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1. RESUMEN

Las especies invasoras constituyen una de laserids amenazas para la biodiversidad
y la economia. Los é&fidos (Hemiptera: Aphididaeh sosectos fitdfagos ubicuos que se
reproducen por partenogénesis ciclica, facultativabligada, y que pueden constituir plagas
agricolas.Myzus persicae (Sulzer) es un afido generalista, pero que soliyacta (Nicotiana
tabacum L.) ha desarrollado una raza altamente adaptada.r&za ha recibido recientemente
el estatus de subespedidyzus persicae ssp. nicotianae (Blackman). En Chile fue descrita a
fines de los noventa, siendo responsable de segtafms sobre cultivos de tabaco.

Con el fin de determinar el origen putativo t#yzus persicae ssp. nicotianae
introducido en Chile, se caracterizo la diversigadética de una poblacion de Norteamérica y
tres de Sudameérica y una Europea, utilizando 7nociosatélites. Una completa ausencia de
variabilidad genética fue encontrada para Chiley oo Unico genotipo muy frecuente y
ampliamente distribuido que también se observéosnotros paises Americanos. Una baja
diversidad genética y genotipica se observo ennfirggey Brasil, acompafiada de un déficit de
heterocigotos. La poblacién de EE.UU. presentd magor diversidad genética, comparada
con las obtenidas en las otras poblaciones de AméFpbtalmente opuesta fue la situacion de
Grecia que presento una alta diversidad genética.

La correlacién entre disminucién de diversidad tjeaécon la distancia geografica
entre poblaciones, sugiere una via de introducde&sde Norteamérica al sur, siguiendo un
modelo “Stepping-stone” aplicado a poblacionesgmargenéticas. Ademas, estos resultados
apoyarian la hipotesis de “superclones” en pobtesicasexuales, caracterizados por una alta

abundancia relativa y rapida colonizacién de nuéétstat.



1.1. SUMMARY

The invasive species constitute one of the mosowserthreats to biodiversity and
economy. Aphids (Hemiptera: Aphididae) are ubiqustphytophagous insects that reproduce
by cyclical, facultative or obligate parthenogesesiequently constituting agricultural pests.
Myzus persicae (Sulzer) is a generalist aphid but on tobaddocdtiana tabacum L.) it has
developed a highly adapted race. Recently, this raceived the status of subspedzus
persicae ssp. nicotianae (Blackman). In Chile the tobacco aphid was descrim the late
1990s, being responsible for severe damage ondolzadtures.

In order to determine the putative originMf persicae nicotianae introduced in Chile,
the genetic variability in North and South Americamd European populations was
characterized using seven microsatellites loci.ofglete absence of genetic variability was
found in Chile, with only one highly frequent anddely distributed genotype also detected in
the other three American populations. Argentina Brakil exhibited a low genetic diversity
accompanied by a heterozygote deficit. The US i presented higher levels of genetic
diversity in comparison to the other American pagiohs. In contrast, the opposite situation
was observed for the Greek population, which priesethe highest levels of genetic diversity.

The correlation between the diminutions of genelieersity with the geographic
distance among populations, suggests an introductiote from North America to the south,
following a model "Stepping-stone" applied to partbgenesis populations. In addition, these
results would support the hypothesis of "supergdbme asexual populations, characterized by

a higher relative abundance and a faster colooizati new habitats.



2. INTRODUCCION

2.1. INVASIONES BIOLOGICAS

Durante el ultimo siglo, el hombre ha sido el resadble de una masiva redistribucion
de organismos, incluyendo plantas y animales. Bamlello de la agricultura y el incremento
del intercambio econdémico han sido los principagentes causales de la destruccion de
muchas barreras naturales que impedian el movimielet especies y poblaciones de
organismos (Kolar & Lodge, 2001). El negativo impade especies invasoras sobre especies
nativas, comunidades y ecosistemas ha sido ampiienreconocido por décadas (Lodge,
1993; Simberloff, 1996). De esta forma, las invasgbiologicas constituyen una de las mas
serias amenazas para la preservacion de la bisaladr(Everett, 2000), y representan uno de
los componentes significativos del cambio globatdiseket al., 1996). Ademas, en términos
econdmicos, las especies introducidas son causdatpérdidas por cifras del orden de miles
de millones de délares anuales (Pimestal., 2000).

Las especies introducidas pueden representaruniaeities Unicas de estudio de los
procesos que conducen la evolucion de las poblesibivldgicas. Las invasiones representan
verdaderos experimentos naturales, en los cuagsrtmesos evolutivos ocurririan mas rapido
gue en sistemas nativos (Sakiaal., 2001), pudiendo evaluarse la importancia redatie los
cuellos de botella genéticos, la deriva génicagthuccion del flujo génico y los efectos del
aislamiento reproductivo sobre las dinamicas ewaatde poblaciones introducidas.

Clasicamente, las invasiones son entendidas cooesasl impredecibles debido a que

constarian de uno 0 unos pocos eventos precisaatdupos cuales se genera una conectividad



temporal entre parte del area de origen con unaanéiea favorable (Facahal., 2003). Si un
evento fundador ocurre, la diversidad en el areadida disminuird sustancialmente respecto a
lo encontrado en &reas de origen (Tsueswdl., 2000; Downie, 2002). En especies clonales
(con reproduccion asexual), esta reduccion de hiidad es drastica, ya que un solo clon
podria invadir una extensa area (Amse#eal., 2000). Este éxito relativo de especies clonales
en la colonizacion, se debe principalmente a sutalka de reproduccion y a la ausencia de
dificultades en la busqueda de individuos pargateamiento (Simoet al., 1999).

La comparacion de la variacién genética de pobtesaecientemente establecidas con
las de sus potenciales areas de origen, podriaeofta valiosa informacion acerca de los
procesos genéticos que ocurren durante una invag@gica (Sakai, 2001). La identificacion
del origen geografico de especies invasoras esoampanente crucial de las invasiones
biol6gicas. Tal conocimiento podria facilitar lacoastruccion de la historia evolutiva de una
poblacion (Villablancat al., 1998; Daviest al., 1999; Amsellenet al., 2000). Sin embargo,
las fuentes de introduccion de especies a menwdlm,sen conocidas en forma muy general

(Downie, 2002).

2.2. MARCADORES MOLECULARES PARA ESTUDIAR INVASIONE S

BIOLOGICAS

La pérdida de diversidad genética por cuello deell@otpoblacional durante una
colonizacién, puede ser estudiada mediante maresdooleculares. Estos corresponden a
fragmentos de DNA situados en lugares especificels ggnoma, que permiten revelar

polimorfismo (variacion). Los marcadores molecwdarban probado ser utiles en la



identificacion de fuentes genéticas de poblacioasiscomo también en la caracterizacion de la
estructura genética de las mismas (Dawesal.,, 1999). Uno de los marcadores mas
ampliamente utilizados son los microsatélites, cpreesponden a cortas secuencias de motivo
simple repetidas una detras de otra (en tandem)ycmades de iteracion de entre 1 y 6 pares
de bases repartidas a lo largo del genoma de laniaage los organismos (Téghal., 2000).

El estudio del polimorfismo de las repeticionedagesecuencias microsatelitales es de mucha
utilidad, pues constituyen uno de los marcadoregtges mas variables (Ellegren, 2004). Se
caracterizan por exhibir una alta heterocigocidgubiypresentar multiples alelos, lo que junto
con su codominancia, los ha convertido en el marcadolecular de preferencia en la
actualidad para estudios poblacionales (Jarne &odlagl1996; Sunnucks, 2000; Ellegren,
2004). El polimorfismo microsatelital se originarpmambios en el nimero de repeticiones,
causadas bien por el deslizamiento de la DNA pohse durante la replicacion, o bien por la
ocurrencia de entrecruzamientos desiguales dufanteeiosis. Las regiones microsatelitales
presentan una alta tasa de mutacion, mucho mayolaqie regiones codificantes del genoma
(> 10* por generacién), mutaciones caracterizadas poemios o disminuciones en una sola
unidad de iteracion (Schiétterer, 1998; Eisen, 1998ldstein & Schlotterer, 1999 Esta
herramienta de la biologia molecular, proporcionana evidencia sobre niveles de diversidad
genética dentro y entre poblaciones, asi como tamitg permitido estudiar la(s) fuente(s) de

introduccion de especies invasoras (Tsutsal., 2000; Sakai, 2001).



2.3. LOS AFIDOS COMO MODELO DE ESTUDIO

Los &fidos (Hemiptera: Aphididae) son insectos fdigps que frecuentemente
constituyen importantes plagas agricolas en el muhds afidos exhiben caracteristicas de
plaga debido al dafio directo que produce sobrdagugphospedera a través de la ingestion del
floema, a la acumulacion de fumagina, hongo saprafue se desarrolla sobre la mielcilla
secretada por afidos cuando se alimenta sobrdausp hospederas, asi como también, por su
capacidad para transmitir virus fitopatogenos, aede su alta tasa de reproduccion (Minks &
Harrewijn, 1987; Morart al., 1992; Simoret al., 2002). Los afidos presentan una variedad de
modos de reproduccion, desde partenogénesis ciditsanancia de reproduccion sexual y
asexual) hasta partenogénesis obligada (Metaal., 1992; Simonet al., 2002; 2003). En
paises con climas templados, caracterizados p@rims poco severos, con una casi completa
ausencia de nieve, como el valle central de CNievéaet al., 1989), las especies de afidos
introducidos se reproducen principalmente por pagénesis obligada (Figuereial., 2002;

2004; 2005; Fuentes-Contremsl., 2004).

2.4. ESTRATEGIAS REPRODUCTIVAS EN AFIDOS Y EL EXITO EN LA

COLONIZACION DE NUEVOS HABITAT

A pesar del doble costo asociado a la reprodus®énal, este es el modo largamente
predominante entre los animales. Ventajas que cosap@n este doble costo asociado al sexo
serian (1) la generacion de nuevas combinacior@gas que favorecerian las respuestas
adaptativas frente a cambios ambientales y (2)litairacion de recurrentes mutaciones

deletéreagKondrashov, 1988; Maynard Smith, 1988; Wessal., 1999). Mientras hay un



consenso sobre los beneficios del sexo a largooplaa hay un acuerdo general en la
explicacion sobre la superioridad de la asexualetaél corto plazo, probablemente debido a
su mucha mayor capacidad para la reproduddtaynard Smith, 1971). Sin embargo, a largo
plazo, las poblaciones asexuales presentarian tamiate en su desempefio debido a la
acumulaciéon de mutaciones deletéreas y la incapacak responder frente a cambios
ambientales (Hurst & Peck, 1996).

Los &fidos normalmente se reproducen por partergsgerciclica, pero también
muestran numerosas e irreversibles transicionggdenogénesis ciclica a obligada dentro de
una misma especie (Delmotte al., 2001). La comparacion entre partenogénesiscaigfi
obligada en &fidos es equivalente a comparar Bnegguales y asexuales en organismos con
ambos modos de reproduccion (Simetral., 2003). Adicionalmente, la postura de huevos
resistentes al frio en climas con inviernos sevgoosvee una ventaja ecoldgica que podria
compensar los costos del sexo (Rigbeal., 1998; Rispe & Pierre, 1998), pero esto no
proveeria de una explicacion general para la maitterdel sexo en afidos (Simaa al.,
2003).

Sin embargo, & ha sugerido que los linajes predominantes y fierges para
diferentes especies de afidos son aquellos conlidadaeproductiva asexual (Fentenal.,
1998). Estos genotipos constituirian verdaderopértiones”, como los informados para el
afido Myzus persicae en Australia (Vorburguest al., 2003a), donde solo dos de los genotipos
encontrados constituyeron mas del 40% de la mué3tlanismo modo, una situacion similar
se ha observado para el &fido de los ceregtebion avenae F., para el cual también se ha
informado la presencia de superclones en poblasipadenogenéticas (Figuergial ., 2005).

Este patron seria ademas consistente con la hipdeslos llamados “genotipos multi-



propésito” (Lynch, 1984), la que predice que egiesotipos debieran ser generalistas y
mostrar poca varianza respecto de su desempefi@ sbstintos hospederos y zonas
geogréficas.

En consecuencia, las extraordinarias caractesgsecacuanto al desempefio de los
afidos sobre diferentes hospederos y lugares gemggalo constituyen en un atractivo
modelo para estudiar las propiedades genéticashgonepermitido su exitosa invasion de

nuevos ambientes.

2.5. EL CASO DEMyzus persicae

Entre las especies de afidos destilyaus persicae (Sulze), la mas importante en
dafios a cultivos. Presumiblemente originario deaAactualmente presenta una distribucion
global. Este pulgon es capaz de atacar mas dendilafa vegetales, incluyendo cultivos tan
diversos como remolacha, hortalizas (cruciferagnggeas y cucurbitaceas) y frutales (Van
Emdenet al., 1969; Blackman & Eastop, 2000).

Myzus persicae presenta variados modos de reproducciéon. En climés bien frios,
prefieren una reproduccion por partenogénesis (pncticlica o modo holociclico que
involucra una alternancia de hospederos: en otodiando disminuye la temperatura y el
fotoperiodo, hembras partenogenéticas viviparaduymen ginéparas aladas y machos alados
en un hospedero secundario, los que migran al derazPrunus persica L.), su hospedero
primario, donde ocurre el apareamiento, poniend@vdsi de invierno resistentes al frio (van
Emdenet al., 1969). Reciprocamente, en climas mas templagiiss pulgones prefieren la

partenogénesis obligada o modo anholociclico, tenaado por una reproduccion



partenogenética permanente durante todo el afie $wispederos secundarios (Moran, 1992;
Rispeet al., 1998; Simoret al., 2002; 2003).

Aunque M. persicae es una especie altamente generalista, sobre tgblouiana
tabacum L.) ha desarrollado poblaciones altamente adaptadastas poblaciones
especializadas en tabaco fueron previamente descoimo una especie hermana denominada
Myzus nicotianae (Blackman) (Blanckman., 1987), principalmente debia diferencias
morfologicas y ecoldgicas (preferencias). Sin egbaestudios posteriores centrados en las
caracteristicas genéticas y bioquimicas de amhagsogy no detectaron suficiente grado de
divergencia para justificar el nivel de especieapdr nicotianae (Margaritopouloset al.,
1998, Clementst al., 2000 a,b). Se ha hipotetizado entonces,Mjuger sicae nicotianae seria
un punto intermedio en la formacion de una nuepaa@s de afido que tendria el atributo de
superar las defensas fisicas y quimicas del talbasgo del cual careceria la raza generalista
M. persicae persicae (Margaritopouloset al., 2000). Siguiendo con esta linea de evidencias,
idénticas secuencias de DNA para los mismos loglizados entre ambos grupos, sugieren
gue estos dos grupos habrian divergido muy recreniee, y que se entrecruzarian en cierto
grado (Fieldet al., 1994; Clementst al., 2000). Incluso, trabajos recientes han propuelsto
estatus de subespechyius persicae ssp. nicotianae) para las poblaciones alimentadas sobre
tabaco (Margaritopoulogt al., 2003; Blackman & Eastop, 2005).

Myzus persicae ssp. nicotianae, solo ha sido descrita en Chile a partir de fidedos
noventa (Fuentes—Contremrisal., 2004), siendo responsable de graves dafios soliros de
tabaco en Chile Central. Se ha informado la existede un Unico clén (genotipo) (Fuentes—
Contreraset al., 2004), revelando una completa ausencia de v@miagenética para esta

subespecie en Chile. En cuanto a sus caractesigit@tros lugares geograficos, esta especie
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exhibe poblaciones con niveles variables de digadsigenética en diferentes paises. Es asi
como se han observado altos niveles de diversidadtiga en Espafia (Martinez-Toretsl.,
1997), Australia (Wilsoret al., 2002) y Francia (Fentaat al., 2003; Guillemaudtt al., 2003),
mientras que solo un clon predominante fue infolomax Escocia (Fentoet al., 1998) y en
Canada (Al-Aboodi & ffrench-Constant, 1995). Estestudios han mencionado que la
disponibilidad del hospedero primario, DurazndPoufus persicae L.), es un factor necesario
para la reproduccion sexual y para que se obsett@n niveles de variacion genética (Wilson
et al., 2002; Fentoret al., 2003; Guillemaudtt al., 2003). Por ejempldylyzus persicae ssp.
nicotianae en Grecia muestra una alta variabilidad genétinaay/alta heterocigosidad solo en
aguellas areas donde esta presente su hospedeasipriZitoudiet al., 2001; Margaritopoulos

et al., 2002).

2.6. OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO DE TESIS

Con el objeto de determinar el origen putativo @e poblaciones chilenas d&yzus
persicae ssp. nicotianae, se estudid y compard la variabilidad genéticaaydiversidad
genotipica entre poblaciones de distintos paiseAndérica y de Grecia, mediante el uso de
marcadores moleculares microsatélites. Considergunéola mayoria de los afidos plaga de
Norte América han sido introducidos desde el Vijmdo, y que muchas de estas especies se
han expandido a Sudamérica (Blackman & Eastop, )2@3fe estudio permitira aproximarse
hacia la(s) posible(s) via(s) de introduccidén ha&a@érica en general, y a Chile en particular.

Dos caracteristicas genéticas de las poblacionesewdencia de eventos fundadores: (1) la
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pérdida de diversidad genética y (2) un aumenta dderenciacion genética entre poblaciones
originarias respecto a poblaciones de mas recestébdlecimiento (Le Corre & Kremer, 1998).
En consecuencia, se hipotetiza que la via de mt@dn del afidoMyzus persicae

nicotianae hacia Chile habria ocurrido desde areas con ungomdiversidad genética,
siguiendo una ruta desde Europa hacia Norteamgiigago Sudamérica. Esto se reflejara en
(i) una pérdida de diversidad genética y en (iiJaumento de la distancia genética a medida
gue aumenta la distancia geogréafica, como conseude que las poblaciones introducidas
habrian sufrido sucesivos cuellos de botella derka(s) invasion(es). De este modo, se podra
inferir la via de introduccion seguida pelyzus persicae ssp. nicotianae hasta su llegada a
Chile. Esto se determinara mediante (1) la comparade la identidad de los genotipos
encontrados en Chile respecto a los encontradagres paises, y (2) la comparacion de las

frecuencias genéticas (génicas y genotipicas) pobtikaciones de diferentes paises.
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2.7. HIPOTESIS DE TRABAJO

“Myzus persicae ssp. nicotianae (Blackman) introducido en Chile siguié una ruta de
invasion desde Europa hacia Norteameérica y lueg@l&udameérica, o que se reflejara en (1)
una pérdida de diversidad genética y (2) un aumeéetta diferenciacion genética, a medida
gue esta especie ha sido introducida en nuevosspaiglamericanos, como consecuencia de

sucesivos cuellos de botella poblacionales ocuwsrilsante las invasiones”

2.8. OBJETIVO GENERAL

. Determinar y comparar la diversidad genética yéniidad de los genotipos tyzus
persicae ssp. nicotianae en cuatro paises de América y Grecia, para sugedr via de

introduccioén hacia Chile.

2.9. OBJETIVOS ESPECIFICOS

(@) Caracterizar la diversidad genética Me p. ssp. nicotianae en cinco paises ,usando
marcadores moleculares microsatélites.

(b) Comparar la diversidad genética y la identidadodegenotipos d#l. p. ssp. nicotianae en
los diferentes paises analizados.

(c) Determinar el posible origen d. p. ssp. nicotianae introducido en Chile, de acuerdo con

la diversidad genética y la diferenciacion genéticeontrada en los cinco paises analizados.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 AFIDOS
Un total de 208 individuos fueron analizados, lag €ueron obtenidos a partir de dos

tipos de muestras i) individuos déyzus persicae ssp. nicotianae recolectados directamente
sobre tabaco en Chile y preservados en etanol 92%P€ vy ii) muestras preservadas en etanol
95% a- 20°C provenientes de distintas zonas geogsaf

En Chile, los &fidos fueron recolectados desdevasitde tabacd\icotiana tabacum L.
(Solanaceae) entre San vicente y Chillan, a loolatg un transecto latitudinal de 300 km.,
aproximadamente (Tabla 1), y almacenados en tutostanol 95%. Este rango geogréfico,
constituye sobre un 80% de la extension de losvoslide tabaco que son crecidos en Chile
(ODEPA, 2002). Para limitar la posibilidad de muest individuos pertenecientes a un mismo
clon, cada é&fido individual fue colectado desde plaata hospedera separada por a lo menos
10 m de la siguiente.

Adicionalmente, se obtuvieron muestras de &fidosdiflerentes zonas geograficas
(Tablal) con la colaboracién de los Drs. Alex Wilgtniversity of Miame) y Clyde Sorenson
(North Carolina State University) de diferentesalatades del Sudeste de EE.UU. (Carolina
del Norte, Carolina del Sur y Virginia), Diana Ohag¢Estacion Experimental Cerro Azul,
INTA) de Argentina, Roni de Acevedo (Universal Léladbacos Ltda.) de Brasil, asi como
también de los Drs. Jean-Christophe Simon (INRA#sn Francia), Thomas Guillemaud
(INRA-Sophia-Antipolis, Francia) y John Margaritapas (University of Thessaly, Grecia)
gue colaboraron con muestras de diferentes lockdglde Grecia, respectivameridebido al

bajo niumero de individuos para cada localidad meagds, los individuos fueron agrupados y
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tratados como una muestra representativa de cddaapalizado. Consecuentemente, este
estudio no trabajé con poblaciones, ocupandoseémhirio poblacion solo con fines

descriptivos para referirse al total de individposvenientes de cada pais.
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Tabla 1: Localidades muestreadas, niumero (n) de individwbsctados en cada pais y sus
localidades; coodenadas geograficas de cada ladahduestreada y numero de genotipos

obtenidos en los diferentes paises y sus localgjadasiderados en este estudio.

Pais/Localidad n Coordenadas N° Genotipos
Chile 40 1
Aitué 1 34°02°S/71°61°0 1
Alisas 2 34°16°S/71°65°0 1

Cerrillos 2 34°25°S/70°80°0O 1
Higuelilillas 1 34°86°S/72°10°0 1
Hualafie 1 34°18°S/71°81°0 1
Huique 2 35°33°S/72°40°0 1
La Batalla 1 33°40°S/71°24°0 1
Laisla 1 34°60°S/71°40°0O 1
Los Aromos 1 35°33°S/71°13°0 1
Mercedes 3 35°17°S/71°17°0O 1
Mesamavida 1 33°13°S/72°07°0 1
Mira rio 1 35025°S/72°18°0 1
Mancagua 1 35°20°S/72°02°0 1
Palquibudi 1 35°05°S/71°55°0 1
Panguilemo 1 35°36°S/71°58°0 1
Peralillo 2 35°16°S/72°16°0 1
Perejil 2 34°98°S/71°23°0 1
Platina Porvenir 1 33°59°S/70°70°0 1
Puntilla 2 33°948°S /70°53°0 1
San Enrique 1 34°55°S/71°56°0 1
San Gerardo Rio claro 1 35028°S/71°26°0 1
San Guillermo 2 35°63°S/71°20°0 1
San Hernan 1 33027°S/71°34°0 1
San Vicente 2 34°45°S/71°08°0 1
San Victor Alamos 2 34°50°S/71°15°0 1
Santa Cruz 2 34°63°S/71°36 O 1
Tierras Blancas 1 34°25°S/70°80°0O 1
Argentina 20 2
Caa yari. Bengelsdorff 4 27°75°S/57°61°0 2
Dos Arroyos 4 27°70°S/55°25°0 2
Dos Hermanas 12 33°16°S/58°90°0 2




Pais/Localidad

n Coordenadas N° Genotipos
Brasil 24 2
Cangucu 8 31°40°S/52°68 0 2
Irinedpolis 5 26°40°S/50°47°0 2
Santa Cruz do Sul 5 29°71°S/52°43°0 2
Venancio Aires 6 29°60°S/52°18°0 2
EE.UU. 124 24
Berrion Co. 2 35°56°N/79°63° 0O 1
Campbell Co. 5 37°14°N/79°02°0 4
Chatham Co. 2 36°83°N/79°40°0 1
Columbus Co 4 35925°N/82°20°0 4
Darlintong Co. 4 35°30°N/79°37°0 2
Dillon Co. 4 34°42°N/79°37°0 2
Dinwiddie Co. 3 37°08°N/77°59°0 1
Edgecombe Co 4 35°56°N/81°86 O 2
Franklin Co. 5 36°68 'N/76°92°0 5
Green Co. 1 37°13°N/78°31°0 1
Johnson Co. 33°82°N/79°45° 0
Johnston 3 33°83°'N/81°80° 0 1
Marion Co 3 36°83°N/81°52°0 1
Moore Co 2 34°83°N/81°99°0 1
Nc Bladen Co 2 34°54°N/78°79°0 2
NC Wake Co 3 35°98°N/78°51°0 2
Nottoway Co. 13 37°14°N/78°03°0 7
Pitt Co. 1 35°72°N/79°18° 0O 1
Transgénico 13 36°58°N/80°45°0 8
Wake Co. 7 37°57°N/76°43°0 4
Washington Co. 4 38°71°N/78°16 O 2
Willson Co. 3 37°40°N/77°87 O 2
Windsor CT 33 36°81°N/76°74 O 1
Grecia 52 15
Amfiklia, SC 10 36°37°N/22°34°E 2
Karditsa, C. 6 39°36°N/21°92°E 1
Katerini, C 10 40°27°N/22°50 E 3
Krya Vrisi, N 4 40°68°N/22°30'E 1
Meliki, N 16 40°51°N/22°39°E 9
Nauplio, CE. 6 37°56°N/22°80" E 4

16



17

3.2. ANALISIS CON MICROSATELITES

Con el fin de determinar y comparar (i) la idendidgenotipica, (ii) la diversidad y (iii)
la diferenciacion genética entre poblaciones dereliftes paises de América y Grecia, todos los
individuos fueron analizados mediante la aplicadén7 loci microsatélites (Myz 2; Myz 3;
Myz9; Myz25; M35; M37 y M40), previamente descrifpgraMyzus persicae (Sloaneet al.,
2001, Wilsoret al., 2002, 2004) (Tabla 2).

Para esto, se procedid a la extraccion de DNA dea @adividuo usando el método
“Salting Out” descrito por Sunnucks & Hales (199@guspendiendo el DNA en 20 ul de agua
ultrapura estéril. La calidad del DNA se determpod electroforesis en geles de agarosa 0.8%
tefiidos con bromuro de etidio y visualizados bajp UV. Cada locus microsatelital fue
amplificado mediante la Reaccidén en Cadena de limP@sa (PCR) en un volumen de 15 pl
de reaccion, incluyendo 0.5 U @aq DNA polimerasa (Invitrogen, USApuffer 10x libre de
Mg*?, 2mM MgCh, 200 mM dNTPs, 10 pmol de cada primer (BiosChil@SA, Chile), y
aproximadamente 50 ng de DNA de cada &fido. Lacréaade PCR se llevo a cabo en un
termociclador Perkin-Elmer 9700, usando los sigeepasos: denaturacion inicial de 3 min. a
94° C y 40 ciclos consistentes en denaturaciompa a 94° C, alineacion por 45 s con una
temperatura dependiendo del locus (Tabla 2) y e@lcdg por 45 s a 72° C. Para el ultimo
ciclo, el tiempo de elongacion fue extendido a 4.rha confirmacién de los productos de
amplificacién fue realizada a través del analisigeles de agarosa 1.5% tefiidos con bromuro
de etidio, utilizando 7l de producto PCR por carril.

Para caracterizar los productos de PCR (alelososatelitales), estos fueron mezclados

con buffer de carga 4 x (Sambroetkal., 1989), desnaturados por 3 min. a 95° C, cargados
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un gel de poliacrilamida 6% urea 7M, y sometidasna electroforesis en buffer de corrida
TBE 0,5X a 1,2 kV. Terminada la electroforesisgel fue tefiido con nitrato plata, para lo cual
el gel fue fijado con etanol 10%, oxidado con aandwico 1%, lavado con agua ultrapura e
incubado por 20 min. en una solucion de nitratpldéa (1g/l). Después de la incubacion, el
gel fue lavado y revelado en una solucion de catoode sodio/formaldehido (M2O; 309/l y
540 ul/l de formaldehido 37 %). La reaccion de lal@ fue detenida con &cido acético 10 %,
lavando el gel con agua y secandolo a temperatabéeate toda la noche. El tamafio de los
alelos para cada locus fue estimado usando coraergfia un estandar de tamafio (en pares de
bases) correspondiente a la secuenciacion delrveGiém-3Zf (+) (Promega, USA), cargado
en cada gel (Fig.1). El tamafio de los alelos pada ¢ocus microsatelital fue estandarizado de
acuerdo con lo informado en la literatura (Sloaghal., 2001, Wilsonet al., 2002, 2004),
usando como referencia el DNA Mbzus persicae gentilmente aportado por la Dra. Alex C.C.

Wilson .
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Tabla 2: Caracteristicas de los 7 loci microsatelitales leagps para el analisis déyzus
persicae (Sloaneet al., 2001, Wilsonet al., 2002, 2004). Para cada locus se indican los
oligonucledtidos con sentido (F) y antisentido (&)motivo de repeticion, el rango de tamafo
del producto PCR esperado, programa de PCR: ab#$81, c=59,d =57 ye =55y el N° de

acceso a GenBank

Motivo de Rango Programa | N° acceso
Locus| Secuencia partidores (5-3") repeticion | tamafio(pb) PCR GenBank
Myz2 | FISSCSICASAGMIGACCTCE | (GAY, | 177207 |  PMPL | AY420659
impura
Myz3 | O e A S| (GA)s 111-125 PMP1 | AY429660
Myz | e e oS e Iee | (GA)s3 204-238 PMPL | AY429661
impura
Myz25| A T A Te SIS | (AG)24 119-126 PMPL | AY429662
F: GGCAATAAAGATTAGCGATG
M35 | RTGTGTGTATAGATAGGATTTGTG (AT_)9~(AC)22 178-198 PMP1 AF233240
impura
M37 | A e TS AC)1s 155-157 PMP1 | AF233241
MAD | R eI Asee | (AC)y 123-135 PMP1 | AF233242
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201 pb

193 pb
191pb

179 pb

Figura 1: Gel de poliacrilamida 6% urea 7M, tefiido con ndrdé plata, en el cual se aprecian
los productos de amplificacion del locus microstteMyz2 paraMyzus persicae nicotianae
con su respectivo tamafio en pares de bases Apld derecha se aprecia el estandar,
correspondiente a la secuenciacion del ve@@®EM-3Zf(+), (de izquierda a derecha T:
ddTimina, G: ddGuanina, C: ddCitosina y A: ddAdenirLos nimeros a la derecha de las

flechas indican el tamafio en pares de base (pb).
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3.3 ANALISIS DE DATOS

El genotipo de cada individuo ddyzus persicae ssp. nicotianae para cada locus
microsatélite amplificado se registr6 en una plarixcel usando una nomenclatura de tres
numeros correspondientes al tamafio en pares de Haseada alelo. Los genotipos fueron
individualizados mediante la combinacion de toduss dlelos de los 7 loci amplificados, de
modo que se trabajé con genotipos multilocus (Tapla
La diversidad genética fue determinada usando mitiseis de acuerdo con Llewellgh al.
(2003) y con Figueroat al. (2005). Primero, la diversidad genotipica glodaGG) fue
calculada como G/N, donde G es el numero de difesegenotipos multilocus por poblacion
y N es el tamafio de dicha poblacién. Segundomgde® el indice de diversidad de Shannon-
Weaver, calculado combl = - Zip; logp;, donde pes la frecuencia relativa del i-ésimo
genotipo (Shannon & Weaver, 1949). Este ultimo r@tigm determina la diversidad genética
con relacién a la abundancia relativa de cada gEmdp que se puede expresar codlp
obteniendo asi un indice proporcional al nUmerd deagenotipos encontrados en cada
poblacion. Ademas, se calculd la diversidad alél&ay el nimero promedio de alelos por
locus.

Los andlisis de datos se llevaron a cabo medianiebps clasicas para genética de
poblaciones. Sin embargo, debido a que la includ®mropias clonales usualmente muestra
fuertes distorsiones en las estimaciones genéttdapionales resultado de que los afidos
pueden exhibir diferentes modos de reproducciorarder el afio, se realizé un andlisis
particular utilizando solo una copia de cada gg@aothultilocus, asumiendo que afidos de un

mismo genotipo multilocus representarian miembresud mismo clén, un procedimiento
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estandar en andlisis genético poblacionales pdstagones partenogenéticas (Sunnueks
al., 1997; Simoret al., 1999; Haaclet al. 2000; Figueroat al., 2005; Halketkt al., 2005;
Franzet al., 2006).

Las frecuencias alélicas y genotipicas, desviasioleé equilibrio de Hardy- Weinberg
(HWE), desequilibrio de ligamiento y heterogeneidgmhética, se calcularon mediante una
prueba exacta de Fisher, usando la cadena de M&&wy & Thompson, 1992), un método
eficaz para tamafios muestreales pequefios y graerolse alelos. Estas pruebas estaban
contenidas en el programa GENEPOP  version 3.22 pduigle en

http://genepop.curtin.edu.a(Raymond & Rousset, 1995a).

Los estadigrafos-F (Wright, 1965) fueron computadies acuerdo con Weir &
Cockerhan (1984), en el programa GENEPOP versi@h 3A0n cuando se realizd la
remocion de copias clonales para evitar que las\@sibnes de desviaciones del equilibrio de
H-W distorsionaran las estimaciones de frecuenalébcas y de diferenciacion genética,
todavia se pueden violar algunos supuestos de eggtéibrio, asi como también de los
estadigrafos F, principalmente debido a la subesiracion de las muestras. Es asi como, la
interpretacion de las desviaciones del equilibeoHiW, se usan solo con fines descriptivos.
De igual manera, los estadigrafos F se usan sato cma medida conveniente para mostrar la
existencia de diferenciacion entre poblacionesp yara deducir sobre los procesos que dan
cuenta de esa estructuracion.

El estudio de las relaciones genéticas entre poles fue realizado utilizando la
distancia genética de alelos compartidog, (Dhakraborty & Jin, 1993), usando el programa

POPULATION version 1.2.01 (disponible éiip://www.cnrs-qgif.fr/[pge/bioinfly con lo cual

se construy6 un arbol del vecino méas cercano (MeighJoining Tree) que permite observar
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graficamente las relaciones de parentesco (simhilganética) entre distintas poblaciones
usando el programa TREEVIEW version 1.6.6. La defec de errores, durante la
interpretacion de alelos microsatelitales, se zéalisando el estimador de Brookfield (1996),
entregando la frecuencia de alelos nuloss (HE - HO)/(1 + HE) en una poblacion,
implementado en el programa MICRO-CHECKER version2.2 (disponible en

http://www.microchecker.hull.ac.jkLas significancias estadisticas fueron analagando

el método de FishdOosterhout et al,. 2004).
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4. RESULTADOS

4.1. IDENTIDAD Y DISTRIBUCION DE LOS GENOTIPOS MULT ILOCUS

Como resultado del analisis con los 7 marcadoresosatélites, se encontrd un total de
44 genotipos multilocus distribuidos en los 5 paisstudiados (Tabla 3). De estos genotipos,
29 correspondieron a poblaciones Americanas. Tadochabia sido informado previamente
(Fuentes-Contreragt al., 2004), se encontrdé un unico genotipo multilopusdominante en
Chile, mientras que en Argentina y Brasil se enemaoh los mismos 2 genotipos,
respectivamente, y 24 genotipos en EE.UU. Es isémte notar que el Unico genotipo chileno
(Mn-CH-01), también esta presente en Argentina ARG-02), Brasil (Mn-BR-02), y
EE.UU. (Mn-USA-24) donde también se lo observa lm faecuencia (Fig 2). Sin embargo,
este genotipo multilocus en EE.UU., solo fue eneald en una localidad (Windsor Co.),
donde todos los individuos colectados presentasta genotipo. Por lo que su alta frecuencia
(al agrupar todos los individuos por pais) poddarssultado de errores en el muestreo. Asi
como también, solo una fraccion de sus alelos fueroservados en los otros genotipos
multilocus presentes en EE.UU. Esto podria deb&regores en el muestreo. Pero de igual
forma podria significar una introduccion indepentiede este genotipo multilocus, seguido de
una reproduccion completamente partenogenéticaqraatiolociclico) a EE.UU. En Grecia,
en tanto, se encontraron 15 genotipos multiloces|od cuales ninguno fue encontrado en

poblaciones Americanas (Fig 2).



25

Tabla 3: Combinaciones alélicas en base al tamafio en garkases para 7 loci microsatélites
de los genotipos multilocus encontrados en los iSegaestudiados. Se muestra ademas la
frecuencia en que cada genotipo multilocus se eiuen los diferentes paises. El genotipo

gue es compartido por cuatro paises aparece suloraya

Locus Microsatélite
Genotipo Frecuencia

Myz2 Myz3 Myz9  Myz25 M35 M37 M40

Chile
Mn-CH-01 191/193 125/125 214/218 123/123 203/203 155/157 128/130 1.0
Argentina
Mn-ARG-01 177/177 127/127 216/216 123/126 196/202 159/159 130/130
Mn-ARG-02 191/193 125/125 214/218 123/123 203/203 155/157 128/130
Brasil
Mn-BR-01  177/177 127/127 216/216 123/126 196/202 159/159 130/130 0.54
Mn-BR-02 191/193 125/125 214/218 123/123 203/203 155/157 128/130 0.46
EE.UU.
Mn-USA-01 193/201 119/119 210/212 123/123 202/202 159/159 138/142  0.146
Mn-USA-02 193/201 119/119 210/212 123/123 202/202 159/161 138/142  0.130
Mn-USA-03 179/191 119/127 196/212 123/123 180/180 159/159 130/130  0.098
Mn-USA-04 193/201 119/119 210/212 121/123 202/202 159/161 138/142  0.089
Mn-USA-05 193/201 119/119 210/212 121/123 202/202 159/159 138/142  0.057
Mn-USA-06 193/201 119/119 210/212 121/121 202/202 159/161 138/142  0.041
Mn-USA-07 179/191 119/127 196/210 123/123 180/180 159/165 130/130  0.016
Mn-USA-08 179/191 119/127 196/210 123/123 180/180 161/161 130/130  0.016
Mn-USA-09 179/191 119/127 196/210 123/123 180/180 159/159 130/130  0.016
Mn-USA-10 179/191 127/127 196/212 121/123 180/180 159/165 130/130 0.016
Mn-USA-11 193/201 119/119 196/210 123/123 202/202 159/161 138/142  0.008
Mn-USA-12 179/179 119/127 196/210 123/123 180/180 159/159 130/130  0.008
Mn-USA-13 193/201 119/127 210/212 123/123 202/202 159/161 138/142  0.008
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Locus Microsatélite

Genotipo Frecuencia
Myz2 Myz3 Myz9 Myz25 M35 M37 M40
Mn-USA-14  179/179 119/127 196/212 123/123 180/180 159/159 130/130  0.008
Mn-USA-15 193/201 119/119 196/212 123/123 180/180 159/161 138/142  0.008
Mn-USA-16 179/191 127/127 196/212 121/123 170/170 159/165 130/130  0.008
Mn-USA-17 193/201 119/119 196/210 123/123 180/180 159/159 138/142  0.008
Mn-USA-18 191/201 119/119 196/210 123/123 186/196 159/159 138/142  0.008
Mn-USA-19 179/191 119/127 210/212 123/123 180/180 159/159 130/130  0.008
Mn-USA-20 193/201 127/127 210/212 123/123 202/202 159/161 138/142  0.008
Mn-USA-21  179/179 127/127 210/212 123/123 180/180 159/159 130/130  0.008
Mn-USA-22  179/191 119/119 210/212 123/123 202/202 159/159 130/130  0.008
Mn-USA-23 193/201 127/127 210/212 123/123 180/180 159/159 138/142  0.008
Mn-USA-24 191/193 125/125 214/218 123/123 203/203 155/157 128/130  0.268
Grecia
Mn-GR-01  179/191 119/127 196/204 123/123 180/198 159/167 123/123  0.269
Mn-GR-02  179/193 119/127 196/204 123/123 180/198 159/167 123/123  0.192
Mn-GR-03  179/189 125/133 196/216 123/123 178/206 157/165 123/123  0.115
Mn-GR-07  179/201 119/127 206/220 123/123 180/206 157/165 123/123  0.019
Mn-GR-08  179/179 115/125 196/206 123/123 178/186 159/159 119/121  0.038
Mn-GR-09  179/179 123/123 206/220 123/123 182/196 169/169 123/123  0.038
Mn-GR-10  179/189 115/115 206/216 123/123 180/196 159/159 123/123  0.038
Mn-GR-11  179/189 119/127 216/220 123/123 182/206 157/165 119/125  0.038
Mn-GR-12  179/193 117/127 196/204 123/123 180/198 159/167 123/123  0.038
Mn-GR-13  179/193 119/127 196/216 123/123 178/206 157/165 117/125  0.038
Mn-GR-14  179/193 123/123 196/206 123/123 178/206 155/167 119/121  0.038
Mn-GR-15  179/193 123/123 196/220 123/123 178/186 163/163 123/123  0.038
Mn-GR-16  179/193 125/133 196/204 123/123 180/198 159/167 117/125  0.038
Mn-GR-17  179/201 121/123 196/212 119/123 186/186 155/167 117/123  0.038
Mn-GR-18  179/201 121/123 196/212 119/123 186/186 157/165 117/123  0.019
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Argentina

[

Mn-CH-01
Mn-ARG-02
Mn-BR-02
Mn-USA-24
Mn-ARG-02
Mn-BR-02
Mn-USA-01
Mn-GR-01
Mn-GR-02

RN

Figura 2: Distribucion y frecuencias de los genotiposMigus persicae nicotianae entre los
cinco paises estudiados. Cada grafico circularesgmta un pais analizado, indicando la
frecuencia relativa de cada genotipo multilocusd&Ceolor en los gréaficos indica un genotipo
multilocus distinto. La leyenda muestra los 2 ggrost mas representativos presentes en cada

pais.
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4.2. DIVERSIDAD GENETICA DE LAS POBLACIONES

La diversidad genética, considerando el indice D&®&jé una completa ausencia de
diversidad genética para la poblacion de Chile (D&®G.025) y una muy baja diversidad
genética Argentina (DGG = 0.1) y Brasil (DGG = @0 EE.UU. (DGG = 0.194) aunque
mostré una mayor diversidad que poblaciones derBéudea, sigue siendo menor comparada
con la mas alta diversidad genética mostrada pgoldacion de Grecia (DGG = 0.294).
Igualmente, el indice de diversidad de Shannon-\feaxrojo una baja diversidad genética
para las poblaciones de Chilé (e 1.0), Argentina (& = 2.0) y Brasil (¢" = 2.0), diferente a
lo observado para EE.UU."e= 11.2) y Grecia (& = 10.2), que mostraron una mayor
diversidad genética comparado con la obtenido®nttas poblaciones (Tabla. 4).

Asimismo, la diversidad alélica (A) también fuedppra la muestra Chilena (A = 1.52)
comparada comparado con lo observado para las s de Argentina y Brasil, que
presentan la misma diversidad alélica (A = 2.58.lHJ). (A = 4.29), mostré una mayor
diversidad alélica que las otras poblaciones Araads. Mientras que Grecia arrojé la mayor
diversidad alélica (A = 5.71) (Tabla. 4). Contraaito observado con los indices de diversidad
analizados, el indice de Shannon- Weaver, arrogoroayor diversidad para EE.UU. y menor
para Grecia, lo que se deberia a que este indadzar®l nimero de genotipos en base a su
frecuencia relativa, sin incluir el tamafio de laastua.

Se encontraron frecuentes desviaciones con respetdoesperado por el equilibrio
genético de Hardy - Weinberg en Argentina, BragtlEyUU. En estas poblaciones se observan
valores-P positivos de iFmultilocus y significativos para los valores-P déficit de

heterocigotos (Tabla 4), lo que indicaria que lasvihciones del equilibrio de H-W que
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resultarian de un déficit de heterocigotos. Loones arrojados para Chile no pueden ser
interpretados debido a que presenta solo un genotipltilocus. Totalmente opuesta es la
situacion de Grecia que mostro valores negativogigdevidenciando un ligero exceso de
heterocigotos, pero no significativo para ningureo lds valores-P de déficit y exceso de
heterocigotos (Tabla 4). Es asi como, la poblad&Grecia se encontraria en equilibrio segun
lo predicho por H-W. Una prueba para desequilideoligamiento (DL) para la poblacion de
EE.UU. arrojo significativo DL para 11 de 21 padesloci; entre .Myz2 /Myz3, Myz9, M35,
M37 y M40; M35/Myz3, Myz9, M37 y M40; M37/M40 y Mp®/M40. Igualmente, la
poblacion de Grecia presento 6 de 21 pares dsilgmificativo DL, entre el locus Myz9/ M35,
M37 y M40; Myz25/ Myz3 y M40; M35/M37 (Tabla 4). Egoblaciones de Chile, Argentina y
Brasil, no fueron analizadas debido a la baja didplidad de datos. Adicionalmente, el
analisis de estimacion de alelos nulos, arrojo ppdrian estar presentes alelos nulos en el
locus M35 para la poblacion de EE.UU. y en el Ioelyz3 para las poblaciones de Argentina
y Brasil. Grecia no mostro evidencia de alelos sidn sus loci (Tabla 5). Este analisis no se
pudo realizar a muestras de Chile debido a la dhgjonibilidad de genotipos después de la

remocion de copias clonales, solo un genotipo Hoalis.
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Tabla 4: indices de diversidad genética de las poblaciosedase a los 7 loci microsatélites
analizados; N: numero de individuos; G: numero eeotjpos multilocus; Ho: heterocigosidad
observada; DL: pares de loci en significativo deddxio de ligamiento ( P< 0.05); NS= no

significativo (P> 0.05); *: significativo (P<0.01).

Analisis / Poblacién Chile Argentina Brasil EE. UU. Grecia
N 40 20 24 124 52
G 1 2 2 24 15
DGG 0.025 0.1 0.08 0.19 0.29
et 1.0 2.0 1.99 11.2 10.2
N° total de alelos 11 19 19 31 39
A 1.57 2.57 2.57 4.29 5.71
Ho - 0.429 0.429 0.476 0.708
P deficit - * * * NS
P exceso - NS NS NS NS
Fis multilocus - 0.5 0.5 0.155 -0.007
DL - - - 11/21 6/21
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Tabla 5: Frecuencias esperadas de alelos nulos calculadasial el segundo estimador de

Brookfield (1996) implementado en el programa MICREECKER (* = P < 0.05).

Locus Argentina Brasil EE.UU. Grecia
Myz2 0.077 0.09 0 0
Myz3 0.333* 0.332* 0.12 0.05
Myz9 0.077 0.09 0 0
Myz25 0 0 0.09 0
M35 0.077 0.062 0.35* 0
M37 0.077 0.099 0.03 0.05
M40 0 0 0.08 0.08
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4.3. DIFERENCIACION GENETICA DE LAS POBLACIONES

El andlisis de la distribucion de la diversidad gea entre las distintas poblaciones
(paises), se realiz6 mediante el indice de diféserdn genética (Fst), que explica los cambios
en la heterocigosidad debido a la subdivision pobteal y deriva génica, estimando la
diferenciacion genética existente entre las pobles. Los valores de Fst van entre el rango de
0 a 1, donde el primero, significaria frecuencidéliGas idénticas entre poblaciones,
representando ninguna diferenciacién genética egites y el segundo, resultaria de una
diferenciacion al maximo de las frecuencias génergse poblaciones, indicando fijacion de
alelos alternativos en las poblaciones (Hartl &rkl 1997) Los resultados arrojan una no
diferenciaciéon entre las poblaciones de Chile, Atga y Brasil (k multilocus no
significativamente distinto de cero) (Tabla 6). Eambio, en la poblacion de EE.UU. se
observa una moderada diferenciacion respecto deoti@s poblaciones Sudamericanas
estudiadas: Argentina (P<0.001), Brasil (P<0.001ng alta diferenciacion con Chiles(E
0.343, P<0.0001). Igualmente la poblacién de Greo@strd una marcada diferenciacion
genética, presentando valores significativos de (Fs0.0001) al comparar con todas las

poblaciones de Sudamérica y EE.UU.
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Tabla 6: Diferenciacién genética entre las poblacioneMgrus persicae ssp. nicotianae (Fsy)

(Triangulo inferior) y significancias estadisticg&riangulo superior),

HS: altamente

significativo.
Poblacion Chile Argentina Brasil EE.UU. Grecia
Chile - 1.00 1.00 <0.0001 <0.0001
Argentina 0.0000 - 1.00 <0.001 <0.0001
Brasil 0.0000 -0.600 - <0.001 <0.0001
EE.UU. 0.343 0.144 0.144 - <0.0001
Grecia 0.283 0.162 0.162 0.191 -
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4.4. RELACIONES ENTRE LAS POBLACIONES

Las relaciones de parentesco genético entre ltiatdss poblaciones fueron analizadas
por medio de la Distancia de Alelos Compartidogsd(Dque se basa en la agrupacion de
individuos de acuerdo a su parecido, por el heehcothpartir una mayor o menor cantidad de
alelos entre genotipos, es de gran ayuda al montentstablecer o asignar parentesco entre
individuos, especialmente cuando se desconocefdariacion genealdgica (Bowcoek al.,
1994).

En nuestros resultados, se observa un bajo graddedenciacion entre las poblaciones
de Chile con Argentina (Das = 0.262) y Brasil (3a6.331) y una alta diferenciacion con la
poblacion de EE.UU. (Das = 0.440), y menores cerpteblaciones de Argentina (Das = 0.13)
y Brasil (Das = 0.13). Entre las poblaciones deefitmna y Brasil no se observo diferenciacion
(Das = 0). Grecia mostré una alto grado de difeasm@n con todas las otras poblaciones en
estudio, arrojando con Chile (Das = 0.717), ArgentiDas = 0.635), Brasil (Das = 0.640) y
EE.UU. (Das = 0.487). (Tabla 7). Se construyd wokdel vecino mas cercano (Neighbour
Joining Tree) basado en la distancia de alelos adidps (RQ9 (Fig. 3). El arbol representa las
relaciones de cercania de las diferentes poblaziomestrando que las distancias genéticas se
incrementan desde Sudamérica hacia Norteaméricaopi. Estos resultados son congruentes

con los obtenidos por logFpara todas las poblaciones.
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Tabla 7: Distancia genética [ (Distancia de Alelos Compartidos de acuerdo caon &i

Chakraborty, (1993)), entre las poblacioned/geus persicae ssp. nicotianae.

Poblacion Chile Argentina Brasil EE.UU. Grecia
Chile -
Argentina 0.2621 -
Brasil 0.3114 0 -
EE.UU. 0.4404 0.3593 0.3766 -
Grecia 0.7176 0.6355 0.6404 0.4871 -
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Grecia
EE.UU.
Brasil
Argentina
Chile
0.1

Figura 3: Arbol del vecino mas cercano (Neighbour-joiningelr construido con la Distancia
de alelos compartidos calculada con 7 loci micégas. Se muestran las relaciones de

parentesco entre las poblacionedvjeus persicae ssp. nicotianae.
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5. DISCUSION

5.1. DIVERSIDAD GENETICA EN LAS POBLACIONES

Una completa ausencia de variabilidad genética ladae por los marcadores
microsatélites, fue encontrada para la poblacio€hiée y una baja diversidad genética en las
otras poblaciones de Sudamérica; Argentina, Bnasilna mayor diversidad genética en
EE.UU., esto acompafiado de un déficit de hetertasg&studios previos en otras especies de
afidos comdStobion avenae, han observado que por el contrario, la heteromlgdsaumenta a
medida que disminuye la sexualidad (Sunntle., 1997; Siméret al., 1999; Figueroat al.,
2005), asi como también pdviyzus persicae (Vorburgueret al., 2003). Sin embargo, Wilson
et al., (2002), inform6 que poblaciones sexuales Mgzus persicae en Australia, no
presentaban desviaciones al equilibrio de H-W.irguglose que esto podria no representar un
general fendmeno. Congruentemente, Margoritopogtlak, (2007) informd que poblaciones
anholociclicas deMyzus persicae en Grecia, presentaron una mayor deficiencia de
heterocigotos que poblaciones holociclicas. Vagaplicaciones podrian responder a este
exceso de homocigotos, tales como presencia desatellos, efecto Wahlund, endogamia y
seleccion.. Primero, por una alta consanguiniddi éos individuos que forman parte de una
poblacion. Sin embargo, el modo de reproducciénsgutavorece bajo condiciones climaticas
templadas es la partenogénesis (Simbrl., 1999). De hecho, el Valle central de Chile
presenta un clima caracterizado por inviernos tadgs con la casi completa ausencia de nieve
(Novoa et al., 1989). Segundo, la presencia de alelos nulosigpakplicar el exceso de

homocigosis. Se habla de alelos nulos cuando estggueden ser amplificados por PCR,
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debido principalmente a una mutacion en las se@aeude alineacion del partidor. Uno de los
alelos no amplifica y por lo tanto el individuodssignado como homocigoto para el otro alelo
(Dawsonet al., 1997). Pruebas usando el software Microcheckgesen la presencia de alelos
nulos para un solo locus en las poblaciones denmirge Brasil y EE.UU. Es asi como la
presencia de alelos nulos podria explicar el déflei heterocigotos para la poblacion de
EE.UU. ya que esta poblacion presenta un bajo yadsitivo de Fis, pero solo explicaria en
parte el déficit de heterocigotos para las pobfesode Argentina y Brasil, ya que presentan
altos valores positivos de Fis multilocus. Terc@ero la homocigosis puede ser explicada por
seleccion. El ciclo de vida de estos afidos asiacem desempefio biologico, podrian estar
asociados con altos niveles de homocigosidad. @esotpreferentemente homocigotos
podrian presentarse en mayor frecuencia debiddeandieadas caracteristicas de su ciclo de
vida, como ha sido propuesto por Sinerl., (1999). Sin embrago, se debe tener cautela, ya
gue la homocigosidad observada corresponde a éatiros 0 casi neutros (microsatélites), lo
gue no necesariamente significara que loci codifesa(con impacto en el fenotipo) también se
encuentren en homocigosis. Asi como también, leste$ del azar no pueden ser descartados.
Dado que esta especie habria sido introducida irae® pocos afios, su actual estatus genético
en estos tres paises de Sudamérica podria sercaens@& de un fuerte cuello de botella
(disminucién del numero de individuos) resultadoudeefecto fundador (pérdida azarosa de
individuos), seguido de reproduccién asexual (gpostanholociclicos). Por ultimo, un exceso
de homocigotos es esperado, por un efecto Wahhlelgjdo a la subestructuracién de las
muestras, es decir, muestras de diferentes pobkxiagrupadas como una sola poblacion

representativa de cada pais analizado.
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La completa ausencia de diversidad genética, ele GQtresentando solo un genotipo
multilocus, también presente en Argentina y Brasi§ baja diversidad genética en Argentina
y Brasil, , presentando los mismos 2 genotiposiloalts, sugiere un modo de reproduccion
predominantemente asexual en estas poblacionesy taambién se ha propuesto para otras
especies de &fidos (Simehal., 1999; Papurat al., 2003; Figueroat al., 2005; Halcketet
al., 2006). El sudeste de EE.UU. presenta una maiyersidad genética que los paises de
Sudameérica, pero menor que la diversidad genétitzondérada en Grecia y un alto
desequilibrio de ligamiento, asi como también 3ogipos multilocus representan mas del 50
% de la muestra. Estos resultados sugirieren yradeaccion predominantemente asexual, sin
descartar eventos de reproduccion sexual. En cdaccia se ha sugerido para poblaciones de
Myzus persicae nicotianae en EE.UU., una reproduccion predominantemente pagenética
durante todo el afio (modo anholociclico) (Clementd., 2000). En tanto Grecia, contrario a
lo observado en América, presenta una alta diveisigenética, presentandose en equilibrio de
H-W. y un menor desequilibrio de ligamiento que BE. pero al igual que EE.UU., 3
genotipos representan mas del 50% de la muesttas Essultados sugieren una mayor
ocurrencia de eventos de reproduccion sexual, epa@cion con los otros paises analizados.
Sin embargo, no se puede descartar que puedamiamsgeclones (genotipos) y/o poblaciones
con reproduccion asexual durante todo el afio (matwlociclico), como ya lo informé
Zitoudi et al., (2001) en Grecia, quien observd una alta divedsiglenética usando RAPD-
PCR. Mas recientemente, Margaritopoulesal., (2007), analizé poblaciones ddyzus
persicae nicotianae en Grecia, usando los mismos 7 loci microsatélisgglos en este estudio,
encontrando una alta diversidad alelica (A) en ango de 4.2 a 5.6 respectivamente,

congruente a lo encontrado en este estudio, y dorie del 60% de los individuos sobre
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tabaco se reproducian por partenogénesis ciclidaoMét al. (2002), informé una diversidad
alélica de 5.2 para poblaciones partenogenéticlisas deMyzus persicae sobre su hospedero
primario (duraznero). Estos estudios han correteo la distribucién geografica de modos de
reproduccion con factores ambientales, en dongdartanogénesis obligada es menos frecuente
en inviernos severos, debido a que estos no produeevos resistentes al frio, mientras que
partenogénesis ciclica esta limitada por la didpba@d del hospedero primario, duraznero,
donde realiza reproduccién sexual (Wilsbral., 2002; Fentoret al., 2003; Guillemaudt al.,
2003; Vorburgueet al., 2003).

Asi también, otras especies de &fidos c@mabion avenae, en Francia presentd una
alta diversidad genética y genotipica (Simgnal., 1999), congruente a lo encontrado en
Grecia. En general, paises Europeos que preseittaas enediterraneos, se han caracterizado
por presentar de moderada a alta diversidad gengtienotipica, presentando toda la gama de
estrategias reproductivas, con un alto porcentajpadlaciones holociclicas. Por el contrario,
paises que presentan climas severos, caracterizamio'emperaturas de hasta -10°C, por
ejemplo Rumania, se ha informado una alta divedsiganética, (A= 8.8), mayor a las

informadas en otros paises Europeos con climagenedieos (Papuet al., 2003).

5.2. POTENCIAL ORIGEN DE Myzus persicae ssp. nicotianae EN CHILE.

En general, se ha observado que hay dos conseasigariéticas sobre las poblaciones
gue invaden una nueva region geografica: (i) pérdel diversidad genética, e (ii) incremento
de las distancias genéticas entre poblacionesnteai&nte establecidas con respecto a las

poblaciones en el area de origen (Le Corre & Krerh888). Estudios que han comparado



41

poblaciones en su rango nativo e introducido haeado una disminucion de los niveles de
diversidad genética en el rango introducido (St&rfeunnucks, 1993; Tsutset al., 2000).
Como lo informado por Downie (2002), para filoxela la vid Daktulosphaira vitifoliae),
gue en su rango nativo (Norte Ameérica) presentoraagor diversidad genética que en su
rango introducido, Asimismo se han realizado estu@én peces, como lo informado por
Lindholm et al., (2005) para guppyPecilia reticulata), que en su area introducida Australia
presenta una reducida diversidad genética compa@uareas de origen. Otro ejemplo lo
informo Grapputtcet al., (2005), para el escarabajo de la path#&pt(notarsa decemlineat),
donde Europa, su rango introducido, contenia sobb fraccion de la variabilidad genética
observada en su rango nativo, EE.UU. Estudios psem afidos, han comparado poblaciones
de Sitobion avenae de Chile y Francia, mostrando una reduccion 34% diversidad alelica
en Chile en comparacion con la poblacion Euromgmservando que eventos fundadores
reducen drasticamente la diversidad genética etagohes introducidas (Figuerca al.,
2005).

Estos resultados se ajustan a lo esperado comeaargia de una introduccion
reciente desde Norte América. La disminucion delilersidad genética, como muestra la
figura 2 donde se representa graficamente la distitin de la diversidad genotipica desde
Norteamérica hacia Sudamérica, acompafada de uanawiren la diferenciacion genética y
distancia genética, como muestra la figura 3, daggoblaciones Americanas, responderia a
sucesivos efectos fundadores desde Norteamériéa 8adamérica. La completa ausencia de
diversidad genotipica en Chile, sugiere ademashados eventos fundadores seria(n) de muy
reciente ocurrencia, lo que coincide con los amkeetes previos que informan la presencia de

esta especie solo desde fines de los afios novemntatés-Contreraat al., 2004).El modelo
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poblacional que mejor se ajusta a estas obsenexeEsel modelo de estructura poblacional de
“Stepping-stone” (Kimura & Weiss, 1964), el quedice que la dispersion es mas probable
gue ocurra entre subpoblaciones adyacentes, quesudpoblaciones mas distantes
geogréaficamente, presentando una disminucion dedaisidad genética y un incremento de las
distancias genéticas al aumentar la distancia gé&oar

Los sucesivos eventos fundadores en la invasiollydes persicae nicotianae desde
Norteamérica hacia Sudameérica. Seria resultada dsttecha relacion entre afidos y practicas
agricolas. Es asi como especies que mantienen stneche asociacion con el hombre,
presentan una mayor probabilidad de invadir nuendasientes (Elton, 1958), principalmente al
verse incrementada la posibilidad de ser transpastdeliberada o inadvertidamente durante el
intercambio comercial (Crooks & Suarez, 2006). Afidviajarian como verdaderos “polizones”
durante el transporte comercial, esto sumado dtawapacidad de dispersion por vuelos a
largas distancias ayudados por la columna de de@r movimientos a cortas distancias
(vuelos de reconocimiento) (loxdakt al., 1993). Asi como también, a su alta tasa de
reproduccion, han conferido a los &fidos el estdeiplaga, presentando un alto éxito en el
transporte, establecimiento y expansion en nuénees.

Adicionalmente, considerando que la mayoria défmos que constituyen plagas en
Norte América han introducido desde el Viejo Mun@backman & Eastop, 2000), estos
resultados sugieren una introduccién deyz0d persicae nicotianae a Norteamérica
posiblemente desde poblaciones con una mayor diedrgenética como la encontrada en
Grecia, pero la comparacion de poblaciones de Namérica con un mayor namero de
poblaciones de paises Europeos ,podria entreganfoéamacion sobre la introduccion de esta

subespecie a América.



43

5.3 PREDOMINANCIA DE UN GENOTIPO EN AMERICA Y LA HI POTESIS DEL

SUPERCLON

Las invasiones biolégicas son rapidos eventos &vokien donde las poblaciones
frecuentemente sufren los efectos fundadores dutantolonizacion, seguido por una rapida
expansion poblacional (Sakatial., 2001). El término “especie invasora” usualmeetecsiere
a una especie introducida que tiene un impactotivegsobre la biodiversidad, actividades
econdmicas y/o sobre la salud humana. La rapidarsign de especies exoéticas ha sido sobre
todo investigado desde un punto de vista ecolognentras que los aspectos evolutivos de las
invasiones han sido sustancialmente inexploradeseflal., 2002).

Una paradoja existe en biologia de invasionesnmgCdrganismos que sufren de un
cuello de botella poblacional, el que tipicamergetraduce en una fuerte disminucion de la
diversidad genética, un bajo potencial evolutivanybajo desempefio reproductivo, pueden
convertirse en especies persistentes y adaptadasvas condiciones ambientales? (Katbe
al., 2004, Frankhanet al., 2002). Potenciales soluciones para entender estd@a son
aportadas por los organismos asexuales 0 que pueddimar auto-fertilizacion. Estos se
caracterizan por poseer altas tasas reproductilasegiendo altas tasas de migracion que
permitan la ocurrencia de repetidas introducciosegeando de esta forma la baja diversidad
genética y la consanguinidad (Frankheinal., 2002). Existen muchos ejemplos de especies
introducidas que son persistentes y que en algeasss se desarrollan rdpidamente. Aunque
las reducciones de diversidad genética son tipioemeonsideradas perjudiciales, se conocen
ejemplos en que la pérdida de diversidad genétiara mostrado ser ventajosas sobre el

potencial invasor. Tal es el caso de la hormigaeAtiga Linepithema humile), para la cual la
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pérdida de diversidad genética, siguiente a lasidvahacia América del Norte ha resultado en
una reduccion de la agresion intraespecifica lldeaanla formacion de “Supercolonias”, clave
para el éxito ecoldgico (Tsutset al., 2000). Este ejemplo sugiere que algunas especies
tendrian una cierta habilidad para evadir y/o redios efectos de la pérdida de variacion
genética asociada con cuellos de botella durardaniroduccion (Huewt al., 2000). Asi, un
cuello de botella poblacional no necesariamenteafi la evolucion en las poblaciones
(Frankharret al., 2002).

Gracias al desarrollo de marcadores genéticosltderesolucion para estudios en
poblaciones de &fidos, se han informado genotipedopninantes y persistentes, ampliamente
distribuidos en espacio y tiempo, presentando natedeeproduccion asexual (Sunnueksl .,
1996; Fentoret al., 1998; Fulleret al., 1999; Wilsonet al., 1999; Haaclet al., 2000; Figueroa
et al., 2002; Llewellyret al., 2003; Figueroa et al., 2005). Estos genotipos,upar seleccion
clonal, promoverian la emergencia de “Superclofidgivellyn et al., 2003, Vorburgueet al.,
2003), que se caracterizan por una extensa disitbibugeografica y alto éxito ecoldgico
(Vorburgeret al., 2003; Figueroat al., 2005).

Los presentes datos revelan la existencia de oo @fon predominante en Chile, que
esta también presente en otros dos paises de Suclmégentina y Brasil, asi como también
en EE.UU. Esto representaria evidencia de un gematitamente exitoso, muy frecuente y
ampliamente distribuido a través de las poblaciatedlyzus persicae ssp. nicotianae en
América, presentando caracteristicas de un “Suj€roComo lo informara Vorburguet al.,
(2003a) paraMyzus persicae en Australia dos genotipos predominantes y ampliamente
distribuidos constituyeron mas del 40% de la maedsta situaciéon no es inusual en afidos.

Para el pulgon de los cereal€gobion avenae, también se ha sugerido la existencia de
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“Superclones”, observandose que 3 genotipos capstitmas del 80% de las poblaciones de
afidos sobre cereales en Chile, y que fueron erexdos sobre diferentes plantas hospederas y
zonas agroclimaticas (Figuereaal., 2005). De este modo, repetidos hallazgos indiagn q
linajes asexuales predominantes son caracterigticasuchas poblaciones de afidos.

El “secreto del éxito” de estas especies invasaasio el caso délyzus persicae
nicotianae, se deberia a que en su rango nativo, estas espedean exhibir toda la gama de
estrategias reproductivas incluyengartenogénesis ciclica (alternancia de varias geitares
partenogenéticas con una Unica generacion sexuoabdo holociclico) hasta la partenogénesis
obligada (partenogénesis permanente de hembrasdo amholociclico) (Moran, 1992; Simon
et al., 2002) Pero en una nueva area geografica, los afidogdegdan la reproduccion por
partenogénesis obligada o al menos funcional rggroduciéndose asexualmente cuando las
condiciones climéticas y de fotoperiodo se lo pem)i(Simonret al., 2002). Lo anterior, junto
a la alta capacidad de dispersion de los afidoseggpor vuelos directos 0 como consecuencia
de intercambios comerciales, permitiria que losotpos asexuales sean los mejores
colonizadores. Estos no tendrian problemas de &macanun conespecifico para aparearse, ni
de encontrar al hospedero primario para reprodisesualmente, en el caso de especies con

hospederos secundarios (Wilsaral., 2003), simplificando su estrategia reproductiva.
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5.4. CONCLUSIONES

Nuestros resultados sugieren una via de introdoaiGhile del &fiddMyzus persicae
nicotianae, desde Norteameérica hacia el Sudamérica, con émkda de diversidad genética y
aumento de las distancias genéticas entre pobkion

El modelo poblacional que mejor se ajusta a eskaervaciones, seria el modelo
“Stepping-stone”, que predice una pérdida de digdads genética y un incremento de la
diferenciacion genética a medida que aumenta fardi geogréfica.

Ademas, la presencia de un genotipo ampliamentehdiglo entre poblaciones y que
se encuentra en una alta frecuencia, apoyarigpddsis de la existencia de “Superclones”, la

gue predice genotipos con un amplio rango de distidon y un alto desempefio biologico.
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5.5. PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos enfatizan en la exploracié caracteristicas adaptativas,
para entender el rol de la evoluciéon en el éxitaesigecies invasoras corvyzus persicae
ssp. nicotianae , esto solo podria ser posible con una comparatggroblaciones en su rango
nativo y poblaciones introducidas. Tal informacidos proporcionaria perspectivas de las

caracteristicas ecoldgicas claves del éxito envasion.
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7. ANEXO
Listado de reactivos
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REACTIVO MARCA
Aceite mineral Promega
Acido acético 90% TCL
Archilamida: Bis Archilamida 19:1 TCL
Agarosa GibcoBRL
Acido nitrico TCL
Alcohol Etilico J.T. Backer
Azul de Bromofenol Sigma
Bind silane Sigma
Bromuro de Etidio Sigma
Buffer TAE 50X TCL
Buffer TBE 10X TCL
Carbonato de Sodio Riedel
Cloruro de Magnesio Sigma
Cloruro de Sodio Sigma
dNTP set PCR grade 100mM Invitrogen
Dodecil sulfato de sodio (SDS) Invitrogen
EDTA Sal Disédica:2H20 Sigma
Formaldehido 37% TCL
Formamida desionizada TCL




REACTIVO MARCA
Fragmentod DNA/ Hindlll Invitrogen
Glicerol Sigma
Hidroxido de Sodio Vetec
Ladder DNA 100 bp Invitrogen
Nitrato de Plata TCL
Persulfato de amonio Sigma
pPpGEM — 3ZF (+) Promega
Proteinasa K Sigma
Sigmacote Sigma
TEMED TCL
Trizma Base Sigma
Urea Vetec
Xileno Cianol Sigma
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