,75| 297,54
M8 | Caqui 0,62
3 357,14 | 1358,16 624,60 756,62 | 573,78| 291,87
9 346,25 | 1384,80 624,39 | 762,97 | 578,18 | 302,15
Pera 0,50
d 394,70 | 1328,73 615,32 | 755,61| 564,70 | 285,51
9 442,56 | 1368,77 639,51 | 756,45| 580,02 | 306,86
Mango | 0,69
d 450,17 | 1312,55 624,66 | 739,02| 562,85| 292,53
. Q 274,76 | 1407,90 634,15 | 794,24 | 589,26 | 319,84
M9 | Caqui 0,70
J 281,83 | 1404,68 640,34 | 785,68 | 596,34 | 309,33
Q 268,74 | 1418,33 635,37 | 804,32 | 585,14 | 307,56
Pera 0,59
d 322,59 | 1382,58 635,17 | 795,81 | 587,52 | 312,31
Q 345,00 | 1380,65 634,41 | 756,24 | 575,80| 307,56
Mango | 0,41
J 330,20 | 1380,14 641,12 | 778,50 587,72 | 311,79
. Q 267,82 | 1392,55 635,74 | 775,84 | 584,78 | 316,05
M10 | Caqui 0,66
3 288,00 | 1379,21 637,78 | 782,09 577,61| 312,38
Q 265,87 | 1379,65 634,80 | 773,02| 575,87 | 303,83
Pera 0,73
J 288,45 | 1376,53 635,87 | 788,80 | 588,25| 311,98

Viene de pagina anterior
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Anexo 5

Componentes de varianza porcentuales de los factores aleatorios del ANOVA general del

punto 4.3.2.
v TD LA AA LT AC DI
Linea 3,308 12,70% 5,20% 14,20% 12,10% 10,10% 16,80%
Linea x Fruto 3,30% 13,10% 8,50% 2,40% 3,30% 530% 6,70%
Linea x Sexo 2,30% 0,00% 0,90% 0,00% 0,00% 0,00%
Linea x Fruto x Sexo 0,00% 1,30% 0,80% 1,40% 1,40% 2,40%
Error 93,40% 71,90% B8450% B81,60% 83,20% 83,20% 74,10%
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Anexo 6

Tabla con los valores medios y el error estandar de cada tratamiento (excluyendo el factor

Sexo) del analisis de interacciones interespecificas descripto en el punto 5.2.3. EE: error

estandar.
. . D TD EE LA LA EE
Especie Competidor Fruto (hs) (hs) \'} V EE (pixeles) | (pixeles)
Mango | 233,16 2,46 | 0,88 | 0,06 982,47 48,02
Control Caqui | 229,72 1,86 0,88 | 0,05 853,70 67,53
Pera | 268,21 9,75| 0,83| 0,05| 1066,31 68,91
Mango | 241,20 3,67 0,64 0,13| 1122,56 28,70
Ambas Caqui | 261,36 | 17,99 0,76 | 0,12| 1116,98 64,71
Pera|264,40| 17,67 0,44| 0,15( 1125,09 85,78
D. melanogaster
Mango | 201,15 2,53| 0,89| 0,17 848,60 47,12
D. simulans Caqui | 231,83 7,11| 0,51| 0,13 861,49 71,07
Pera | 209,68 2,80| 1,11| 0,13 836,06 57,33
Mango | 214,91 3,52| 0,68| 0,04 998,96 8,62
Z. indianus Caqui | 216,38 1,38 0,71| 0,07 927,20 9,91
Pera | 223,87 3,84| 0,71| 0,10 949,98 9,40
Mango | 251,70 | 14,59| 0,91| 0,04| 1050,31 28,80
Control Caqui | 230,72 | 10,32| 0,86| 0,07 849,76 49,87
Pera | 263,22 | 11,17| 0,74| 0,07| 1040,00 44,70
Mango | 273,48 | 27,35| 0,68 | 0,12 1273,07| 131,29
Ambas sp. Caqui | 247,68 | 17,66| 0,72| 0,14 | 1062,64 81,20
) Pera | 244,52 7,90| 0,68| 0,16| 1036,34 14,43
D. simulans
Mango | 201,12 6,90| 0,35| 0,09 935,95 36,68
Z. indianus Caqui | 222,20 1,55( 0,47 | 0,07 952,38 14,78
Pera | 224,87 3,97| 0,45| 0,08 954,86 20,30
Mango | 198,07 1,07( 0,63| 0,12 834,08 37,74
D. melanogaster Caqui | 219,13 5,221 0,34| 0,07 810,38 51,85
Pera | 204,18 2,44 0,46| 0,08 814,21 56,91
Mango | 449,29 | 15,26| 0,63| 0,11| 1090,15 44,15
Control Caqui | 376,12 | 11,51| 0,60| 0,04 897,49 53,35
Pera | 462,31 | 13,82| 0,47| 0,06| 1017,09 40,64
Mango | 477,48 8,66| 0,70| 0,07| 1155,30 20,94
Ambas Caqui (381,98 | 17,96| 0,70| 0,13 897,45 54,39
L. Pera |470,76 | 19,88| 0,60| 0,11| 1078,42 29,07
Z. indianus
Mango | 371,99 | 20,35| 0,52| 0,10 899,86 48,05
D. simulans Caqui | 342,43 | 32,61| 0,36| 0,11 797,75 61,68
Pera | 463,05 4,75| 0,57| 0,06| 1064,28 27,22
Mango | 484,12 4,76 | 0,51| 0,16| 1171,23 5,72
D. melanogaster | Caqui | 455,31 8,84| 0,33| 0,05| 1065,72 7,01
Pera | 488,40 | 13,50 0,29 | 0,05( 1119,58 2,83
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