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RESUMEN

El presente trabajo de Tesis se basa en el estudio citogenético basico y evolutivo de
especies de Heteroptera fitéfagas de interés agroecondémico para nuestro pais. Se analizé el
complemento cromosémico y el desarrollo meiético de las siguientes especies: Hypselonotus
bitriangulifer bitriangulifer Berg (2n= 19/20= 16+2m+X0/16+2m+XX), Athaumastus haematicus (Stal,
1859), Leptoglossus impictus (Stal, 1859) y Phthia picta (Drury, 1770) (las tres especies poseen 2n=
21/22= 18+2m+X0, 18+2m+XX) (Coteidae); Largus fasciatus (Blanchard, 1843) y Largus rufipennis
Laporte, 1832 (ambas con 2n= 13/14= 12+X0/12+XX) (Largidae); Lygaens alboornatus
Blanchard, 1852 (2n= 12= 10+XY/10+XX) (Lygaeidae sensu lato); Dysdercus albofasciatus Berg,
1878 (2n= 12= 10+neoXY/10+neoXX), Dysdercus chaquensis Freiberg, 1948, Dysdercus imitator
Blote, 1931 y Dysdercus ruficollis (Linnaeus, 1764) (las tres especies con 2n= 13/14=
12+X0/124+XX) (Pyrthocoridae); Jadera haematoloma (Herrich-Schaeffer, 1847) 'y Jadera
sanguinolenta (Fabticius, 1775) (ambas con 2n= 13/14= 10+27+X0/10+27+XX) (Rhopalidae).

En este trabajo se han encontrado alteraciones numéricas y estructurales en las especies
analizadas de las familias Coreidae, Largidae, Lygaeidae y Pyrrhocoridae. Teniendo en cuenta el
namero cromosomico diploide modal para Coreidae, en Hypselonotus bitriangulifer bitriangulifer se
observo una fusién autosémica que trajo aparejado una reducciéon del numero de pares de
autosomas. Los resultados obtenidos en Lygaeus alboornatus (Lygaeidae) muestran que esta especie
posee el nimero cromosémico diploide mas bajo mencionado hasta el presente para la subfamilia
Lygaeinae, el cual se habria originado a partir del complemento cromosémico diploide atavico a
través de una fusion autosémica. En la poblacion de Largus fasciatus (Largidae) se encontré un
individuo portador de un cromosoma B, mientras que en una poblacién de Dysdercus albofasciatus
(Pyrrhocoridae) cuatro especimenes presentaron un cromosoma supernumerario, que por sus
caracteristicas se habria originado a partir de un autosoma. En una poblacion de Largus rufipennis
(Largidae) se encontré un individuo portador de una translocacién reciproca desigual entre dos
cromosomas no homologos de tamafo mediano. Finalmente, se encontraron individuos con
alteraciones en los cromosomas sexuales en especimenes de Jadera sanguinolenta 'y J. haematoloma,
los que presentaron un polimorfismo cromosémicoen relaciéon con el tamafio del cromosoma
sexual.

Con respecto a los sistemas cromosémicos de determinacion del sexo en Heteroptera, se
encontré un sistema sexual neo-XY en Dysdercus albofasciatus, que es original para el género, asi

como para la familia Pyrrhocoridae, y para Heteroptera en virtud de su origen.
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En la meiosis de Heteroptera es caracteristico que luego de paquitene siga el estadio difuso,
el cual presenta diferencias entre las especies. En Dysdercus chaguensis (Pyrrhocoridae) se observé la
ausencia de este estadio unicamente en especimenes pertenecientes a una poblacién endocriada,
mientras que estaba presente en poblaciones naturales.

La aplicaciéon de la técnica de impregnacion argéntica a células meidticas de Dsydercus
imitator (Pyrrhocoridae) permitié observar la presencia de varios cuerpos prenucleolares a lo largo
de toda la meiosis. El ciclo peculiar del nucléolo pudo relacionarse con caracteristicas del ciclo de
vida de la especie.

Se realiz6 la extraccion de ADN genémico total a partir de ejemplares enteros de
Athaumastus - haematicus, Hypselonotus ~ bitriangulifer ~bitriangulifer, 1Leptoglossus impictus, Phthia picta
(Coreidae), Largus fasciatus, Largus rufipennis (Largidae), Lygaeus alboornatus (Lygaeidae), Dysdercus
albofasciatus, Dysdercus chaquensis, Dysdercus imitator, Dysdercus ruficollis (Pyrthocoridae) y Jadera
sanguinolenta (Rhopalidae), mediante cuatro métodos distintos de extraccion. El andlisis
comparativo de los resultados obtenidos con cada uno de ellos mostré que la conservacion de los
especimenes en nitrégeno liquido (-196°C) serfa el procedimiento mas apropiado para el estudio
molecular y que el tratamiento con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico resulté ser el mas
satisfactorio para efectuar extracciones de ADN gendémico total.

Un método de purificacion adicional se aplico a las distintas muestras de ADN genémico
total mediante la precipitacién con espermina. Los datos resultantes permiten sefialar que este
método de purificacion adicional no contribuy6 significativamente a remover posibles sustancias
extraidas junto con el ADN.

Los resultados de la digestion con endonucleasas de restriccién de corte frecuente (Alu I,
Hinf I, Hae III, Taq I) y de corte infrecuente (BamH I, Bgl II, EcoR I, EcoR V, Hind 111, Pst I,
Sma I, Sal I, Xba I) mostraron, por un lado, que las endonucleasas reconocieron sitios especificos
de corte y, por el otro, que en ninguna de las especies estudiadas se observo la aparicion de un
patréon de bandas especificas. Estos resultados permiten poner en evidencia que sustancias
contaminantes, tales como polisacaridos, polifenoles, pigmentos, podrian interferir con la
extraccion y purificacion del ADN, obteniéndose como resultado un ADN de muy baja pureza
que no podria ser empleado en posteriores técnicas moleculares.

Durante la extraccciéon de ADN gendmico total de ejemplares de Jadera sanguinolenta
(Rhopalidae) se obtuvieron cuatro bandas de ADN de distintos pesos moleculares, sin digestion
con enzimas de restriccion. Los resultados obtenidos del empleo de estos fragmentos eluidos

como sondas o marcadores genéticos mediante la técnica de hibridacién 7 situ sobre cromosomas
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de células meidticas de J. sanguinolenta revelaron la presencia de sefiales de hibridacion localizadas
en la cromatina de estas células.

Finalmente, los datos obtenidos a partir de los estudios citogenéticos y citogenético-
moleculares contribuyen a ampliar los conocimientos existentes sobre las especies de
Heteroptera, a interpretar la historia evolutiva y a inferir hipdtesis acerca de algunos mecanismos
adaptativos y evolutivos involucrados en el origen de las variaciones intra e interpoblacionales en

las especies.
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INTRODUCCION

1. Generalidades de Heteroptera

Los primeros restos fosiles de insectos alados provienen del piso inferior del Carbonifero
Superior, incluyendo aquellos provenientes de localidades como Commestry, Westphalia, la
Cuenca de Kuznesk y Mazon Creek (Illinois, E.E.U.U) (Davies 1991). En particular, los
representantes de Heteroptera probablemente surgieron a partir  de antepasados
Protohomépteros antes del Pérmico, hace aproximadamente 280 millones de afios (Richards &
Davies 1983a). Segun Kukalova-Peck (1991), los primeros heteropteros datan del Pérmico
inferior y la gran diversificacion ocurre en el Mesozoico en asociacion con la emergencia de las
plantas con flores, a partir de lineas provenientes de los continentes Pangea, Laurasia o
Gondwana (Schuh & Slater 1995). Aunque los detalles de su origen no son claros, Schlee (1969)
considera que Peloridiidae (Homoptera) y Heteroptera tendrfan un antepasado comun. Las
Actinoscytidae (Pérmico Superior y Triasico), Ipsviciidae y Dunstaniidae (ambos Triasico) estan
entre los primeros heterdpteros fosiles; Heteroptera tiene ademas numerosos representantes del
Jurésico y Cretacico. No obstante, estos fosiles no han contribuido en gran medida a las teorfas
sobre la filogenia de Heteroptera, la cual depende ampliamente de las deducciones inferidas a
partir de aspectos de la morfologia y la taxonomia de las familias actuales (Richards & Davies

1983a).

1.1. Clasificacion y filogenia

Las primeras clasificaciones de los Heteroptera se basaron en un unico caracter
morfolégico, como son la estructura de las alas o las piezas bucales. De este modo, Linnaeus
(1758) fue el primero en incluir a las chinches verdaderas junto con las cochinillas, afidos y
pulgones dentro del grupo taxonémico superior Hemiptera, basindose en la estructura de las
alas. Ademas, reconoci6 la estructura caracteristica del rostro de los hemipteros, subdividiendo al
grupo en aquellos insectos con el rostro curvado (chinches verdaderas) y con el “rostrum
pectorale” (pulgones y otros Sternorrhyncha). Por su parte, Fabricius (1803) ubicé a estos
insectos en su grupo Rhyngota y reconocié 29 géneros, mientras que el naturalista francés
Latreille utilizé el término Hemiptera de Linnaeus para referirse al taxén Rhyngota de Fabricius.
En 1810, Latreille (1810) designé formalmente a los subgrupos Homoptera y Heteroptera y, con

posterioridad, subdividié a Heteroptera en Geocorisae e Hydrocorisae basandose en la estructura
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de la antena. Cinco décadas después, Fieber (1861) introdujo los términos descriptivos
Gymnocerata y Cryptocerata para Geocorisae e Hydrocorisae, respectivamente. La primera
clasificacién mas inclusiva sobre las familias de Heteroptera fue publicada por Amyot y Serville
en 1843 (1843). Aunque muchos de los nombres incluidos han entrado en desuso por ser
descriptivos, la clasificaciéon de Amyot y Serville fue un avance fundamental para la nomenclatura
moderna de las familias de Heteroptera. Por dltimo, cabe destacar que no todos los autores
subsiguientes utilizaron dicha nomenclatura; por ejemplo, el término Hemiptera ha sido aplicado
por los autores norteamericanos para denominar a las chinches verdaderas (subgrupo
Heteroptera de Latreille) como un orden coordinado con Homoptera, mientras que la mayoria de
los autores europeos han considerado a los términos Heteroptera y Homoptera como dos
subgrupos dentro del grupo Hemiptera, y los autores modernos como Borror, Triplehorn y
Johnson (1989) han argumentado que el taxén Heteroptera deberfa ser denominado Hemiptera y
ser tratado al nivel taxonémico de orden (Schuh & Slater 1995). Si bien no existe un acuerdo
completo entre los especialistas sobre el sistema de clasificacién, Schuh y Slater (Schuh & Slater
1995) reconocen como grupos monofiléticos a Hemiptera semsu Jato, Coleorthyncha y
Heteroptera, y se refieren a ellos con términos que proceden de larga data, independientemente
de su categoria taxonémica.

La clasificaciéon utilizada en el presente Trabajo de Tesis Doctoral corresponde a la

descripta por estos ultimos autores (Schuh & Slater 1995).

1.2. Caracteristicas Biolégicas

Los heterépteros se caracterizan morfolégicamente por presentar una cabeza de
disposiciéon prognata, ojos compuestos generalmente bien desarrollados y dos ocelos ubicados
entre o detras de los ojos compuestos en el estado adulto. Ademas, poseen una gula muy
desarrollada y esclerotizada, una regién clipeal mas o menos prominente y un labro de forma
triangular por debajo de ella (Richards & Davies 1983a, Schuh & Slater 1995). El aparato bucal es
de tipo picador-suctor con cuatro estiletes, adaptado para perforar los tejidos animales o vegetales
y chupar sus fluidos. El primer par de estiletes son las mandibulas, externas, que pueden estar
dentadas en su extremo y el segundo par son las maxilas, internas, que no poseen palpos
maxilares. Las mandibulas son los principales érganos perforadores y a continuacion, las maxilas
se introducen en la picadura funcionando como una estructura de una sola pieza. Durante el

reposo los estiletes estan envueltos por el labio tubular, que puede ser recto o curvo, con tres o
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cuatro segmentos, y carece de palpos labiales (Richards & Davies 1983a, Davies 1991, Schuh &
Slater 1995). Las antenas de los heteropteros estan constituidas por escapo, pedicelo, basiflagelo y
distiflagelo; sin embargo, puede tener lugar la formacién o subdivision de escleritos adicionales
durante el desarrollo postembrionario, como asi también, la pérdida o fusién de segmentos
(Schuh & Slater 1995).

En el térax, el par anterior de alas puede presentar una textura uniforme o tegminal, como
en los grupos filogenéticamente mas primitivos, o puede ser en forma de hemiélitro, que se
caracteriza por estar dividido en una porcion anterior de naturaleza coridcea y una porcion
posterior membranosa; con respecto al par posterior, es de naturaleza exclusivamente
membranosa en todos los integrantes que lo presentan. Asimismo, este par de alas membranosas
esta frecuentemente sujeto a una disminucion sustancial de su tamafio, o incluso su pérdida total.
En reposo, las alas se disponen horizontalmente sobre el cuerpo con los apices superpuestos
(Schuh & Slater 1995). Las patas de los heterépteros muestran una notable diversidad estructural
dentro y entre los grupos, correlacionada en gran parte con los habitos de vida; entre ellas
podemos mencionar patas cursoriales, natatorias, raptoras y fosoriales (Schuh & Slater 1995).

La estructura mas simple del abdomen pregenital en Heteroptera consiste de 7 segmentos
en las hembras y de 8 en los machos. La armadura genital del macho consiste de una capsula
genital o pigoforo conteniendo al falo en su interior, que esta usualmente compuesto de un
aparato basal articulado al cual se unen el 6rgano intromitente o edeago y los parameros o
claspers. El conducto eyaculador pasa a través del foramen basal hacia el lumen del 6rgano
intromitente, dentro del cual forma el conducto seminifero. Este conducto puede estar
modificado en la regién proximal formando un reservorio eyaculador o vesicula seminifera. Los
testiculos normalmente estan formados por 2 a 7 foliculos testiculares. En cada foliculo testicular
se pueden distinguir la zona del germario, donde se encuentran las células germinales
primordiales o espermatogonias; la zona de crecimiento, donde las espermatogonias aumentan de
tamafio, experimentan mitosis y se transforman en espermatocitos; la zona de division y
reduccion, donde tiene lugar la meiosis y los espermatocitos dan lugar a las espermatidas y por
ultimo, la zona de transformacion donde las espermatidas se diferencian en espermatozoides. Las
hembras poseen un par de ovarios formados frecuentemente por un numero variado de ovariolas
acrotroficas, desde 2 hasta 17, en donde las células nutritivas estan confinadas a la region apical o
del germario, y quedan conectadas con los oocitos por medio de cordones citoplasmaticos
(Richards & Davies 1983a, De La Fuente 1994, Schuh & Slater 1995). De cada ovario parte un
oviducto y ambos confluyen sobre la linea media del cuerpo, fusionandose en un oviducto impar

comun. En este oviducto puede diferenciarse la espermateca o reservorio de almacenamiento del



Citogenética Basica y Evolutiva de Heterdpteros Fitdfagos de Interés Agroecondmico de la Argentina 4

esperma, que esta presente primitivamente en Heteroptera y presenta una estructura caracteristica
y diversa de un grupo a otro (Pendergrast 1957, De La Fuente 1994, Schuh & Slater 1995). El
ovipositor esta compuesto por las valvas o gonapofisis anteriores y posteriores, usualmente
fusionadas a las primeras y segundas valviferas o gonocoxas, respectivamente (Schuh & Slater
1995).

La reproduccion sexual en Heteroptera es anfigbnica y en su gran mayoria son oviparos,
aunque el viviparismo se presenta en Polyctenidae (Cimicoidea). Los huevos muestran una
considerable diversidad de forma y estructura coriénica y difieren en los mecanismos de
respiracioén, fecundacion y eclosion (Rizzo 1976, Richards & Davies 1983a). El desarrollo
postembrionario es gradual y la metamorfosis es directa denominandose heterometabolia. Las
fases inmaduras o estadios ninfales son muy similares en el aspecto general y en la forma de vida
a los adultos, hablandose en este caso de paurometabolia. I.a mayoria de los heterépteros pasa
por cinco estadios ninfales antes de alcanzar el estado adulto. Las ninfas sélo difieren del adulto
por presentar un desarrollo incompleto de las alas y de los genitales, coloraciones a veces
diferentes y durante el primer estadio viven en forma frecuentemente gregaria para luego
dispersarse. Ademas, presentan ojos compuestos, aumentan gradualmente de tamafio en cada
muda y el aparato bucal y los habitos casi siempre son similares a los del adulto (Richards &
Davies 1983a).

La mayorfa de las chinches presentan glandulas odoriferas o repugnatorias de disposicion
dorsal en el abdomen de los estadios ninfales, que se abren al exterior a través de cuatro ostiolos,
y de disposicion ventrolateral en el torax de los adultos, en los cuales se comunican al exterior por
medio de dos ostiolos ubicados en las metapleuras (Schuh & Slater 1995). Las secreciones son
repelentes y, en cantidad suficiente, pueden paralizar predadores potenciales al entrar en el
sistema traqueal, aunque los heterépteros que las producen son ampliamente resistentes a sus
efectos. En algunas especies estas glandulas se encuentran sélo en los machos, lo cual sugiere que
sus secreciones pueden tener un papel epigaimico (Richards & Davies 1983a).

El tiempo evolutivo extenso de Heteroptera y su aparente adaptabilidad han dado como
resultado una extrema diversidad estructural y biolégica, evidenciada por ser el grupo mas grande
y diverso de insectos con metamorfosis directa. La mayoria de sus 75 familias, con mas de 38.000
especies nominales conocidas hasta el presente, se hallan distribuidas en numerosas islas y en
todos los continentes, excepto en el Antartico (Schuh & Slater 1995). Ningun otro gran grupo de
insectos ha utilizado tan exitosamente la enorme variedad de habitats como lo ha hecho
Heteroptera. Algunas especies presentan una relaciéon de comensalismo con hormigas y termitas e

incluso, otras conviven con arafas. Hay especies adaptadas a vivir en el medio acuatico, mientras
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que otras habitan la superficie del agua; ciertas especies viven como parasitos de aves y
mamiferos y hay muchas especies que predan a otros artrépodos (Schuh & Slater 1995).

Entre los habitos de alimentacion presentes en Heteroptera, se pueden mencionar especies
fitofagas, predadoras y hematofagas, siendo fitoéfagos la mayoria de los representantes de este
grupo (Schuh & Slater 1995). Por otro lado, numerosas especies predadoras se alimentan de otros
insectos o de otros artropodos, como por ejemplo la mayoria de los miembros de Geocorinae; y
finalmente las especies hematéfagas se alimentan de sangre de vertebrados, destacandose algunas
especies de Triatominae que son vectores de la enfermedad de Chagas en América del Sur (Schuh
& Slater 1995). Las principales caracteristicas adaptativas que exhiben estos insectos en sus
diversos habitos fitbfagos son: la estructura de sus piezas bucales y el mecanismo que emplean
para ingerir el alimento, los procesos sensoriales y de comportamiento que utilizan para
seleccionar o reconocer su alimento, y la fisiologia de su sistema digestivo, incluyendo las
enzimas, los mecanismos de degradaciéon y la asociacién con microorganismos simbidticos
implicados en la digestion y nutricion (Davies 1991). Una caracteristica sorprendente de las
relaciones entre insectos y plantas es la preferencia que tienen muchos de ellos por una gama muy
restringida de ellas, lo que a veces implica un alto grado de especificidad entre el hospedador y el
huésped (Davies 1991). Sin embargo, existen al mismo tiempo algunas especies que pueden vivir
y desarrollarse con éxito sobre una amplia gama de vegetales (Davies 1991). Los mecanismos de
seleccion de huésped son numerosos y muestran claras diferencias de una especie a otra, pero los
componentes implicados mas importantes son las respuestas a los estimulos visuales, olfativos y
gustativos, y algunos de ellos pueden actuar a distancias de varios metros, mientras que otros
actuan a distancias menores o sélo son efectivos una vez que el insecto ha efectuado una prueba
alimentaria (Davies 1991). Si bien no todas las especies fitofagas deben ser consideradas plagas, gran
parte de las estudiadas hasta el presente si lo son y varias se caracterizan por atacar plantas cultivadas

de gran valor econémico (Leach 1940, Carter 1962).

1.3. Importancia Agroeconomica de especies de las familias Coreidae, Largidae,

Lygaeidae, Pyrrhocoridae y Rhopalidae para la Argentina

Los insectos heterépteros fitéfagos producen enormes dafios al alimentarse de las distintas
partes de las plantas, principalmente tallos j6venes, yemas, capullos, flores, semillas y hojas, los cuales
involucran el deterioro parcial o generalizado de la planta, pudiendo conducir a la muerte del vegetal.

Este dafio es causado basicamente por la inoculacion sobre el vegetal de bactetias y/o vitus, los que
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en forma secundaria producen y agravan el efecto deletéreo, o por la succiéon de savia durante el
proceso de alimentacion, lo que puede producir clorosis, accion irritante o toxica (Davies 1991).
Varias especies de las familias Coreidae, Largidae, Lygaeidae, Pyrrhocoridae y Rhopalidae son
verdaderas plagas de cultivos de gran valor agroeconémico para nuestro pais.

Dentro de la familia Coreidae, varias especies de los géneros cosmopolitas L eptoglossus y
Leptocorisa atacan a los cultivos de algoddn, tomate, papa, zapallo, arroz, naranja y durazno,
produciendo pérdidas anuales considerables (Bosq 1937, 1940, Rizzo 1976). En particular,
Leptoglossus impictus, vulgarmente conocida como "chinche foliada" o "chinche de la papa", tiene una
amplia distribuciéon en nuestro pafs y ocasiona dafios de importancia en Solanaceas, ya que por
efecto de su ataque el follaje de las plantas se seca parcial o totalmente (Bosq 1937, 1940, Rizzo
1976). La especie Athaumastus haematicus, conocida como "chinche roja", "chinche sanguinolenta” o
"chinche del poroto”, se distribuye desde Rio Negro hasta el norte argentino y es una chinche que
frecuentemente se encuentra en cultivos horticolas y en algunos industriales. Entre sus plantas
huéspedes cultivadas cabe mencionar girasol, zapallo, acelga, batata, maiz, soja, poroto, tomate,
tabaco, alfalfa y papa. Los dafios registrados se refieren principalmente a marchitamiento de hojas y
brotes, que pueden llevar a la considerable disminucién de los rendimientos (Bosq 1937, 1940, Rizzo
1976). Entre los hospedadores de la “chinche del tomate” o Phthia picta, cabe mencionar al tomate,
varias especies del género Solanum y las cucurbitaceas. Al penetrar con sus estiletes bucales a los
frutos del tomate los irritan, rajan y secan; ademas, pueden provocar el marchitamiento de los brotes
(Rizzo 1976).

Entre las numerosas especies del género Largus, pertenecientes a la familia Largidae, sélo
algunas perjudican plantas cultivadas en nuestro pais. Largus fasciatus ha sido encontrada en los
cultivos de duraznos, la chilca y los alfalfares. Al succionar los frutos maduros del durazno provoca
la podredumbre o destruccion de la planta por accidén de otros parasitos, que penetran a través de las
perforaciones producidas por los estiletes bucales. Largus humilis es una especie polifaga, que ha sido
encontrada sobre Senecio brasiliensis, batata y arboles frutales; Largus rufipennis ataca al tabaco y también
ha sido encontrado sobre Senecio brasiliensis.

Desde el punto de vista agricola, dentro de la familia Lygaeidae es importante destacar a
Nysins simmnlans, "chinche diminuta" o "chinche pequefia", especie que se alimenta de la savia de
diversas plantas cultivadas, especialmente de la papa. Ademas, suele atacar los cultivos de algodén,
arroz y maiz y las plantas silvestres. Aunque sus dafios por lo general pasan inadvertidos, cuando sus
ataques son intensos se observa un desmejoramiento de los cultivos. Su dafio radica
fundamentalmente en la transmision y difusion de enfermedades virales a través de sus picaduras,

muy comunes en cultivos de papa. Otra especie del mismo género N. major, conocida como
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"chinche mayor", suele encontrarse en cultivos de papa, lechuga, alfalfa, entre otros, y en la
vegetacion silvestre. Por otra parte, Blissus bosqi produce en las gramineas manchas cloréticas
caracteristicas por la inoculacién de saliva altamente toxica para las hojas que ataca, y se halla
distribuida en Buenos Aires, delta del Parana e isla Martin Garcia (Bosq 1937, 1940, Rizzo 1970).

En la familia Pyrrhocoridae, casi todas las especies del género Dysdercus son consideradas
plagas importantes para la agricultura del pais. Se han encontrado ejemplares de Dysdercus chaguensis
alimentandose no solo del algodon sino también de otras malvaceas y de palo borracho. Entre sus
efectos mas importantes se encuentran la introduccion de bacterias y esporos en los capullos
inmaduros, que conducen a su podredumbre interna general, y la tincién de las fibras por una
estigmatomicosis. Esta enfermedad es producida por hongos y bacterias, sefialandose en especial al
hongo Nematospora gossypii Ashly & Nowell, siendo la chinche portadora mecanica de los esporos de
este hongo (Bosq 1937, 1940, Rizzo 1976). Por el contrario, si el ataque se produce sobre los
capullos abiertos, el insecto al succionar las semillas extrae aceite y con sus deyecciones mancha al
algodén (Da Costa Lima 1940). De modo semejante, Dysdercus longirostris ataca a los naranjos y al
introducir sus estiletes en las cascaras de los frutos los lesiona al alterar su color en torno a las
perforaciones. Ademas, induce a una podredumbre prematura del fruto debido a la introduccion de
esporos de Penicillium italicum Wehmer y P. digitatum Sacc.; las pérdidas que llega a ocasionar son
mayores de 20% por cajon de fruta estacionado (Gomez 1938).

Al nivel de los Rhopalidae, una especie de amplia distribucion desde América del Norte hasta
Patagonia es Corizus (Niesthrea) sidae (Fabricius) pictipes (Stal), llamada vulgarmente "chinche negra de
la alfalfa". Si bien esta especie puede ser encontrada en el algodon y en otros cultivos, generalmente
vive sobre la pradera natural perjudicando los pastos tiernos, y cuando invade los alfalfares, perjudica
en forma apreciable los rendimientos de heno y muy principalmente la cosecha de semilla. En este
grupo cabe mencionarse ademas Jadera sanguinolenta encontrada en abundancia sobre el algodén y la

alfalfa (Bosq 1937, 1940, Rizzo 1970).

2. Antecedentes Citogenéticos de Heteroptera

Los estudios citogenéticos en Heteroptera se iniciaron cuando Henking (1891), a través de
sus estudios sobre la meiosis masculina de Pyrrhocoris apterus (Pyrrhocoridae), sefialé la presencia
de un elemento cromatinico peculiar, el cromosoma sexual, el cual mostraba un comportamiento
diferente del de los demas cromosomas durante la espermatogénesis, de manera que al final del

proceso meidtico se formaban dos clases de espermatidas, unas con 11 cromosomas y otras con
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12 cromosomas, uno de los cuales era el aludido “elemento cromatinico peculiar”. A principios
del siglo XX, Montgomery (1901a, b, 1906) y Wilson (1905a, b, 1906, 1909a, ¢, 1911, 1912), asi
como Gross (1904a, b, 1907, 1912), Foot y Strobell (1907a, b, 1912, 1914), Payne (1909, 1910,
1912) y Browne (1910, 1913, 1916), entre otros, contribuyeron de manera sustancial a los
estudios citogenéticos en Heteroptera, brindando numerosos aportes para el conocimiento sobre
la estructura y organizacién de sus cromosomas, la constitucién cromosémica y su
comportamiento durante la divisién celular de aproximadamente 1.200 especies pertenecientes a
46 familias. A su vez, proporcionaron el impetu necesario para los estudios citogenéticos
posteriores en Heteroptera (Ueshima 1979, Manna 1984). Sobre la base del nimero de especies
descriptas taxonémicamente dentro de Heteroptera, se desprende que los antecedentes desde el
punto de vista citogenético constituyen una verdadera limitacién para establecer relaciones
evolutivas entre los diversos taxa, debido a que la informacién disponible es escasa para muchas

familias, mientras que para otras es heterogénea, e incompleta (Manna 1984).

2.1. Cromosomas holocinéticos

Una de las particularidades citogenéticas mas importantes de Heteroptera es el caracter
holocinético de sus cromosomas. Los cromosomas holocinéticos se caracterizan por carecer de
una constricciéon primaria y, por lo tanto, de un centrémero localizado. Si bien este tipo de
cromosomas ha recibido diferentes denominaciones, como “cromosomas holocéntricos”, o “con
centrémero o cinetocoro difuso”, o “no localizado”, el término mas apropiado seria el de
cromosomas holocinéticos (Bauer 1952, Sybenga 1972), dado que implica que la actividad
cinética se encuentra distribuida en toda la longitud del cromosoma y no limitada a una regién
discreta como ocurre en los cromosomas monocinéticos 0 monocéntricos.

Los cromosomas holocinéticos se han descripto en una variedad de grupos no
relacionados, como en unos pocos grupos de plantas monocotiledéneas (Grant 1989) y de
invertebrados (White 1973). En el reino vegetal se pueden mencionar los géneros Lugulay Juncus
(Juncaceae) (Malheiros-Gardé & Gardé 1951, Nordenskiold 1951, Léve et al. 1957, Nordenskiold
1962), siendo el primero de ellos uno de los mas estudiados; también se han descripto en los
géneros Carex, Eleocharis, Rhynchospora, Cyperus y Scirpus (Cyperaceae) (Love et al. 1957, Strandhede
1965, Lucefio et al. 1998, Dopchiz et al. 2000) y en dos especies del género Chionographis
(Liliaceae) (Tanaka & Tanaka 1980). En el reino animal, y en particular entre los insectos, los

cromosomas holocinéticos son caracteristicos de Heteroptera, Homoptera, Lepidoptera,
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Trichoptera (Wolf et al. 1997) y Odonata (Hughes-Schrader 1942, Halkka 1959, Murakami &
Imai 1974, Kiauta 1975, Ueshima 1979); ademas, se encuentran en las pocas especies estudiadas
de Phthiraptera (Bayreuther 1955, Scholl 1955) y Psocoptera (Mesa et al. 1991, Tombesi et al.
1999, Golub & Nokkala 2001). Los escasos estudios realizados en el orden Dermaptera, al igual
que en unas pocas especies de la clase Chilopoda, parecen indicar que estos taxa también poseen
cromosomas holocinéticos (Ogawa 1954, Suomalainen 1966, Ortiz 1969). Dentro de la clase
Arachnida, el orden Acari (Keyl 1957, Pijnacker & Ferwerda 1972, Helle & Wysoki 1983), la
familia Buthidae del orden Scorpionida (Shanahan 1989) y las especies analizadas hasta el
presente de Dysderidae y Segestriidae del orden Araneae también presentan este tipo de
cromosomas (Benavente 1982, Rodriguez Gil et al. 2002). Por ultimo, todos los nematodes
poseen también cromosomas holocinéticos, siendo los géneros Parascaris, Ascaris y Caenorbabditis
los mas estudiados (Albertson & Thompson 1982, Goday et al. 1985, Pimpinelli & Goday 1989).

A mediados del siglo XX, aun existia controversia con respecto al tipo de cromosomas que
poseen los representantes de Heteroptera. Mendes (1949) y Parshad (1957a) sostenian que estos
cromosomas eran monocéntricos debido a que observaban una conspicua constriccion
subterminal en metafase mitética y, por ende, una supuesta constriccion primaria. Por otro lado,
Piza (1953) sostenia que los cromosomas de Heteroptera eran dicéntricos, basandose en sus
observaciones de una restricciéon de la actividad cinética a cada extremo cromosémico durante la
meiosis.

Hughes-Schrader y Schrader (1941, 1947, 1948, 1953, 1961) propusieron la existencia de un
cinetocoro difuso o de una actividad cinetocorica difusa, debido a que la unién de las fibras del
huso ocurria a lo largo de toda la superficie del cromosoma. Con el fin de demostrar su hipétesis,
Hughes-Schrader y Schrader (1961) irradiaron ninfas y adultos de tres especies de Pentatomidae,
Euschistus servus, E. tristignus y Solubea pugnax (Schrader 1940, Hughes-Schrader & Schrader 1956,
1957). Estos autores observaron que los fragmentos cromosomicos resultantes del efecto
deletéreo de las radiaciones ionizantes, en general presentaban un comportamiento normal
durante las mitosis, y una aparente capacidad de perpetuarse a lo largo de varias generaciones
celulares. En contraste, el comportamiento durante la meiosis no era tan regular debido a la
ocurrencia de alteraciones estructurales como consecuencia propia de la irradiacion,
principalmente deleciones y translocaciones, y de la formaciéon de multivalentes detectados en
diacinesis, que daban como resultado la observacién de aglutinamiento y movimiento rezagado
de los cromosomas, asi como la formaciéon de puentes en anafase I. A pesar de estas
irregularidades meidticas, muy raramente observaron la eliminacién completa de un cromosoma

o un fragmento por falla en su incorporaciéon en uno de los nucleos telofasicos. Cuando sélo se
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fragmentaba el cromosoma X, el comportamiento meidtico era totalmente normal, y en cuanto a
los fragmentos de cromosomas autosémicos, la orientaciéon y la unién de las fibras del huso
también eran normales. Finalmente, concluyeron que los fragmentos libres provenientes tanto de
la ruptura de los cromosomas sexuales como de los autosomas en los Heteroptera podian
perpetuarse durante la mitosis y la meiosis (Hughes-Schrader & Schrader 1961). A partir de estas
observaciones, Hughes-Schrader (1948) postulé una serie de caracteristicas para distinguir
claramente los cromosomas holocinéticos de los cromosomas monocéntricos:

(1) cada cromosoma se orienta con su ¢je longitudinal en dngulo recto con respecto al eje

polar en la metafase mitotica;

(2) ninguna constriccioén primaria esta presente durante la mitosis;

(3) las fibras del huso se disponen a lo largo de cada cromatide y, por ello, las cromatides se

separan por disyuncion paralela en anafase mitotica;

(4) la terminalizacién de los quiasmas se completa hacia diacinesis tardia.

Con posterioridad, estas caracteristicas y la naturaleza holocinética de los cromosomas en
Heteroptera fueron corroboradas por numerosos investigadores (Heizer 1950, Halkka 1956,
Lewis & Scudder 1958, Wolfe & John 1965, Ueshima 19664, b, .a Chance et al. 1970).

A nivel ultraestructural Buck (1967), trabajando con Rhbodnins prolixus (Reduviidae), observéd
una extensa capa de material electrodenso sobre los cromosomas mitoticos, a la cual se unfan las
fibras del huso, e interpreté a dicha estructura como el cinetocoro de los cromosomas
holocinéticos. Sin embargo, esta capa de material electrodenso no se observaba en los
cromosomas meidticos. Asimismo, Comings y Okada (1972) observaron en Oncopeltus fasciatus
(Lygaeidae) que tal estructura se extendia hasta 75% de la longitud total de los cromosomas
mitéticos, pero nuevamente no se observaba en meiosis. Por su parte, Ruthman y Permantier
(1973) encontraron que en Dysdercus intermedius (Pyrrthocoridae) esta estructura cubria inicamente
4,2% del total de un cromosoma en mitosis y por sus dimensiones recordaba los cinetocoros de
los cromosomas con centromero localizado. Mas recientemente, Motzko y Ruthmann (1984)
realizaron un estudio ultraestrucutural mas detallado de la arquitectura del huso en Dysdercus
intermedins. De acuerdo con estos autores, en la metafase mitética la superficie polar de los
cromosomas presenta pequefios cinetocoros trilaminares. Dado que los extremos cromosémicos
se conectan unos con otros en la prometafase, todo el conjunto de cromosomas se ubica en el
plano de la placa metafasica y las placas hijas se separan paralelas entre si en anafase, como si se

tratara de grandes “cromosomas compuestos policéntricos” (Motzko & Ruthmann 1984).
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Por un lado, los resultados obtenidos por algunos investigadores no parecen concordar
plenamente y, por otro lado, han aparecido muy pocos trabajos que intentan analizar las
caracterfsticas de estos cromosomas a nivel ultraestructural (Buck 1967, Comings 1972,

Ruthmann & Permantier 1973, Solari 1979, Motzko & Ruthmann 1984, Solari & Agopian 1987).

2.2. Comportamiento mitético de los cromosomas holocinéticos

Los cromosomas mitéticos de células somaticas han sido raramente estudiados en
Heteroptera, excepto en algunas células embrionarias (Hoy 1914, Papeschi 1992). Los
cromosomas metafasicos mitoticos no muestran tendencia a adoptar una configuracion de tipo
radial o algin otro tipo de disposicion en el plano ecuatorial, en contraste con las metafases
meioticas de la mayoria de las familias de Heteroptera (White 1973, Manna 1984). En algunos
casos los cromosomas mayores, cuando existen, pueden ocupar el centro de la placa metafasica
rodeados por los cromosomas de menor tamafio (White 1973). El hecho de que los cromosomas
holocinéticos presenten actividad cinética distribuida en toda su longitud determina que en la
metafase mitotica se ubiquen en el plano ecuatorial con su eje mayor perpendicular al huso
mitético y que en anafase migren las cromatides en forma paralela entre si y perpendiculares al eje
del huso. Si bien estas caracteristicas morfologicas y de comportamiento mitdtico se han
observado en todos los organismos con cromosomas holocinéticos, en muchos casos no resultan
evidentes debido a que este tipo de cromosomas son generalmente muy pequefios e incluso a

veces isodiamétricos (Papeschi 1992).

2.3. Orientacion de los cromosomas meioticos

Con respecto a la orientaciéon de los cromosomas meidticos, los términos division
reduccional y divisién ecuacional se aplicaron para distinguir a las dos divisiones meidticas y se
refieren a la separacién de segmentos homologos de cromatides no hermanas o de segmentos
hermanos de las cromatides durante anafase, respectivamente. De acuerdo al orden en el que
acontecen estas divisiones, se denomina meiosis pre-reduccional cuando la reduccién ocurre en la
primera division meidtica y meiosis post-reduccional cuando sucede en la segunda division

meiotica (Battaglia & Boyes 1955).
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Sin embargo, teniendo en cuenta lo sugerido por Ris (1942), los términos pre-reduccion y
post-reduccion de los cromosomas pierden su significado cuando ocurre entrecruzamiento,
excepto en los organismos con cinetocoros localizados donde aun se pueden mencionar pre-
reduccién y post-reduccion del cinetocoro. Por tal motivo, en los organismos con cromosomas
holocinéticos, dado que no existen centrémeros de referencia, debe buscarse otro criterio para
describir el comportamiento de los bivalentes en las dos divisiones meidticas (Ris 1942).

Battaglia y Boyes (1955) sugirieron que la distinciéon entre los términos pre-reduccion y
post-reduccion tiene un significado general y un valor real. Después del apareamiento
cromosomico durante la meiosis pueden ocurrir uno u otro de los siguientes acontecimientos:

(1) la disyuncién de cromosomas homdlogos, usando el plano de apareamiento como el plano de

divisién;

(2) la division de cromdtides hermanas, utilizando el plano de replicacion entre ellas como plano

de separacion.

Segun el orden en que ocurran estos procesos, la meiosis es pre-reduccional si la disyunciéon
de los cromosomas homologos acontece en la primera division meidtica y la divisién de las
cromatides hermanas en la segunda; mientras que la meiosis es post-reduccional, si la divisiéon de
las cromatides hermanas se produce en la primera y la disyuncién de los cromosomas homélogos
en la segunda division meidtica (Battaglia & Boyes 1955). Hasta el presente, los casos de meiosis
post-reduccional en organismos con cromosomas holocinéticos han sido descriptos en
Homoptera (Coccidae, Aphididae) (Ris 1942, Hughes-Schrader 1948, Helenius 1952), en el orden
Odonata (Oksala 1943, 1944, 1945, 1948, 1952, Mola 1995) y en el orden Lepidoptera
(Suomalainen 1953). Dentro del reino vegetal, este tipo de meiosis ha sido descripto en los
géneros Luzgnla (Juncaceae) (Malheiros et al. 1947) y Carex (Cyperaceae) (Wahl 1940, Battaglia &
Boyes 1955).

Desde un punto de vista citolégico, existe una diferencia entre la primera division meidtica
en la cual las dos cromatides del mismo lado del plano de formacién del quiasma se dirigen hacia
el mismo polo, y la primera divisién en la cual dichas cromatides se dirigen hacia polos opuestos.
En el primer caso, los bivalentes se orientan axialmente con respecto al huso, i.e., con su eje
mayor paralelo al eje polar, correspondiendo a una meiosis pre-reduccional; mientras que en el
segundo caso, los bivalentes se orientan ecuatorialmente, i.e., con su eje mayor perpendicular al

huso, siendo una meiosis post-reduccional (White 1973) (Figura 1).
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Figura 1. Formas de orientacién de un bivalente con un quiasma en metafase I en organismos con
cromosomas holocinéticos

Por su parte, Darlington (1937) propuso los términos co-orientacién y auto-orientacion
para definir la orientacién de los bivalentes, que serfan equivalentes a los términos orientacion
axial y ecuatorial, respectivamente (White 1973). La terminologia propuesta por Darlington fue
definida respecto al comportamiento de los centrémeros en los cromosomas con centrémeros
discretos, no siendo posible extender su aplicacion a los cromosomas holocinéticos (White 1973).

De acuerdo con White (1973), cuando los bivalentes holocinéticos se orientan axialmente y
presentan una completa terminalizacion de los quiasmas en metafase I, desaparecen las
conexiones terminales entre los telémeros durante anafase I; pero cuando se orientan
ecuatorialmente desaparece la asociaciéon entre las cromatides hermanas en anafase I. Esta
distincioén entre los dos tipos posibles de orientacién de los bivalentes parece tedricamente clara.
Mas en la practica, especialmente con los cromosomas metafasicos pequefios y fuertemente
condensados que son frecuentes en estos grupos de insectos, se encontraron grandes dificultades
para determinar con exactitud el tipo de orientacion que presentan (Ueshima 1963a, White 1973).

En Heteroptera la orientacion axial parece ser la regla en la espermatogénesis, pero segun
Helenius (1952) y Halkka (1956) en la oogénesis de algunas especies de Lygaeidae aconteceria,
aparentemente, una orientacién ecuatorial. A partir del estudio de la meiosis de la progenie
hibrida entre hembras de Cimex antennatus (2n= 24= 22+XX) y machos de C. incrassatus 2n= 22=
20+XY) y otros cruzamientos del complejo C. pilose/lus (Cimicidae), Ueshima (1963a) ha brindado
una evidencia clara sobre la orientacién axial de los bivalentes en la espermatogénesis de
Heteroptera. En la meiosis de la progenie hibrida observé la formacion de nueve bivalentes, un
trivalente y los univalentes sexuales X e Y. Ademas, ocho de los nueve bivalentes eran
heteromorficos y cada uno estaba formado por dos cromatides pequefas situadas a un lado del

quiasma y dos grandes situadas al otro lado; el trivalente estaba formado por un cromosoma largo
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y dos cortos, lo cual era indicio de que los cromosomas provenian de especies
cromosomicamente diferentes. En metafase I la disposiciéon de los bivalentes heteromorficos era
siempre con sus dos cromatides pequefias dirigidas a uno de los polos y las dos cromatides
grandes dirigidas hacia el otro, y en anafase I acontecia una divisiéon reduccional, migrando las dos
cromatides pequefias a un polo y las dos grandes al otro. Con respecto al trivalente, en metafase I
dos de sus seis cromatides migraban invariablemente hacia uno de los polos y cuatro hacia el
otro, y en anafase I siempre el cromosoma largo migraba hacia un polo y los dos cromosomas
cortos hacia el otro. Como resultado de la primera divisién, en metafase II nunca se observé la
presencia de autosomas heteromorficos (cromosomas compuestos por dos cromatides de distinto
tamafio) (Ueshima 1963b, 1979). En el caso de que una orientaciéon ecuatorial hubiese tenido
lugar en la primera division, se habrian observado en metafase II autosomas heteromérficos y un
cromosoma compuesto por una cromatide grande y dos pequefias. De manera analoga, en un
mutante espontaneo de Belostoma plebegum (Belostomatidae) heterocigota para una fusion
autosémica, se observé la formacion de un trivalente en la primera division meidtica que
segregaba reduccionalmente en anafase 1. Se distinguian dos tipos de células en metafase II: con
un cromosoma grande, o con dos pequefios (Papeschi 1994). El comportamiento de los
trivalentes, asi como el de los bivalentes heteromorficos, constituye una prueba irrefutable de la
divisién reduccional de los autosomas de los Heteroptera en la primera division meidtica

masculina (Ueshima 1963b, 1979, Papeschi 1994).

2.4. Comportamiento meiético de los autosomas

En Heteroptera se ha observado durante la meiosis una restriccion de la actividad cinética a
una de las regiones teloméricas, tanto en los autosomas como en los cromosomas sexuales,
comportandose como si fueran cromosomas telocéntricos (cromosomas telocinéticos) (Hughes-
Schrader & Schrader 1961, Motzko & Ruthmann 1984, Gonzalez-Garcia et al. 1996, Pérez et al.
1997, Suja et al. 2000).

El comportamiento telocinético de los cromosomas durante la meiosis se ha analizado con
microscopio electronico, y se ha propuesto una relaciéon entre la arquitectura del huso y la
organizacion cinética de dichos cromosomas (Motzko & Ruthmann 1984). Estos estudios han
revelado que tanto los bivalentes autosémicos como los cromosomas sexuales estan rodeados por
vesiculas membranosas laminares, formadas en diacinesis tardia y procedentes de la envoltura

nuclear y del reticulo endoplasmatico liso (Motzko & Ruthmann 1984). Ademas, los cromosomas
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estan conectados a través de laminillas membranosas que se extienden hacia los polos y los
microtdbulos del huso penetran por sus extremos libres. Por tal motivo, Motzko y Ruthmann
(1984) han sugerido que las vesiculas membranosas que los rodean actuarfan restringiendo las
regiones de uniéon de los microtibulos del huso a los extremos teloméricos de los cromosomas en
la meiosis. Las notables diferencias entre la arquitectura del huso en mitosis y en meiosis podrian
estar correlacionadas con un cambio en la organizacidon cinética de los cromosomas desde una
distribuciéon a lo largo de todo el cromosoma (holocinética) hasta su restriccion a las regiones
teloméricas (telocinética) (Motzko & Ruthmann 1984). Asimismo, estos autores han sugerido que
esta cubierta membranosa que rodea a los cromosomas holocinéticos serfa esencial para su
orientaciéon y correcta disyuncién en ausencia de verdaderas placas cinetocéricas durante la
meiosis (Motzko & Ruthmann 1984). Sin embargo, también se puede postular que la presencia de
estas membranas es una adquisiciéon secundaria, y que la restricciéon de la actividad cinética a las
regiones teloméricas durante la meiosis es una propiedad inherente de los cromosomas
determinada genéticamente.

En estudios citogenéticos realizados en Mymnus miriformis (Corizidae) y gracias a la presencia
de un satélite terminal en el bivalente autosémico mayor, Nokkala (1985a) demostrd que ambas
regiones teloméricas de un cromosoma meidtico son potencialmente activas en cuanto a la
funcién cinética durante la meiosis. Este autor sugiere que en los bivalentes autosémicos la
actividad cinética de uno de los telémeros es suprimida por la formaciéon del quiasma (Nokkala
1985a). Ademas, sus observaciones revelan que un par de regiones teloméricas es cinéticamente
activo en la primera division meidtica y el otro par lo es en la segunda. Otros autores han
corroborado posteriormente la hipétesis planteada por Nokkala (Nokkala 1985a, Gonzalez-
Garcia et al. 1996, Pérez et al. 1997, Jacobs & Liebenberg 2001). En Negara viridula
(Pentatomidae) se observé que la formacion de un quiasma exclufa la actividad cinética de la zona
en la cual ocurria su formacién (Camacho et al. 1985). Sin embargo, se ha sugerido que existirian
otros factores que influirfan en la elecciéon del extremo cromosémico cinéticamente activo, en la
otientacion y en la segregacion de los cromosomas holocinéticos durante la meiosis (Pérez et al.
2000). La presencia de grandes bloques heterocromaticos podria producir una transferencia de la
actividad cinética hacia el extremo eucromatico opuesto. Este efecto puede producirse de manera
directa, i.c., la heterocromatina serfa menos apropiada para la actividad cinética, o indirectamente,
lo serfa a través del efecto del bloque heterocromatico sobre otros factores, como por ejemplo la
posicion del quiasma (Pérez et al. 2000).

Sobre la base del conocimiento acerca del comportamiento mitético y meiotico de los

cromosomas holocinéticos, Nokkala (1985a) ha sugerido que las diferencias en la organizacién
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entre los cromosomas mitéticos y meioticos podrian atribuirse a diferencias en la organizacion
estructural del “sistema axial” de los cromosomas. Segin este autor (1985a), es posible
comprender el cambio en la actividad de los cromosomas de células mitéticas y meidticas si
aquellas secuencias de ADN responsables de la actividad cinética estuvieran uniformemente
distribuidas a lo largo del “sistema axial” del cromosoma, y dichas secuencias de ADN serfan
capaces de participar en la organizacion del cinetocoro en los cromosomas mitoticos. Sin
embargo, el “sistema axial” de los cromosomas meidticos presentarfa otra organizacion espacial,
de tal manera que las secuencias de ADN con actividad cinética y distribucion intersticial
quedarfan ocultas en el interior de las cromatides, lo que permitirfa Gnicamente la actividad de
aquellas secuencias situadas en las regiones teloméricas, donde el sistema axial alcance la
superficie de la cromatide (Nokkala 1985a).

Mas recientemente varios investigadores han incursionado en la caracterizacion de la
actividad cinética difusa, en particular en el nematode Caenorbabditis elegans (Dernburg 2001,
Henikoff et al. 2001, Howe et al. 2001, Moore & Roth 2001). Se han descripto una serie de
proteinas especificas que se encuentran sélo en la region “centromérica”, entre las que se pueden
mencionar la HCP-3 (holocentric protein 3), HCP-4, HCP-1, BUB-1, MCAK y HIM-10 y que
estarfan relacionadas con el comportamiento mitético y meidtico de estos cromosomas. La
proteina HCP-3 es homologa de la proteina CENP-A de mamiferos y presenta una secuencia
similar a la histona H3 en su dominio central conservado, difiriendo en la regiéon amino-terminal.
Esta proteina se detecta como multiples focos discretos en los nicleos interfasicos, y luego,
concomitantemente con la condensacién cromosémica, éstos forman una banda a lo largo de los
cromosomas mitoticos sobre la superficie polar de cada par de cromatides hermanas. Luego hay
un proceso secuencial de ensamblaje jerarquico en el que participan las proteinas HCP-4, HCP-1,
BUB-1 y MCAK. Nada se sabe respecto de los sitios de uniéon de HCP-3, pero no todas las
secuencias genémicas estan asociadas con estas proteinas. La proteina HCP-4 (similar a la
proteina CENP-C de mamiferos) a su vez es necesaria para la resoluciéon de las cromatides
hermanas y la union de las fibras del huso (Moore & Roth 2001).

Los resultados obtenidos sugieren un modelo en el que la condensaciéon cromosémica es
necesaria para reunir a la cromatina que contiene a HCP-3 en una estructura cromatinica de alto
orden, que a su vez se requiere para el reclutamiento de HCP-4 en la regién “centromérica”.
Finalmente, la proteina HIM-10 serfa esencial para la segregacion cromosémica durante la mitosis
y también la meiosis. Los estudios de Howe y colaboradores (Howe et al. 2001) muestran que
HIM-10 contribuye a la activivdad cinética durante la meiosis, de manera tal que los autores

concluyen que las interacciones de los cromosomas con los microtibulos en organismos con
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cromosomas holocinéticos, tienen similitudes estructurales y funcionales con aquellos presentes

en la mitosis.

2.5. Sistemas cromosomicos de determinacion del sexo

Dentro de un sistema de determinaciéon genética del sexo puede haber situaciones en las
que los genes responsables no estan situados en cromosomas especialmente diferenciados en
relacion con tal funcién, mientras que en otros casos se ha producido la apariciéon de
cromosomas sexuales en el proceso evolutivo de los grupos taxonémicos (Lacadena 1996). Sin
embargo, la diferenciacién de los cromosomas sexuales no esta correlacionada estrictamente con
la evolucién, en el sentido de que un organismo mas evolucionado que otro puede no tener
cromosomas sexuales y éste si. Por ejemplo, algunos vertebrados inferiores no tienen
cromosomas sexuales detectables citologicamente y los insectos si (Lacadena 1996).

Hasta el presente, se han descripto varios sistemas cromosémicos de determinacion del
sexo dentro de Heteroptera. La mayoria de las especies de heteropteros se caracteriza por poseer
el sistema simple de determinacién sexual XY /XX (macho/hembra, respectivamente) (74,7% de
las especies), mientras que el sistema X0/XX (14,8%) fue encontrado en algunas familias de
heterépteros terrestres, tales como Coreidae y Alydidae, y en familias de heterépteros acudticos,
como Belostomatidae y Corixidae (Ueshima 1979). En este altimo sistema de determinacion se
distinguen dos categorias: una de ellas incluye al sistema cromosémico de determinacion del sexo
X0/XX presente en las familias del infraorden Gerromorpha, consideradas como uno de los mas
primitivos de Heteroptera (Ueshima 1979), mientras que la segunda categorfa incluye a los
sistemas sexuales X0/XX que habtian surgido secundatiamente a partir del sistema sexual
XY /XX por pérdida del cromosoma Y. Esta segunda categoria ha sido descripta en unos pocos
géneros de la familia Lygaeidae y en el complejo Coreoidea-Pyrrhocoroidea (infraorden
Pentatomorpha), al igual que en Ectrychotes dispar (Reduviidae), Phylus melanocephalus y Plagiognathus
sp. (Miridae) (infraorden Cimicomorpha) (Ueshima 1979).

Ademas de los sistemas simples, se han descripto diversos sistemas multiples de
determinacion del sexo para Heteroptera, algunos originados por fragmentacion del cromosoma
X (X,0/X.X,, X,Y/X,X,) y otros, aunque con menor frecuencia, del cromosoma Y (XY,/XX)
(10,3%) (Ueshima 1979, Manna 1984).

Aunque la presencia del sistema sexual neoXY es una caracteristica muy comun entre los

insectos, en Heteroptera ha sido mencionado unicamente en tres especies: Lethocerus sp
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(Chickering & Bacorn 1933) y Lethocerus indicus (Belostomatidae) (Jande 1959) y en Rhbytidolonia
senilis (Pentatomidae) (Schrader 1940).

2.6. Comportamiento meiético de los cromosomas sexuales

Los cromosomas sexuales de Heteroptera presentan un comportamiento meidtico
diferente del de los autosomas (Ueshima 1979, Suja et al. 2000). En contraste con los bivalentes
autosomicos de la gran mayorfa de las especies, los cromosomas sexuales son asinapticos y
aquiasmaticos y se comportan como univalentes durante la primera division meiética masculina,
independientemente del sistema cromosémico de determinacion del sexo del que se trate (Suja et
al. 2000).

Durante la profase meiética masculina de Heteroptera los cromosomas sexuales se
encuentran separados y son heteropicnoticos positivos. En algunas especies el apareamiento
cromosomico tiene lugar en un tipo particular de cigotene, denominado sinicesis, en el que los
cromosomas se compactan fuertemente. Después de paquitene, sigue un estadio difuso durante el
cual los bivalentes autosémicos se descondensan en mayor o menor grado, presentando el nicleo
un aspecto interfasico. En este estadio los cromosomas sexuales tienden a estar asociados o
juntos de manera no quiasmatica. En diacinesis estin nuevamente separados y se tornan
isopicnoticos En metafase I los cromosomas sexuales se orientan lado a lado, ubicandose en el
centro del anillo formado por los autosomas, y se comportan como univalentes (Ueshima 1979).
En la gran mayorfa de las especies estos cromosomas separan sus cromatides en anafase I, es
decir, se dividen ecuacionalmente (Ueshima 1979, Suja et al. 2000). La segunda divisién meidtica
se produce inmediatamente después de la telofase I, sin un periodo de intercinesis. En metafase
IT se asocian mediante un tipo de apareamiento denominado "touch-and-go" (Wilson 1925), i.e.,
asociacion no quiasmatica termino-terminal entre los cromosomas sexuales, formando un
pseudobivalente (plII) y se sittan en el centro del anillo formado por los autosomas (Ueshima
1979). Los cromosomas sexuales presentan una meiosis de tipo post-reduccional, i.e., se dividen
ecuacionalmente en la primera division meidtica y reduccionalmente en la segunda divisién
(Ueshima 1979).

Sin embargo, se han observado diferencias significativas en el comportamiento de los
cromosomas sexuales en todas las especies de la familia Tingidae estudiadas citogenéticamente
hasta el presente (Montgomery 1906, Jande 1960, Ueshima 1979). Los cromosomas sexuales X e

Y forman un pseudobivalente en metafase I y presentan una meiosis de tipo pre-reduccional, es
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decir, se dividen reduccionalmente en la primera division meidtica y ecuacionalmente en la
segunda division (Ueshima 1979). Este tipo de divisiéon ha sido descripto también para los
cromosomas sexuales de los géneros Arhimerns (Wilson 1905b, 1909a, 1932, Morrill 1910) y
Pachylis (Wilson 1909a, 1911, Schrader 1932, Piza 1946d) de Coreidae, en el género Anisops de
Notonectidae (Jande 1961) y en Ectrychotes dispar de Reduviidae (Manna 1951).

Los resultados obtenidos con microscopio electréonico por Ruthmann y Permantier (1973)
en Dysdercus intermedins  (Pytthocoridae) (X0/XX), por Solari (1979) en Triatoma infestans
(Reduviidae) (XY /XX) y pot Suja y colaboradores (2000) en Graphosoma italicum (Pentatomidae)
XY/XX), Pyrhocoris  apterns (Pyrthocoridae) (X0/XX) v Corens  marginatus  (Coreidae)
(X1X,0/X; X1 X,Xy), son coincidentes en cuanto a la ausencia de elemento axial y de complejo
sinaptonémico en los cromosomas sexuales, y a la presencia de complejos sinaptonémicos en
todos los bivalentes autosémicos. Por un lado, Solari (1979) propuso que la ausencia de
elementos axiales y de complejo sinaptonemico en los cromosomas sexuales X e Y estarfa
relacionada con la segregacion de sus cromatides en anafase I, es decir, con su divisiéon ecuacional
en la meiosis I. Segin Suja y colaboradores (2000), la ausencia de elementos axiales en los
cromosomas sexuales es indicio de que estos no son directamente responsables de la cohesion de
las cromatides hermanas durante la meiosis. Ademas, sugirieron que las especies de heterépteros
con sistemas XY, X,Y y XY, habrian desarrollado un tipo especifico de asociaciéon aquiasmatica

para asegurar una correcta segregacién de estos cromosomas a las gametas.

2.7. Cromosomas m

El término cromosomas # fue introducido por primera vez por Wilson (19052) en su
estudio sobre la familia Coreidae, al describir un par de elementos diminutos que se comportaban
de una manera diferente de la de los autosomas y los cromosomas sexuales durante la meiosis. En
algunos casos se ha observado que el tamafio de estos cromosomas  es similar al de los
autosomas, siendo su comportamiento y no su tamafio lo que los caracteriza.

Dentro de Heteroptera la presencia de cromosomas 7 ha sido mencionada en especies de
las familias Corixidae, Naucoridae, Notonectidae y Pleidae (infraorden Nepomorpha), en especies
de Saldidae (infraorden Leptopodomorpha), y en especies de Colobathristidae, Lygaeidae,
Largidae, Stenocephalidae, Hyocephalidae, Coreidae, Alydidaec y Rhopalidae (infraorden
Pentatomomorpha) (Ueshima 1979).
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Los cromosomas » permanecen siempre desapareados durante la profase meidtica
temprana y son aquiasmaticos. En diacinesis tardfa se aproximan y se asocian, y durante metafase
I se co-orientan formando un pseudobivalente. Asimismo, son ligeramente heteropicnoticos
negativos en metafase I, persistiendo con esta picnosis hasta finalizar la meiosis. LLos cromosomas
7 migran precozmente hacia los polos en anafase I; en metafase II el cromosoma  se ubica
usualmente en el centro del huso (Ueshima 1979). Si bien el comportamiento meidtico
precedentemente descripto es el tipico para los cromosomas 7, se observaron modificaciones
menores entre los distintos taxa, particularmente en relaciéon con el inicio de la heteropicnosis
negativa y la disposiciéon que adoptan en ambas placas metafasicas (Ueshima 1979). La secuencia
meidtica de estos cromosomas aquiasmaticos involucra una division reduccional en la primera
divisién meidtica y ecuacional en la segunda divisién (Ueshima 1979).

En la meiosis masculina de los Heteroptera en general, la disposicion de los distintos tipos
cromosomicos en las placas metafasicas no es al azar, sino que existe un arreglo particular. La
arquitectura de la placa metafasica mas comuin esta compuesta por los autosomas dispuestos
formando un anillo y en su interior se ubican los cromosomas sexuales. Sin embargo, se han
observado derivaciones a partir de esta tipica configuracion, dependiendo del sistema
cromosémico de determinacion del sexo en cuestion y de la presencia/ausencia de cromosomas
m (Ueshima 1979).

En general, cuando estan presentes los cromosomas 7, los cromosomas X e Y se disponen
en la periferia de la placa en metafase I, mientras que en metafase II el pseudobivalente XY y el
cromosoma 7 se ubican en el centro del anillo formado por los autosomas (Ueshima 1979). Esta
disposicion ha sido descripta en Stenocephalidae (Lewis & Scudder 1958), en Corixidae (Peters &
Kleba 1971) y en Lygaeidae (Ueshima & Ashlock 1980). En otros casos, como en Rhypodes
clavicornis y muchas otras especies de Lygaeidae, puede ocurrir que tanto los cromosomas sexuales
X e 'Y como los 7 se localicen en el centro del anillo formado por los autosomas en metafase I,
mientras que en metafase II el cromosoma » forma parte del anillo de autosomas y el
pseudobivalente sexual se ubica en su centro (Ueshima 1979). Ademas, en Pylorgus colon
(Lygaeidae) el cromosoma X forma parte del anillo y los cromosomas  junto con el Y se
disponen en su centro en metafase I; en metafase II el pseudobivalente XY y el cromosoma 7z se
localizan en el centro del anillo formado por los autosomas (Ueshima 1979, Ueshima & Ashlock
1980). Por ultimo, otra variaciéon de la tipica disposicion es la presente en Awtillocoris minutus
(Lygaeidae), donde los cromosomas X e Y se disponen en el centro del anillo formado por los
autosomas y los cromosomas 7, mientras que en metafase 11 el pseudobivalente XY junto con el

m se sitdan en el centro del anillo de autosomas (Ueshima 1979).
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Cabe destacar que el significado de la diversidad de disposiciones cromosémicas existentes
en las placas metafasicas ain es desconocido, asi como del posible mecanismo que las regula

(Ueshima 1979).

2.8. Cromosomas supernumerarios

En adicién a los cromosomas del complemento cromosémico basico de un organismo,
pueden aparecer cromosomas extra denominados cromosomas supernumerarios o B. Estos
cromosomas supernumerarios han sido observados en muchos animales y plantas (White 1973).
La presencia de cromosomas supernumerarios ha sido citada en muy pocas especies de
Heteroptera y, en general, se refieren a la apariciéon de uno o dos individuos portadores de dichos
cromosomas en las muestras analizadas. Hasta el presente, la presencia de cromosomas B fue
observada en Acanthocephala femorata (= Metapodius), A. granulosa y A. terminalis (Coreidae) (Wilson
1907a, 1910); Cimex lectularins y Paracimex sp. (Cimicidae) (Darlington 1939, Slack 1939, Ueshima
1963b, 1979); Largus rufipennis (Largidae) (Mola & Papeschi 1993); Metochus unguittatus (= Dienches)
v Dieuches sp. (Lygaeidae) (Manna 1951); Nabis lineatus, IN. rugosus, IN. oricetorum y IN. brevis
(Nabidae) (Mikolajski 1965, 1967); Anisops nivens (Notonectidae) (Jande 1961) y Banasa calva
(Pentatomidae) (Wilson 1907b, Papeschi 1992). En general, el comportamiento meidtico de los
cromosomas supernumerarios es similar en todos los casos, dividiéndose ecuacionalmente en
anafase I y reduccionalmente en anafase II.

Una situacion diferente fue descripta para las tres especies de Acanthocephala (= Metapodius) y
Cimex lectularins (Cimicidae), en las que los cromosomas supernumerarios son aparentemente de
origen sexual. En Acanthocephala femorata, A. granulosa y A. terminalis (2n= 18+27+X0, macho)
Wilson (1907a, 1910) menciond la presencia de uno a cinco cromosomas extra que en metafase 11
se asocian con el cromosoma X formando una cadena y segregan de éste en anafase II. Sobre la
base de sus observaciones Wilson concluye que estos cromosomas supernumerarios “tipo Y son
genéticamente inertes, dado que varfan en nimero y no tienen efectos fenotipicos aparentes. Por
otro lado, Cimex lectularins (2n= 26+X;X,Y, macho) presenta entre uno y trece cromosomas
supernumerarios “tipo X”, que se disponen en metafase Il junto con los sexuales X; y X,
dirigidos al polo opuesto del cromosoma Y (disposiciéon denominada en doble placa) y segregan
regularmente de éste en anafase II (Datlington 1939, Slack 1939, Ueshima 1979). Asimismo, en
Cimex: lectularins los cromosomas supernumerarios no estan sujetos a la reduccién en el nimero en

la meiosis masculina. Por consiguiente, se produce una acumulacién de cromosomas
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supernumerarios, explicindose de cierta forma el alto numero de dichos cromosomas observados
en poblaciones naturales de esta especie (Ueshima 1979).

Aunque los cromosomas B son transcripcionalmente inertes en relacién con los altos
niveles de transcripciéon de los cromosomas A, varias funciones genéticas importantes han sido
asignadas a ellos (Appels et al. 1998). Los cromosomas B usualmente portan los genes
funcionales de ARN ribosomal y los genes que afectan el apareamiento, la formacién de quiasmas
y la recombinacion genética de los cromosomas A (Appels et al. 1998). Sin embargo, serfan
enteramente inertes desde el punto de vista genético en especies de Heteroptera, ya que no existe

evidencia alguna de que estos cromosomas supernumerarios afecten su fenotipo (Ueshima 1979).

2.9. Comportamiento meidtico de univalentes autosémicos

En general, es aceptado que la formacién de univalentes dentro de una especie puede tener
varias causas, tanto genotipicas como ambientales aunque el/los mecanismo/s involucrados en su
formacion atn son desconocidos (Jones 1987).

Con respecto a las causas genotipicas, la presencia de univalentes autosémicos podria
deberse a asinapsis, i.e., una falla en la formacién primaria del complejo sinaptonémico en
cigotene, o a desinapsis, i.e., una falla en la formacién del quiasma luego de una sinapsis normal
(Jones 1987). Sin embargo, generalmente es dificultoso establecer el origen asinaptico o
desinaptico de los univalentes presentes en metafase I, debido a que los estadios de la profase
meibtica temprana son dificiles de analizar en muchos organismos. En aquellos casos en donde
dichos estadios son analizables, cuando ocurre un apareamiento parcial es extremadamente
dificultoso distinguir si una regién desapareada ha estado en esta condiciéon a lo largo de la
meiosis, o si luego de un apareamiento inicial ha sufrido una desinapsis (Riley & Law 1965).

Hasta el presente, la presencia de univalentes autosémicos en Heteroptera se ha descripto
en Mymuus miriformis (Cotizidae) (Nokkala 1985b), Calocoris guadripunctatus (Miridae) (Nokkala
1986), Acanonicus habhni (Coreidae) (Papeschi & Mola 1990a) y Largus rufipennis (Largidae) (Mola &
Papeschi 1993). Los univalentes autosémicos observados en Mymuus miriformis se orientan
axialmente en metafase I y con ambas cromatides paralelas entre si (Nokkala 1985b), mientras
que una situacion diferente fue descripta en Calocoris quadripunctatus (Miridae). En esta especie se
observo que los univalentes autosomicos también se orientan axialmente en metafase I con
ambas cromatides paralelas, pero dispuestas lado a lado o asociadas extremo a extremo (Nokkala

1986). En ambos casos los univalentes segregan regularmente en la primera division meidtica, se
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dividen reduccionalmente, y en anafase I se rezagan con respecto al resto de los autosomas
(Nokkala 1986). Tanto en Mymuus miriformis como en Calocoris quadripunctatus no fue mencionado
el origen de los univalentes ni su frecuencia en las poblaciones estudiadas.

El analisis citogenético de poblaciones argentinas de Acanonicus hahni (Papeschi & Mola
19902) y de Largus rufipennis (Mola & Papeschi 1993) reveld la presencia de un par de univalentes
autosémicos con una frecuencia variable. En metafase I el par de univalentes de ambas especies
se dispone en el centro del anillo formado por los bivalentes autosémicos, y en anafase I se
dividen ecuacionalmente. En metafase II los wunivalentes se asocian formando un
pseudobivalente, el cual se ubica generalmente en el centro del anilllo de autosomas, y en anafase

1T se divide reduccionalmente (Papeschi & Mola 1990a, Mola & Papeschi 1993).

2.10. Mecanismos de evolucion del cariotipo en Heteroptera

El proceso evolutivo del cariotipo de una especie es usualmente estimulado por
alteraciones estructurales en su genoma. La naturaleza de dichas alteraciones esta determinada
por la arquitectura de los cromosomas y su comportamiento; de manera tal que, por ejemplo, las
inversiones son muy comunes en ciertos taxa, mientras que las translocaciones pueden ser
favorecidas por la seleccién en otros grupos (Thomas 1987). Este principio fue denominado
ortoseleccion cariotipica (White 1979). En Heteroptera en particular, raramente se han detectado
heterocigotas estructurales para inversiones (Papeschi & Mola 1990b), mientras que la existencia
de translocaciones reciprocas no ha sido descripta para ninguna de las aproximadamente 1.200
especies de heterdpteros estudiadas citogenéticamente hasta el presente (Manna 1984).

Las caracteristicas mas importantes que gobiernan la evolucién del cariotipo en
Heteroptera son la naturaleza holocinética de sus cromosomas, la meiosis post-reduccional, el
comportamiento asinaptico de los cromosomas sexuales y un sistema estable de determinacioén
sexual. Por otro lado, las variaciones intra e interespecificas en el nimero de cromosomas
sexuales son importantes en la variaciéon cariotipica, especialmente en las familias Cimicidae y
Coreidae (Thomas 1987).

En Heteroptera, al igual que en otros grupos de organismos, el término numero modal se
utiliza para referirse al nimero cromosémico diploide mas frecuentemente encontrado en un
determinado taxén. Este término es aplicado generalmente a categorias taxonémicas inferiores como
tribu o género, aunque algunas veces puede ser utilizado al nivel de familia (Ueshima 1979). En

torno al numero modal, muchas veces se lo considera como el nimero ativico y otras veces
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representa simplemente el ndmero cromésomico caracteristico de un subgrupo que es
numéricamente dominante. Por tal motivo, es importante tener en cuenta que el nimero modal se
basa en un grupo de especies, que podrian no ser una muestra representativa del taxén en estudio.

En Heteroptera la mayoria de los citogenetistas sostiene la idea de que las fusiones y las
fragmentaciones son procesos factibles debido a la naturaleza holocinética de sus cromosomas y,
por lo tanto, éstas se producen con mayor probabilidad y libres de ciertos impedimentos
inherentes a los cromosomas monocéntricos (Manna 1984, Papeschi & Bidau 1985). Por lo tanto,
el curso de la evolucion cariotipica por fragmentaciéon cromosémica podria ser explicado
facilmente en aquellos taxa que poseen cromosomas holocinéticos. Este mecanismo ha sido
denominado agmatoploidfa, definido por Malheiros-Gardé (Malheiros-Gardé & Gardé 1950)
como el aumento del nimero de cromosomas por fragmentaciéon cromosomica.

Basandose en la hipotesis de que el nimero de cromosomas holocinéticos pueda aumentar
por agmatoploidia, se podria esperar una tendencia hacia nimeros cromosémicos mas altos en
los taxa que poseen dichos cromosomas (Thomas 1987). Sin embargo, el nimero de cromosomas
en Heteroptera es muy estable, caracterizandose la mayoria de sus familias por un numero
cromosomico diploide modal, por lo menos para los autosomas (Ueshima 1979). Por otro lado,
Heizer (1950) y Hughes-Schrader y Schrader (1961) propusieron que en Heteroptera las
fragmentaciones, deleciones y duplicaciones se fijarfan mas facilmente en los cromosomas
sexuales que en los autosomas (Thomas 1987).

Se ha sugerido también a la poliploidizacién autosémica como otro mecanismo
involucrado en la evolucién del cariotipo en Heteroptera, principalmente en aquellos casos en
donde la diferencia en el nimero de cromosomas es exacta o aproximadamente multiplo del
numero cromosémico atavico (Thomas 1987, 1996). Aunque el mecanismo de fragmentaciones
consecutivas podria ser una explicaciéon de estas diferencias en el numero de cromosomas, de
acuerdo con Thomas (1996) la poliploidizacioén seria el proceso de especiacidon mas aceptable
para elucidar los grandes incrementos producidos en el nimero de autosomas de ciertos taxa en
Heteroptera. Hasta el presente, sélo se han mencionado once casos potenciales de especiacion
por poliploidizacion en Heteroptera (Thomas 1996). Segin este autor, si bien la poliploidizacion
no ha sido el proceso fundamental de especiaciéon en Heteroptera, su papel macroevolutivo
deberia ser tenido en cuenta (Thomas 19906).

Una de las cuestiones mas interesantes respecto de la evolucion del cariotipo en
Heteroptera es el problema de la evolucion de los sistemas cromosémicos de determinacion del
sexo, debido a que estos sistemas sexuales han sufrido cambios tanto en su constitucién como en

su comportamiento (Nokkala & Nokkala 1984, Grozeva & Nokkala 1996). En general, los



Citogenética Basica y Evolutiva de Heterdpteros Fitdfagos de Interés Agroecondmico de la Argentina 25

mecanismos que originan sus sistemas cromos6émicos multiples se caracterizan por no involucrar
una disminuciéon en el nimero de autosomas (Ueshima 1979). Aunque los detalles no son
totalmente claros en todos los casos, la situacion general es que la adquisicién de cromosomas
multiples Xs o Ys no ha involucrado la pérdida de pares de autosomas y, por consiguiente, debe
haber sucedido por algin tipo de fragmentacion de los cromosomas sexuales originales (Ueshima
1979). En Belostoma orbiculatum (Belostomatidae) se ha descripto una poblacion polimértica para el
sistema cromosémico de determinaciéon del sexo, encontrandose ejemplares masculinos XY y
X;X;Y. La comparacién del tamafio cromosémico permitié corroborar el origen del sistema
multiple por fragmentacion del cromosoma X del sistema original (Papeschi 1994).

Por razones aun desconocidas, los cromosomas sexuales X e Y muestran una tendencia
diferencial a experimentar fragmentaciones (Nokkala & Nokkala 1996). En particular, la
fragmentaciéon del cromosoma X es mas frecuente que la fragmentaciéon del cromosoma Y
(Ueshima 1979) y se ha sugerido que esta fragmentacién se basa en la presencia de secuencias
telomericas en posiciones internas dentro del cromosoma X (Papeschi 1994). Si la fragmentacion
ocurre en las proximidades de dichas secuencias, los fragmentos resultantes estarfan capacitados
para volver funcionales a sus regiones teloméricas y, por lo tanto, asegurar el comportamiento
regular de los nuevos cromosomas (Papeschi 1994). Por otro lado, la fragmentaciéon del
cromosoma Y parece ser un acontecimiento extremadamente raro, debido a que probablemente
las secuencias teloméricas no estarfan localizadas en posiciones intersticiales en este cromosoma
sexual. Ademas, el cromosoma Y ha sido mas propenso a experimentar su pérdida que
fragmentaciones (Nokkala & Nokkala 1990).

Entre los insectos, los sistemas cromosomicos de determinacién del sexo neoXY son
sumamente frecuentes en los 6rdenes Orthoptera y Odonata (White 1973, Mola & Papeschi
1994), en la familia Psylloidea (Homoptera) (Kuznetsova et al. 1997) y en el suborden
Auchenorrhyncha (Homoptera) (Emelyanov & Kirillova 1989, Kuznetsova 1989, Emelyanov &
Kirillova 1991), los cuales se caracterizan por poseer predominantemente el sistema
cromosomico de determinacion del sexo X0/XX (Nokkala & Nokkala 1999). En Heteroptera el
neo-sistema presente en Lethocerus sp (Chickering & Bacorn 1933) y Lethocerus indicus
(Belostomatidae) (Jande 1959) y en Rhytidolomia senilis (Pentatomidae) (Schrader 1940), se habria
originado a partir de la fusiéon de los cromosomas sexuales X e Y con un par autosémico,

resultando un sistema cromosémico de determinaciéon del sexo particular, denominado neoX-

neoY (Nokkala & Nokkala 1999).
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3. Antecedentes Moleculares y Citogenético-Moleculares en Heteroptera

El genoma de los organismos eucatiotas supetiores comprende diversos tipos de secuencias
de acido desoxirribonucleico (ADN). Entre estos tipos de secuencias la variedad altamente repetida,
principal componente de la heterocromatina constitutiva, es ampliamente utilizada como
herramienta eficaz en estudios de biologfa evolutiva, y el analisis de su secuencia puede ser empleado
en la reconstruccion de la filogenia del taxén en estudio (Brutlag 1980, Redi et al. 1986, Bogenberger
et al. 1987, John 1988). El analisis comparativo entre el grado de amplificacién o de homogeneidad
de los bloques de las secuencias repetidas y su distribucion en los cromosomas de una determinada
especie, es usado para poner en evidencia las relaciones carioldgicas existentes dentro de un taxéon
polimérfico (Hamilton et al. 1990, Garagna et al. 1993, Modi 1993).

Las enzimas de restriccion o nucleasas tienen la propiedad de reconocer una secuencia
especifica de cuatro a ocho bases de nucledtidos de longitud, y producir un corte debido a su
actividad hidrolitica en ambas cadenas de la doble hélice de la molécula de ADN, donde la secuencia
esté presente. De esta manera, una enzima de restriccion particular cortara al ADN nuclear en una
serie de fragmentos especificos, denominados fragmentos de restriccion. Las enzimas de restriccion
se clasifican en dos grupos: las exonucleasas que comienzan su actividad por los extremos de la
cadena y las endonucleasas que pueden hidrolizar el interior de un polinucleétido en uno o varios
lugares (Freifelder 1983, Lewin 1994). Las endonucleasas de restriccion que reconocen secuencias
cortas de cuatro nucleétidos se llaman enzimas de restriccién de alta frecuencia de corte, mientras
que las endonucleasas que reconocen secuencias de ocho nucleétidos se denominan enzimas de
restriccioén de baja frecuencia de corte (Freifelder 1983, Lewin 1994).

Los tipos de cortes que producen las enzimas pueden ser protuberantes o cohesivos, en el
cual ambos extremos poseen una cola de base complementaria y, por lo tanto, pueden volver a
asociarse con cualquier otro extremo producido por la misma enzima o por otra nucleasa que

produzca los mismos extremos cohesivos.

5..GAATTC..3 5..G| AATTC..3 5.G AATTC..Z
3..CTTAAG..B 3..CTTAA| G..5’ 3.CTTAA G..B

El otro tipo de corte es el romo, en el cual los extremos producidos no presentan colas o

extremos cohesivos y la reasociacion es muy dificil (Freifelder 1983, Lewin 1994).
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5..GATATC..3’ 5..GAT | ATC..3 5.GAT ATC..%»
3..CTATAG...5’ 3..CTA | TAG..5’ 3.CTA TAG..5

LLa comparacion de los tamafios de los fragmentos de restriccion, producidos por diferentes
enzimas de restriccion para una determinada muestra de ADN, permite obtener un mapa de
restriccion de dicha region y, a su vez, mostrar la ubicacién de cada corte para cada enzima en
relaciéon con los sitios vecinos, también denominada secuencia de restriccion. Por consiguiente, un
mapa de restriccion refleja el ordenamiento especifico de la secuencia de nucleétidos de la region del
ADN en estudio; de esta manera, diferentes regiones de ADN de una especie, o muestras de ADN
de diferentes taxones, pueden ser comparadas entre s a través de los correspondientes mapas de
restriccion (Freifelder 1983, Lewin 1994). Asimismo, una vez aislados dichos fragmentos, se pueden
utilizar como sondas o marcadores genéticos y es posible determinar su localizacion cromosémica
mediante hibridaciones 7 situ sobre cromosomas (Pinkel et al. 1986, Larramendy et al. 1993,
Knuutila et al. 1994). De este modo, la hibridacion 7 sitn constituye un punto de contacto entre la
citogenética y las técnicas moleculares.

La técnica de hibridacion 7n sitn se basa fundamentalmente en dos aspectos: la
desnaturalizaciéon del ADN vy renaturalizacién (hibridacién) con sondas especificas marcadas, y la
identificacién del cromosoma y la regiéon cromosémica sobre la que se produce la hibridacion.
Asimismo, cualquier ADN o ARN puede ser usado como sonda, las cuales pueden clasificarse en
cuatro tipos basicos:

(1) aquellas que consisten de ADN genémico total de una especie, denominandose a la

técnica Hibridacion In Situ de ADN Genodmico total (GISH);

(2) aquellas que provienen de técnicas de ADN recombinante, como por ejemplo

plasmidos que contienen un inserto o secuencia de ADN de interés para el estudio,

denominadas sondas de ADN especifico;

(3) aquellas que provienen de amplificacion 7z vitro de la secuencia de interés por medio de

la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), las cuales son también consideradas sondas

de ADN especifico en contraposicion a las de ADN gendmico total;

(4) aquellas que fueron sintetizadas 7z vitro con un sintetizador de ADN,; las cuales poseen

10 a 50 pb y permiten detectar genes especificos o secuencias de ADN repetidas (Popescu

et al. 2000).

Hasta el presente, existe un nimero limitado de protocolos de extraccion de ADN de alto
peso molecular de insectos (Reineke et al. 1998). Ademas, se debe tener en cuenta que la calidad del

ADN obtenido dependera del protocolo de extraccion utilizado y que el método de extraccion de



Citogenética Basica y Evolutiva de Heterdpteros Fitdfagos de Interés Agroecondmico de la Argentina 28

ADN mas apropiado dependera de la fuente de ADN, debido a las diferencias en las sustancias
presentes en el material biolégico (Reineke et al. 1998). Al nivel de Heteroptera, los estudios
moleculares representan un campo muy poco conocido para la ciencia mundial y mas aun, en lo que

respecta a la entomofauna Neotropical y a la de la Argentina.

4. Generalidades de la familias Coreidae, Largidae, Lygaeidae, Pyrrhocoridae y
Rhopalidae

El presente trabajo de Tesis se basa en el analisis citogenético y citogenético molecular de
especies de las familias Coreidae, Largidae, Lygaeidae, Pyrrhocoridae y Rhopalidae procedentes de

distintas localidades de la Republica Argentina.

4.1. Caracteristicas biolégicas

La familia Coreidae comprende, por lo menos, 250 géneros y 1.800 especies, las cuales
estan ampliamente distribuidas en todo el mundo, presentando una mayor diversidad en las zonas
tropicales y subtropicales (Schuh & Slater 1995). La mayoria de los coreidos poseen cuerpos muy
robustos, usualmente de forma ovalada o elongada, cuyo tamafio varia entre 7 y 45 mm, y de
colores predominantemente parduscos, ocasionalmente rojos o amarillos, o incluso verde
metalico (Richards & Davies 1983a, Schuh & Slater 1995). Los segmentos antenales 2 y 3 estan
frecuentemente dilatados y aplanados, los hemiélitros poseen una venacion multiple en su
membrana, la tibia y el fémur del tercer par de patas estin ensanchados o dilatados con
frecuencia, y todos los espiraculos abdominales son ventrales (Richards & Davies 1983a, Schuh &
Slater 1995). Muchas especies estan ornamentadas con espinas y tubérculos, particularmente en
los angulos humerales del pronoto. Los coreidos son todos fitofagos, se alimentan del sistema
vascular de las plantas (Mitchell 1980) y la mayoria vive en las plantas por encima del suelo
(Richards & Davies 1983a, Schuh & Slater 1995). Muchas especies de coreidos muestran una
asociacion definida con un grupo particular de plantas, mientras que otras se alimentan de
diversas plantas no relacionadas (Schaefer & Mitchell 1983).

Si bien la familia Largidae ha sido tratada como una subfamilia de Pyrrhocoridae (Van
Duzee 1916), la mayoria de los trabajos recientes han considerado a este taxén como una familia

basandose en grandes diferencias en los genitales femeninos (Stys & Kerzhner 1975, Henry 1988,
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Schuh & Slater 1995). Hasta el presente, se han descripto mas de 100 especies pertenecientes a 15
géneros, distribuidas en la mayoria de las regiones zoogeograficas y alcanzando su mayor
diversidad y abundancia en las zonas tropicales y subtropicales (Schuh & Slater 1995). Los
miembros de esta familia son de tamafio moderadamente pequenio. El cuerpo es de forma
ovoide, oblonga o alargada y frecuentemente de coloracion brillante (Schuh & Slater 1995).
Usualmente poseen antenas y patas relativamente cortas, los ocelos estan ausentes, el primer par
de alas presenta en su membrana una celda basal y una compleja venacion, y frecuentemente los
urosternitos estan fusionados y obliterados (Schuh & Slater 1995). Todas las especies de esta
familia son fitéfagas y se alimentan de semillas y de los jugos de las plantas. Algunos géneros se
caracterizan por vivir en el suelo, mientras que otros viven en los arboles y arbustos (Schuh &
Slater 1995).

La familia Lygaeidae sensu lato fue reconocida por primera vez por Schilling (1829) y hasta
el presente, se conocen 4.000 especies y 500 géneros, las cuales se hallan ampliamente distribuidas
pot todo el mundo (Schuh & Slater 1995). Esta familia comprende insectos de formas y tamafios
variados (1,2-12 mm), siendo la mayorfa de las especies de tamafio pequefio y de color pardo o
negro, aunque muchas presentan coloracion roja o amarilla y negra brillantes (Schuh & Slater 1995).
Excepto las formas braquipteras, sus miembros poseen ocelos, las antenas insertas bien hacia abajo a
los lados de la cabeza, con 4-5 venas en la membrana del primer par de alas, los espiraculos
abdominales de posicion extremadamente variada y muchos de sus miembros poseen 6rganos
estridulatorios (Richards & Davies 1983a, Schuh & Slater 1995). Asimismo, muchas especies son
mirmecomorficas, con una constriccion en los segmentos anteriores y una expansion de los
segmentos posteriores abdominales, al igual que protusiones conicas similares a la de las
hormigas, tanto en el pronoto como en el escutelo (Schuh & Slater 1995). La gran mayoria de las
especies se alimentan de semillas maduras (Sweet 1964) y generalmente se encuentran en musgos,
escombros de superficie, debajo de piedras o en plantas bajas (Richards & Davies 1983a, Schuh
& Slater 1995). Sin embargo, hay una gran variedad de habitos de alimentacién, como la
subfamilia Blissinae que se alimenta de la savia de las plantas, la mayoria de los Geocorinae que
son predadores de pequefios artrépodos y las especies de la tribu Cleradini que se alimentan de la
sangre de sus hospedadores vertebrados (Schuh & Slater 1995).

Los miembros de la familia Pyrrhocoridae se hallan distribuidos principalmente en las zonas
tropicales y subtropicales; no obstante, se los encuentra en casi todas las regiones zoogeograficas
(Schuh & Slater 1995). Las Pyrrhocoridae son de tamafio mediano (8-30 mm) y a menudo presentan
una coloracion fuertemente contrastada roja y negra o amatrilla y negra. Los ocelos estan ausentes, en

las membranas de los hemiélitros se observan dos celdas basales y una serie de 7-8 venas
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anastomosadas distalmente, y los espiraculos abdominales son de posicion ventral (Richards &
Davies 1983a, Schuh & Slater 1995). La mayoria de estas chinches se alimenta de semillas y frutos,
particularmente de Malvales. La mayoria de las especies conspicuas son de habitos arboreos,
aunque en el Viejo Mundo hay un significativo nimero de especies que viven en el suelo y se
alimentan de semillas maduras (Schuh & Slater 1995).

La familia Rhopalidae ha sido frecuentemente considerada como una subfamilia de
Coreidae, pero en los trabajos de Chopra (1967) y Gollner-Scheiding (1983) ha sido considerada
como una familia distinta (Schuh & Slater 1995). Las Rhopalidae se encuentran distribuidas en
casi todas las regiones zoogeograficas, aunque la distribuciéon de ciertos miembros es poco
comun, como por ejemplo, la tribu Niesthreini que comprende sélo tres géneros, dos de los
cuales estan en el Hemisferio Occidental y el tercero se halla en Africa del Sur e India (Schuh &
Slater 1995). El cuerpo de los miembros de esta familia es de un tamafio variado desde 4 hasta 15
mm y presenta una gran variedad de formas y colores, siendo la mayorfa de color pardo oscuro
(Schuh & Slater 1995). En la cabeza se distinguen los ocelos situados en tubérculos bajos y las
antenas poseen una constricciéon basal en el primer segmento; el corzum del hemiélitro presenta
grandes 4dreas hialinas o transparentes y numerosas venas en su membrana, y las aberturas
metatoracicas de las glandulas repugnatorias estan suprimidas o atrofiadas. Todas las especies de

esta familia son fit6fagas y se alimentan de diversas hierbas y plantas lefiosas (Schuh & Slater

1995).

4.2. Antecedentes citogenéticos

En las Coreidae el nimero cromosémico diploide mas frecuente es 21 (18+27+XO0),
variando entre 13 (10+2#7+X0) y 28 (24+27+X;X,0). El sistema cromosémico de determinacion
del sexo mas frecuente es X0/XX; no obstante, en algunas especies se ha descripto la presencia del
sistema X;X,0/X; XXX, (Ueshima 1979). Asimismo, esta familia se caractetiza por la presencia de
un par de cromosomas 7 (Ueshima 1979, Manna 1984).

Por lo general, los cromosomas sexuales de las especies de Coreidae presentan una meiosis de
tipo post-reduccional; sin embargo, una meiosis de tipo pre-reduccional ha sido descripta en los
géneros Archimernus y Pachylis (Wilson 1905b, 1909a, Morrill 1910, Wilson 1911, Schrader 1932).

En la familia Largidae las siete especies estudiadas citogenéticamente se caracterizan por
presentar un numero cromosomico diploide comprendido entre 11 (8+2#+X0) y 17 (14+22+X0),

un mecanismo de determinacion sexual de tipo X0/XX y un par de cromosomas 7 (Ueshima 1979).
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Ray-Chaudhuri y Manna (1955) describieron la presencia de un sistema cromosémico multiple de
determinacion del sexo en Physopelta schlanbuschi, la cual posee un numero cromosémico diploide 2n=
17 (12+2m+X,X;Y), siendo la unica especie conocida de la familia Largidae que posee un
cromosoma sexual Y (Ueshima 1979).

Las Lygaeidae sensu lato son tal vez uno de los grupos mas estudiados desde el punto de vista
citogenético y que presenta mayor heterogeneidad. Los numeros espermatogoniales de las 350
especies analizadas cromosémicamente varfan entre 11 (8+22+X0) y 30 (26+27+XY). El valor mas
frecuente de la distribucion es 2n= 14 (10+2#+XY), presente en alrededor de 38% de las especies
analizadas, y 32% posee 2n= 16 (12+2+XY). El sistema cromosémico de determinacion del sexo
mas frecuente es XY/XX, si bien algunas tribus o géneros se caractetizan por presentar el sistema
X0/XX, como ser Pachygronthini (Pachygronthinae), Lethacini y el género Poeantins de la tribu
Rhyparochromini (Rhyparochrominae). Dentro de la familia Lygaeidae, sistemas multiples del tipo
X,Y/X,X, sélo se han desctipto en diez especies pertenecientes a las subfamilias Blissinae,
Lygaeinae, Oxycareninae y Rhyparochrominae (Pfaler-Collander 1941, Yosida 1946, Menon 1955,
Banerjee 1958, Jande 1959, Ueshima & Ashlock 1980); unicamente en Rbyparochromus angustatus
(Rhyparochrominae) se observé la presencia de un sistema multiple del tipo XY, (Takenouchi &
Mutamoto 1968). Otra caracteristica de esta familia es la presencia de cromosomas 7, que sélo
estarfan ausentes en las especies de Lygaeinae y Oxycareninae (Ueshima 1979, Manna 1984).

Los estudios citogenéticos realizados en 16 especies de Pyrrhocoridae revelaron que esta
familia se caracteriza citogenéticamente por ser un grupo heterogéneo (Ueshima 1979). El nimero
cromosomico varfa entre 2n= 13 (12+X0) y 2n= 33 (32+X0) y los sistemas cromosomicos de
determinaciéon del sexo que han sido descriptos son: X0/XX y X;X,0/XX; XX, (Ueshima
1979). A pesar de la gran diversidad de especies existente en esta familia, los datos citogenéticos
disponibles del género Dysdercus son escasos. Hasta el presente, solo siete especies de Dysdercus del
Viejo Mundo y cinco del Nuevo Mundo han sido analizadas citogenéticamente, las cuales se
caracterizan por poseer un numero cromosoémico diploide entre 2n= 13 y 2n= 16 (Ueshima 1979,
Manna & Deb-Mallick 1981). Asimismo, se ha descripto la presencia de los sistemas multiples de
determinacién del sexo Xy X0 en Pyrrhopeplus posthummus (Parshad 19572) y XX, X3XyXs X0 en Iphita
limbata, aunque se desconoce exactamente el comportamiento de sus seis cromosomas X durante la
meiosis (Banerjee 1959, Ueshima 1979).

Dentro de la familia Rhopalidae han sido analizadas 24 especies pertenecientes a 12
géneros, las cuales se caracterizan por presentar un complemento cromosémico diploide de 13,
un sistema cromosémico de determinacién del sexo X0/XX y la presencia de un par de

cromosomas 7 (Ueshima 1979, Manna 1984).
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OBJETIVOS DEL ESTUDIO

El presente Trabajo de Tesis presenta los siguientes objetivos:

¢  Realizar estudios citogenéticos en especies de Heteropteros fitofagos de interés
agroeconémico en la Argentina, con el fin de intentar responder a algunos de los
interrogantes planteados en relaciéon con el complemento cromosémico, el desarrollo

meibtico y el comportamiento de los cromosomas holocinéticos.

¢ A partir de los estudios citogenéticos realizados en las especies en estudio, tratar de
dilucidar los mecanismos involucrados en el origen de sus variaciones intra e

interpoblacionales.

¢ Tratar de ampliar el conocimiento acerca de la citogenética de los Heteroptera, y asi poder

brindar un aporte a su sistematica y taxonomia.
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MATERIALES Y METODOS

5. Coleccion

Los insectos estudiados fueron recolectados en los viajes realizados a los distritos
biogeograficos de las provincias Paranaense (dominio Amazoénico), Chaquefia, del Espinal y
Pampeana (dominio Chaquefio) de la Region Neotropical (Cabrera & Willink 1980) (Figura 2)
(Tabla 1).

Referencias:

(1) Posadas
(2) Arroyo Itaembé

(3) Ruinas Jesuiticas

(4) Parque Nac. Iguazu

(5) P. R. Saénz Pena

(6) Parque Nac. El Palmar

(7) Gualeguaychu

(8) Tornquist

(9) Parque Prov. E. Tornquist
(10) Parque Prov. Pereyra Iraola
(11) Isla Martin Garcia

(12) Costanera Norte

Figura 2. Ubicaciéon geografica de los sitios de procedencia del material estudiado en mapa de las
Provincias Biogeograficas en la Argentina.
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Tabla 1. Material utilizado para los estudios citogenéticos y citogenético-moleculares de Coreidae,

Largidae, Lygaeidae, Pyrrhocoridae y Rhopalidae

Taxén . Total Procedencia y Situacion Fecha Colector
ejemplares Geografica
Localidad de Gualeguaychu
Athaumastus haematicus 16 (provincia de Entre Rios) 11/1997 M.]. Bressa
33°01°/58° 31°
Parque Nacional El Palmar
5 (provincia de Entre Rios)  1v/1995 -/ Feuerschwenger
0 14> /EQ0 (\Q° M. J. Bressa
o . 32°14°/58° 08
Hypselonotus  bitriangulifer
bitriangulifer Parque Nacional Iguazu M. Kohan®?
o - IV/2000? b
12 (provincia de Misiones) VI/20000 M.L. Larramendy®
25°36°/54° 34 M.J. Bressa®
Localidad de Gualeguaychu
Leptoglossus impictus 16 (provincia de Entre Rios) 11/1997 M.]. Bressa
33°01°/58° 31’
Localidad de Gualeguaychu
Phthia picta 14 (provincia de Entre Rios) 11/1997 M.J. Bressa
33°01°/58° 31°
Localidad de Tornquist
Largus fasciatus 30 (provincia de Buenos Aires) V/1995 M.L. Larramendy
38°06°/62° 14
Costanera Norte (ciudad
15 Auténoma  de  Buenos 1/1998 P.J. Rebagliati®®
Aires) I1/1998>  S. Rodriguez Gil*P
34° 38’/58° 28’
Parque Provincial E.
25 Tornquist (provincia de X1/1996*  M.A. Feuerschwenger®®
Buenos Aires) I11/1998> M. J. Bressa®®
38°08/61° 47
. Arroyo Itaembé (Posadas,
Largus rufipennis 7 provincia de Misiones) X1/1995 D. Carpintero
27° 22’/55° 53
Localidad de Posadas
27 (provincia de Misiones) X/1998 ﬁ'A'Blzeu“SChwenger
27°22/55° 53’ J. Bressa
. . a,b
Parqu.e I\.]aclona} 1guazu TV /2000¢ M. Kohan )
14 (provincia de Misiones) VI/2000° M.L. Larramendy™
25°36°/54° 34 M.J. Bressa®
Parque Provincial E.
Tornquist (provincia de X1/1996*  M.A. Feuerschwenger®®
Logaeus atboornatus 32 Buenos Aires) XII/2000¢  M.J. Bressa®®

38°08/61° 47
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a e, f
Parque Provincial P. Iraola XI/199b9 V. Frassa c
. . 1/2000 S. Ttuarte®
100 (provincia de Buenos Aires) . e
34° 517 /58° 05’ 11/2000 M. Kohan
XI1/2000¢  M.L. Larramendy**
Reserva Provincial isla .
Martin Garcia (provincia de  X1/1996+ -\ Peuerschwenger
19 . v A.G. Papeschi
Buenos Aires) 11/2001 M. Bressa®?
340 22?/580 15’ _] cssa
Parque Nacional El Palmar
25 (provincia de Entre Rios) ~ X/1998 ﬁ?;:::“hweﬂger
32°14°/58° 08’ b
Dysdercus albofasciatus
Localidad Gualeguaychu
2 (provincia de Entre Rios) ~ 1I/1997 M.]. Bressa
33°01°/58° 31
Parque Nacional Iguazu
8 (provincia de Misiones) X/1998 ﬁ.A.BI*;euerschwengber
25° 367/540 34’ J €ssa
Ruinas Jesuiticas (San
Ignacio, provincia de M.A. Feuerschwenger
13 Misiones) X/1998 M.]. Bressa
30° 58°/64° 31
Localidad P. R. Saenz Pefia
40 (provincia de Chaco) 1V/1999 ﬁ'A'Blzeue“Chwenger
26° 47°/60° 27’ J- Bressa
. Ejemplares de Bioterio,
Dysdercus chaquensis Laboratorio de Parasitologia
20 del Museo Argentino de X1/1997*  Dr. T. Stadler®?
Historia Natural I11/1998>  F. Tricarico®P
“Bernardino Rivadavia”
34°38°/58° 28
Parque Nacional Iguazu IV /2000° M. Kohan®P
Dysdercus imitator 16 (provincia de Misiones) V1/20000 M.L. Latramendy®®
25° 36°/54° 34’ M.]. Bressa®
X/1995°
Reserva Provincial isla 1/1996P M.A. Feuerschwenger?
28 Martin Garcfa (provincia de  XI/1996°  M.L. Larramendy™ ¢
Buenos Aires) 1/1997¢ A.G. Papeschi®f
34°22°/58° 15 1/1998¢ M.J. Bressa*f
11/2001f
Dysdercus ruficollis Parque Nacional El Palmar
. . M.A. Feuerschwenger
3 (provincia de Entre Rios) X/1998 MI. Br
300 14,/580 08’ _] c€sSsa
Arroyo Itaembé (Posadas,
5 provincia de Misiones) X1/1995  D. Carpintero

27°22°/55° 53
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Reserva Provincial isla

Martin Gatcfa (provincia de  XI/1995*  M.A. Feuerschwenger®
Buenos Aires) XI/1996>  M.J. Bressa®P®
34°22’/58° 15

Jadera haematoloma
Localidad Gualeguaychu
2 (provincia de Entre Rios) 11/1997 M.]. Bressa
33°01°/58° 31’

Reserva Provincial isla
Martin Garcia (provincia de
Buenos Aires)

34°22°/58° 15

M.A. Feuerschwenger

1 M.]. Bressa

X1/1995

Localidad Gualeguaychu
16 (provincia de Entre Rios) 11/1997 M.]. Bressa
33°01°/58° 31°

Jadera sanguinolenta

Parque Nacional Iguazu M. Kohan®?
o - IV/2000? b
54 (provincia de Misiones) V1/2000 M.L. Larramendy*
25°36°/54° 34 M.J. Bressa®
Ruinas Jesuiticas (San
1 Ignacio, provincia de X/1998 M.A. Feuerschwenger

Misiones) M.]. Bressa
30° 58°/64° 31’

Si bien hay una multitud de equipos disefiados para hacer colectas especializadas, la red de
rastreo, el “paraguas” y el aspirador son los adminiculos mas convenientes para recolectar las
especies fitofagas.

La red de rastreo es una bolsa de lienzo o tul tipo popelina atada a un aro de alambre
acerado fuerte, colocado en un mango de madera. Esta red se utiliza para colectar barriendo los
pastizales, plantas y ramas de arbustos.

El “paraguas” se trata de un pafio cuadrado de aproximadamente un metro por lado,
sostenido por dos varillas atravesadas, de modo que quede flojo. Este equipo se usa colocandolo
bajo las ramas, plantas, troncos, que se golpean para hacer caer los especimenes que alli se
refugian, los cuales son recogidos posteriormente con pinzas.

El aspirador es un aparato que por un lado se aspira con la boca y por el otro pasan los
ejemplares, manteniéndose en su interior un papel arrugado de manera que caminen en él y no se
amontonen unos con otros. Asimismo, otro elemento indispensable para poder realizar la

recoleccion son las pinzas finas.
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6. Citogenética Basica

6.1.Fijacion

La gran mayoria de los ejemplares machos adultos se fijaron enteros a campo en una
mezcla de alcohol metilico y acido acético glacial en una proporcién 3:1, habiéndoseles practicado
previamente una incisiéon ventral a los lados del abdomen. Para ello se utilizé un frasco de boca
ancha para evitar la rotura de los ejemplares. Después de una hora a temperatura ambiente, los
frascos con los ejemplares fijados se conservaron a 4°C.

Algunos ejemplares se trasladaron vivos al laboratotio en recipientes de plastico y/o cajas
acondicionados adecuadamente con muestras de las plantas del lugar de coleccion, con el fin de
fijar unicamente las génadas en una mezcla de alcohol metilico y acido acético glacial (3:1) y
posteriormente conservarlas a 4°C.

Paralelamente, representantes de las muestras fueron matados en frascos de boca ancha
con cianuro de potasio (KCN) para su ulterior determinacién taxonémica. Los ejemplares
permanecieron en dichos frascos durante no mas de seis horas, pues la coloracion sufre
alteraciones por efecto de los gases de cianhidrico y de la humedad.

Una vez muertos, se sacaron del frasco con una pinza y se dispusieron en hileras en camas
de algodén indicando con una etiqueta localidad, fecha, nombre del colector y todo otro dato de
interés. L.a cama de algodon consta de dos tiras anchas de papel cruzadas, que llevan una fina
capa de algodon. En el laboratorio se colocaron directamente en una camara himeda -que es un
algodon humedecido con un micostatico- para poder llevar a cabo el montaje con alfileres
entomologicos y se dejaron 24 hs para ablandar los tejidos. Luego se extendieron las patas,
antenas y alas para realizar el montaje con alfileres entomoldgicos que tienen un largo
estandarizado y un grosor indicado desde el N°® 000 al 7, siendo los mas recomendables el N° 1, 2
y 3. Finalmente, los ejemplares se conservaron en cajas entomoldgicas, portando una tarjeta
donde se consignaron los datos individuales de cada ejemplar (localidad, planta huésped, fecha,

nombre del colector, etc.) y una segunda tarjeta con la determinacién especifica.

6.2. Determinacion taxonomica

La determinacién taxonémica de los ejemplares fue realizada por el Dr. Axel Bachmann y

la Licenciada Marfa Marta Schang, de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la
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Universidad de Buenos Aires; por el Dr. Harry Brailovsky, de la Universidad Auténoma de
México, y por el Dr. Pieter H. van Doesburg, Emeritus Curator of Entomology Research

Associate of National Natural History Museum de Leiden, Holanda.

6.3. Diseccion de las gonadas

La diseccion de los ejemplares se realizé en el laboratorio con microscopio binocular
estereoscopico en una camara de Petri, con el interior recubierto con parafina. Se agregd a la
camara alcohol etilico 70% para los ejemplares fijados enteros, o soluciéon salina para los
especimenes vivos. Los ejemplares se pincharon a la parafina con un alfiler entomoldgico a nivel
del escutelo, se separaron los hemiélitros y el segundo par de alas, y se practicaron un par de
cortes a la altura de los primeros segmentos abdominales. Los tergos de dichos segmentos se
levantaron con una pinza entomoldgica, quedando expuestas las gonadas.

Todos los machos adultos disecados para el estudio de la meiosis se conservaron secos en
cajas entomoldgicas y/o en alcohol etilico 70% para su postetior compatacion y determinacion

taxonomica.

6.4. Confeccion de preparados citogenéticos con hematoxilina férrica acética

Los preparados meidticos temporarios se realizaron mediante el método de aplastado bajo
cubreobjetos o “squash”, utilizando como colorante hematoxilina férrica acética. Debido a que
no es posible aislar los foliculos testiculares, los preparados se realizaron con un trozo de gonada,
descartando la vesicula seminal con el objeto de minimizar la cantidad de espermatozoides.

Asimismo, dado que con el transcurso del tiempo de fijacion el material fijado se
endurece y el citoplasma de las células se tifie mas intensamente, los mejores preparados
cromosomicos se obtuvieron a partir de material con poco tiempo de fijacion, entre uno y tres
meses.

Una vez revisados todos los preparados temporarios, los mejores se analizaron
citogenéticamente y luego se hicieron permanentes por el método de congelamiento. Por ultimo,
las mejores células de cada preparado citogenético temporario se fotografiaron y/o captaron

mediante una camara digital.
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6.5. Confeccion de preparados citogenéticos para posterior tincion con 4'6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI), Feulgen e impregnacion argéntica

Los preparados citogenéticos destinados a una coloracion con DAPI se realizaron
mediante el método de aplastado bajo cubreobjetos o “squash” en acido acético 45%, congelando
los preparados en hielo seco y saltando el cubreobjeto. Posteriormente, se colocaron en alcohol
etlico absoluto durante uno a dos minutos y en alcohol metilico durante una hora y media a dos
horas. Las preparaciones se dejaron secar a temperatura ambiente durante dos horas y, por
ultimo, se tifieron con solucién de DAPI en oscuridad (Vectashield mounting medium H1200,
Vector Laboratories, Burlingame, CA, EEUU) y se conservaron a 4 °C hasta su observacién con
microscopio de fluorescencia.

La técnica de tincién con Feulgen se realizé a partir de un trozo de gonada fijada y luego
tratada con HCL 1N a 60°C durante 8-10 min. Inmediatamente, el material se tratd con reactivo
de Schiff’s a temperatura ambiente durante 30 min, o hasta que los tejidos se tifiieran de color
purpura. Los preparados citogenéticos se realizaron mediante el método de aplastado bajo
cubreobjetos o “squash” en orceina acética. Las preparaciones se analizaron en el mismo dia y se
conservaron a 4 °C.

Los preparados citogenéticos destinados a una impregnacion con NO3Ag se realizaron con
un trozo de gonada en acido acético 45% por el método de aplastado bajo cubreobjetos,
congelando los preparados en hielo seco durante 30 min y saltando el cubreobjeto. Una vez secos
los preparados, se procedié a la impregnacion argéntica de acuerdo con la técnica propuesta por
Rufas (1982). Brevemente, se colocé sobre el preparado una gota de solucion de NO3Ag 50% en
agua bidestilada, previamente ajustada a pH 3 con acido férmico; se incub6 en camara himeda a
60°C durante un minimo de 5 min, controlando la coloracién con microscopio. La tincién se
interrumpe lavando en agua destilada, y una vez que se han secado los preparados, se montan en

Euparal.

6.6. Analisis citogenético

El analisis de los preparados tefiidos con DAPI se realiz6 en los microscopios de
fluorescencia Zeiss Laborlux con filtro 09 Zeiss, y Olympus BX 50 equipado con una apropiada
combinacion de filtros.

Las fotomicrografias se tomaron en un Microscopio Leica DMLB, con pelicula Kodak

Imagelink HQ (Estar Base, 35mm), y las imagenes de las células se captaron con una camara
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digital para captura automatica de imagenes Leica DC100 y se procesaron mediante el programa

Leica IM50 Image Manager (Imagic Bildverarebeitung AG).

6.7. Analisis estadistico

Los procedimientos estadisticos empleados en el presente trabajo de Tesis
correspondientes a analisis de varianza, analisis de regresion, calculo de intervalos de confianza y
contrastes estadisiticos han sido desarrollados de acuerdo a la metodologia detallada (Sokal &

Rohlf 1995).

7. Estudios Molecular y Citogenético-Molecular

7.1 Fijacién

Algunas de las hembras adultas se fijaron en una mezcla de alcohol metilico y alcohol
etilico (1:1), y posteriormente se mantuvieron a 4°C; mientras que otros ejemplares se
conservaron en nitrégeno liquido. Independientemente de la fijacién, todos los individuos se

destinaron para extraccion de ADN genémico total.

7.2 Protocolos de extraccion de ADN genémico total

Se realizaron y evaluaron los siguientes métodos de extraccion de ADN genémico total de
los insectos en estudio:

(1) método de extracciéon N° 1: extraccién de ADN genémico total mediante una digestién

doble (ver pagina 41),

(2) método de extraccion N° 2: extraccion de ADN genémico total siguiendo el protocolo

propuesto por Marchant (1988) (ver pagina 42),

(3) método de extraccion N° 3: extraccion de ADN gendmico total mediante el protocolo

de Marchant modificado (ver pagina 43),

(4) método de extraccion N° 4: extracciéon de ADN genémico total mediante el protocolo

DNAIZzo3E (ver pagina 44).
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Asimismo, varias de las muestras de ADN resultantes a partir de los distintos métodos de

extraccion de ADN, se sometieron a una posterior purificacion del ADN usando el método de

precipitacion con espermina (Hoopes & Mc Clure 1981, Reineke et al. 1998).

A continuacién se detallan los pasos involucrados en los distintos protocolos de extraccion

de ADN genémico total utilizados:

Protocolo de extraccién de ADN gendmico total N° 1

1.
2.
3.

10.

11.

12.
13.

14.
15.
16.

17.
18.

Fijar los insectos enteros en alcohol metilico:alcohol etilico (1:1).

Triturar y macerar los ejemplares con EDTA salino (4 ml) en una camara de petri estéril.
Enjuagar el material dos veces con EDTA salino y descartar la fase liquida.

Resuspender el material en SDS (200 pl) y EDTA salino fresco (4 ml) en un tubo cénico

estéril de 15 ml.

Agregar proteinasa K (400 pg/ml; 160 pl) e incubar en un bafio termostatico a 70°C
durante dos horas y media.

Agregar fenol equilibrado con Tris-HCI (pH 7,5; 4 ml).

Someter el material a rotacion durante 10 min y centrifugar a 2.500 rpm durante 10 min.
Pasar el sobrenadante a un nuevo tubo conico estéril y agregar fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1) (2:2 ml).

Someter el material a una segunda rotaciéon durante 10 min y centrifugar a 1.500 rpm
durante 10 min.

Pasar el sobrenadante a un nuevo tubo coénico estéril y agregar cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1) (4 ml).

Someter el material a una tercera rotacion durante 10 min y centrifugar a 1.500 rpm durante
10 min.

Pasar el sobrenadante a un nuevo tubo conico estéril.

Adicionar alcohol etilico absoluto frio (-20°C) (8 ml) y conservar en freezer durante 20
min.

Centrifugar a 1.500 rpm durante 10 min.

Descartar el sobrenadante y lavar el precipitado con alcohol etilico 70% frio (-20°C).
Descartar el sobrenadante y colocar los tubos cénicos boca abajo para que se evapore todo
el alcohol

Resuspender el ADN en solucién tampon TE (500 ul).
Incubar con ARNasa (10 mg/ml; 10 pl) a 37°C durante una hora.
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19.

Medir la concentraciéon del ADN mediante un espectrofotémetro y realizar una corrida

electroforética en gel de agarosa (1,5%) a 100 volts/cm durante 80 min.

Protocolo de extraccién de ADN gendmico total N° 2

1.
2.
3.

10.
11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.
18.
19.

20.
21.

Conservar los insectos enteros en nitrégeno liquido a —70°C.

Triturar y macerar los ejemplares con nitrégeno liquido en un mortero.

Pasar el polvo fino obtenido a un tubo cénico de 15 ml, agregar solucién tampén de
extraccién (5ml) con proteinasa K (20 mg/ml; 400 pl) y mezclar por inversion.

Incubar en un bafio termostatico a 37°C entre una hora y media y dos horas.

Agregar fenol equilibrado con Tris-HCI (pH 7,5; 3ml).

Agitar fuerte un par de veces, coocar alicuotas en tubos de microcentrifuga de 1,5 ml y
centrifugar a 10.000 rpm durante 10 min.

Pasar el sobrenadante (4 ml) a un nuevo tubo cénico de 15 ml estéril y mantenerlo en un
recipiente con hielo.

Adicionar dos volumenes de perclorato de sodio 2,9M y agitar suavemente.

Conservar en freezer (-20°C) durante una hora.

Centrifugar a 10.000 rpm durante 10 min.

Descartar el sobrenadante y agregar alcohol etilico 70% frio (-20°C) (1 ml), bafiando las
paredes del tubo cénico.

Cortar la punta de un tip estéril de 1 ml, tomar el precipitado y pasatlo a un tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml estéril.

Agregar alcohol etilico 70% frio (-20°C) (1 ml) y centrifugar a 12.000-13.000 rpm durante
10 min.

Descartar el sobrenadante y colocar los tubos de microcentrifuga boca abajo para que se
evapore todo el alcohol.

Resuspender el ADN en solucién tampon TE (300 ul).

Si los precipitados no estan limpios, proceder a una nueva extracciéon fendlica. Agregar

solucion tampon TE (150 pl) y agua destilada estéril (150 pl).

Agregar un volumen de fenol (300 pl).

Centrifugar a 13.000 rpm durante 10 min.

Pasar el sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1,5ml estéril y agregar un
volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) (300 pl).

Centrifugar a 13.000 rpm durante 10 min.

Pasar el sobrenadante (200 pl) a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1,5ml estéril.
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22.  Agregar un volumen de perclorato de sodio 2,9M (200 pl), agitar por inversiéon y conservar
en freezer (-20°C) durante 30 min.

23.  Centrifugar a 13.000 rpm durante 10 min.

24.  Descartar el sobrenadante y agregar alcohol etilico 70% frio (-20°C) (1 ml).

25.  Centrifugar a 13.000 rpm durante 10 min.

26. Descartar el sobrenadante y colocar los tubos de microcentrifuga boca abajo para que se
evapore todo el alcohol.

27.  Resuspender el ADN en solucién tampén TE (150 pl).

28.  Medir la concentracion del ADN mediante un fluorémetro y realizar una corrida

electroforética en gel de agarosa (1,5%) a 100 volts/cm durante 80 min.

Protocolo de extraccién de ADN gendmico total N° 3

1. Conservar los insectos enteros en nitrégeno liquido a —70°C.

2. Triturar y macerar los ejemplares con nitrégeno liquido en un mortero.

3. Pasar el polvo fino obtenido a un tubo cénico de 15 ml estéril, agregar soluciéon tampoén de
extraccion (5 ml) y mezclar por inversion.

4. Agregar proteinasa K (20 mg/ml; 50 pl) y B-mercaptoetanol (36 pl).

5. Incubar en un bafio termostatico a 50°C durante dos horas.

0. Centrifugar a 1.500 rpm durante tres minutos.

7. Pasar el sobrenadante (4 ml) a un tubo coénico estéril y agregar fenol equilibrado con Tris-HCl
(pH 7.,5; 2 ml).

8. Agitar varias veces por inversion, poner alicuotas en cuatro tubos de microcentrifuga de 1,5 ml
estériles y centrifugar a 10.000 rpm durante 10 min.

9. Pasar el sobrenadante de cada tubo de microcentrifuga a un nuevo tubo cénico de 15 ml
estéril.

10. Agregar fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) (1:1 ml) y agitar varias veces por
inversion.

11. Poner alicuotas en cuatro tubos de microcentrifuga de 1,5 ml estériles y centrifugar a 10.000
rpm durante 10 min.

12. Pasar el sobrenadante de cada tubo de microcentrifuga a un nuevo tubo cénico de 15 ml
estéril.

13. Agregar fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) (1:1 ml) y agitar varias veces por

inversion.
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14. Poner alicuotas en cuatro tubos de microcentrifuga de 1,5 ml estériles y centrifugar a 10.000
rpm durante 10 min.

15. Agregar cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) (2 ml) y agitar varias veces por inversion

16. Centrifugar a 2.500 rpm durante 10 min.

17. Tomar el sobrenadante y poner alicuotas en 8 tubos de microcentrifuga de 1,5ml estériles.

18. Agregar a cada tubo de microcentrifuga 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M (pH 5,2) y
dos volumenes y medio de alcohol etilico absoluto frio (-20°C).

19. Conservar en freezer (-20°C) hasta el dia siguiente.

20. Centrifugar a 13.000 rpm durante 30 min.

21. Descartar el sobrenadante y agregar alcohol etilico 70% frio (-20°C) (1 ml).

22. Centrifugar a 13.000 rpm durante 10 min.

23. Descartar el sobrenadante y colocar los tubos de microcentrifuga boca abajo para que se
evapore todo el alcohol.

24. Agregar alcohol etilico 70% frio (-20°C) (1 ml) y centrifugar a 13.000 rpm durante 10 min.

25. Descartar el sobrenadante y colocar los tubos de microcentrifuga boca abajo para que se
evapore todo el alcohol.

26. Resuspender el ADN en solucién tampén TE (30-40 pl).

27. Incubar en bafio termostatico a 55°C durante 30 min y conservar en heladera (4°C) hasta el
dia siguiente.

28. Incubar con ARNasa (10 mg/ml; 1 pl de enzima cada 100 pl de solucion tampén TE) a 37°C
durante 90 min.

29. Medir la concentracion del ADN mediante un fluorémetro y realizar una corrida

electroforética en gel de agarosa (1,5%) a 100 volts/cm durante 80 min.

Protocolo de extraccion de ADN gendmico total Nro. 4

1. Conservar los insectos enteros en nitrégeno liquido a —70°C.

2. Triturar y macerar los ejemplares con nitrégeno liquido en un mortero.

3. Pasar el polvo fino obtenido a un tubo cénico de 15 ml estéril, agregar soluciéon tampoén de
extraccion (3,95 ml) y mezclar por inversion.

4. Agregar proteinasa K (20 mg/ml; 40 pl) y B-mercaptoetanol (30 pl).

5. Incubar en un bafio termostatico a 50°C durante dos horas.

6. Agregar un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) (2:2 ml) y agitar

suavemente en un “shaker” durante 15 min.
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7. Poner alicuotas en cuatro tubos de microcentrifuga de 1,5 ml estériles y centrifugar a 5.000
rpm durante 10 min.

8. Pasar el sobrenadante de cada tubo de microcentrifuga a un nuevo tubo cénico de 15 ml
estéril.

9. Agregar un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y agitar suavemente en
un shaker durante 15 min.

10. Poner alicuotas en tubos de microcentrifuga de 1,5 ml estériles y centrifugar a 5.000 rpm
durante 10 min.

11. Pasar el sobrenadante de cada tubo de microcentrifuga a un nuevo tubo cénico de 15 ml
estéril.

12. Agregar un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) (4 ml) y agitar suavemente en un
shaker durante 15 min.

13. Poner alicuotas en tubos de microcentrifuga de 1,5 ml estériles y centrifugar a 5.000 rpm
durante 10 min.

14. Pasar el sobrenadante a tubos de microcentrifuga de 1,5 ml estériles.

15. Agtregar a cada tubo de microcentrifuga 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M (pH 5,2) y
homogeneizar suavemente.

16. Agregar alcohol etilico absoluto frio (-20°C) (1 ml) y homogeneizar suavemente.

17. Conservar en freezer (-20°C) hasta el dia siguiente.

18. Centrifugar a 13.000 rpm durante 30 min.

19. Descartar el sobrenadante y agregar alcohol etilico 70% frio (-20°C) (1 ml).

20. Centrifugar a 13.000 rpm durante 10 min.

21. Descartar el sobrenadante y agregar alcohol etilico absoluto frio (-20°C) (1 ml).

22. Centrifugar a 13.000 rpm durante 10 min.

23. Descartar el sobrenadante y colocar los tubos de microcentrifuga boca abajo para que se
evapore todo el alcohol.

24. Resuspender el ADN en solucion tampéon TE (20-30 pl).

25. Conservar a temperatura ambiente hasta el dia siguiente.

26. Incubar con ARNasa (10 mg/ml; 1 pl de enzima cada 100 pl de solucién tampén TE) a 37°C
durante 90 min.

27. Medir la concentracion del ADN mediante un fluorémetro y realizar una corrida

electroforética en gel de agarosa (1,5%) a 100 volts/cm durante 80 min.
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7.3. Purificacién adicional del ADN gendémico total

Para la precipitacion con espermina (Hoopes & Mc Clure 1981, Reineke et al. 1998), a 50
pl de ADN redisuelto en solucion tampén TE se le adicioné tetrahidrocloruro de espermina
50mM (2 pl).

Las muestras se mezclaron mediante un vortex y se colocaron en hielo durante 15 min. El
precipitado se centrifugé a 10.000 rpm durante 12 min y el precipitado se lavé dos veces con
alcohol etilico 70% frio (-20°C). Para la extraccién de la espermina, se adicion6 una solucién
tampon de intercambio de cationes (200 pl) (un volumen de acetato de sodio 0,3M, un volumen
de cloruro de magnesio 10mM y tres volimenes de alcohol etilico absoluto), se mezcl6 la
soluciéon mediante un vortex y se conservo en hielo por lo menos durante una hora. Luego, las
muestras se centrifugaron a 14.000 rpm durante 10 min, el sobrenadante se descartd y el
precipitado se lavo dos veces con alcohol etilico 70% frio (-20°C). Finalmente, las muestras se

dejaron secar y se resuspendieron en solucioén tampén TE (100 pl).

7.4. Medicion de la concentracion de ADN genémico total

La concentraciéon de ADN genémico total de las muestras fue medida mediante el uso de

un espectrofotémetro y de un fluorémetro.

7.5. Electroforesis en geles de agarosa

Para separar e identificar los fragmentos de ADN genémico total se realizaron
electroforesis en geles de agarosa. Los geles se preparan fundiendo la agarosa en presencia de la
solucién deseada hasta obtener una soluciéon clara y transparente. Luego, la solucion fundida es
colocada en un portagel y se deja endurecer. Una vez endurecida, la agarosa forma una matriz
cuya densidad es determinada por su concentracion, la cual depende del tamafio de los

fragmentos a ser separados (Tabla 2).
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Tabla 2. Intervalo de separacion en geles conteniendo diferentes cantidades de agarosa

Intervalo de separacion eficiente

1 0
Cantidad de agarosa (0) 3. 1 o1¢culas lineales de ADN (kb)

0,3 5-60
0,6 1-20
0,7 0,8-10
0,9 0,5-7
1,2 0,4-6
1,5 0,2-3
2,0 0,1-2

El procedimiento para la preparacion de un gel de agarosa es el siguiente:
1. Colocar una cinta adhesiva en los extremos del portagel formando un recipiente cerrado y los
peines sin tocar el piso a una distancia de 0,5-1 mm.
2. Pesar la agarosa para un gel al 1,5% y agregarle solucion tampon TE 1X.
3. Colocar la mezcla en horno microondas durante 80 segundos a potencia 50.
4. Colocar la solucién en bafio a 60°C y luego agregarle bromuro de etidio (concentracion final
0,2 pg/ml). Agitar vigorosamente.
5. Colocar la solucién de agarosa en el portagel y dejar que endurezca durante 30-45 min a
temperatura ambiente.
0. Retirar cuidadosamente la cinta adhesiva del portagel y colocarlo en la cuba electroforética.
7. Llenar la cuba de electroforesis con soluciéon tampoén TE, hasta tapar el gel.
8. Agregar en un tubo de microcentrifuga las muestras de ADN gendémico total (volumen
equivalente a 500 ng), agua bidestilada estéril y solucién tampoén de carga (2-3 pl), para un
volumen final de 15-20 pl. Simultaneamente preparar un tubo de microcentrifuga con ADN del
fago Lambda (1 pl), que se utiliz6 como ADN patroén.

9. Sembrar las muestras de ADN genémico total y aplicar un voltaje de 100 volts/cm durante 80

min.
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10. Visualizar y fotografiar los geles en el transiluminador de luz ultravioleta (amplitud de

frecuencias de luz U.V. 254/312 nm).

7.6. Digestion con endonucleasas de restriccion

El ADN genémico total fue digerido con endonucleasas de restriccion de alta y de baja

frecuencia de corte (Tabla 3).

Tabla 3. Secuencias de reconocimiento de las endonucleasas de restriccion utilizadas

.., Secuencia de
Endonucleasa de restriccion

Condiciones de reaccion

reconocimiento
Enzimas de alta frecuencia de corte
Alu 1 5...,AGVCT...3" 1X Solucién tampén de digestion,
“ 3. TCAGA...5 37°C
Hae 111 5...GGVYCC...3 1X Solucién tampén de digestion,
3°...CCAGG...5 37°C
Tac I 5...TVCGA...3 1X Solucién tampén de digestion
A 3...AGCAT...3’ con 100ug/ml BSA, 65°C
HinfI 5...GVYANTC...3 1X Solucién tampén de digestion,

3..CTNAAG...3

37°C

Enzimas de baja frecuencia de corte

5...GYGATCC...3’
BamH I 3"...CCTAGAG..
5... AVGATCT...
Bgl 11 3...,TCTAG AA...
5...GVAATIC...
EcoR 1 3...CTTAAAG...
5...GATVATC...
EcoRV 3...CTAATAG...

, 5...AVAGCTT...
Hind 111 3. . TTCGAAA...
bl 5...CTGCAVG..

s 3...GAACGTC...3
ol 5...GYTCGAC...3’
a 3"...CAGCTAG...
- 5...CCCYGGG..
ma 3...GGGACCC..

5...TVCTAGA...
Xba I 3...AGATCAT...

DWW Ly W WL WL L 1w LW L

1X Solucién tampén de digestion,
37°C

1X Solucién tampén de digestion,
37°C

1X Solucién tampén de digestion,
37°C

1X Solucién tampén de digestion,
37°C

1X Solucién tampén de digestion,
37°C

1X Solucién tampén de digestion

con 100pg/ml BSA, 37°C

1X Solucién tampén de digestion,
37°C

1X Solucién tampén de digestion,
37°C

1X Solucién tampén de digestion,

37°C
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Para llevar a cabo la digestion de las muestras de ADN se colocaron en un tubo de
microcentrifuga estéril un volumen equivalente a 1-2 pg de ADN gendémico total, 2 pl de

solucién tampon de restriccion 10X, 2 pl de enzima y llevar a un volumen final de 20 pl a la
mezcla de reaccion. Luego, se aplicé un pulso de microcentrifugacién, se mezclé en un vortex y
se aplicé nuevamente un pulso de microcentrifugaciéon. Finalmente, se incubd a la temperatura
correspondiente a la enzima hasta el dia siguiente. Después de la incubacién, las muestras se
almacenaron en freezer durante 30-45 min y se consetvaron en la heladera a 4°C hasta llevar a
cabo la corrida electroforética.

Los fragmentos de restricciéon se separaron e identificaron mediante electroforesis en
unidireccional en geles de agarosa y posteriormente fotografiados. Para tales fines, a las muestras
se les agregd 4 pl de solucion tampoédn de carga (volumen final 24 ul), se les aplicé un pulso de
microcentrifuga y se sembraron en el gel de agarosa (1,5% en solucién tampén TE), tefiido con
bromuro de etidio (concentracién final 0,2 pg/ml). Se aplicé un voltaje de 140 volts/cm durante
5 min y luego 100 volts/cm durante 80 min. Finalmente, los geles se visualizaron y fotografiaron

en el transiluminador de luz ultravioleta (amplitud de frecuencias de luz U.V. 254/312 nm).

7.7. Extraccion y purificacion de fragmentos de ADN gendémico de geles de agarosa

La extraccién y purificacion de fragmentos de ADN de los geles de agarosa se realizo
mediante el kit de extraccion QIAquick (QIAquick Gel Extraction Kit, QIAGen, Alemania), que
permite eluir fragmentos de 70 pb a 10 kb de geles de agarosa en solucién tampén TAE o TBE.

A continuacion se detalla el protocolo para la elucién de los fragmentos:

1. Cortar el fragmento de ADN del gel de agarosa con un escalpelo limpio.

2. Pesar el trozo de gel en un tubo de microcentrifuga incoloro y adicionar tres volumenes de la
solucion tampon QG por volumen de gel (100 mg~100 pl).

3. Incubar a 50°C durante 10 min o hasta que se haya disuelto completamente el trozo de gel.

4. Una vez disuelto, verificar que el color de la mexcla sea amarillo. Si la mezcla es de color
violeta o naranja adicionar acetato de sodio 3M (pH 5,0; 10 ul).

5. Adicionar un volumen de alcohol isopropilico por volumen de gel.

0. Colocar la columna QIAquick en un tubo de microcentrifuga colector de 2 ml.

7. Colocar la muestra en la columna QIAquick y centrifugar durante un minuto.

8. Descartar el sobrenadante y colocar nuevamente la columna QIAquick en el mismo tubo

colector
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9. Adicionar 0,5 ml de solucion tampon QG a la columna QIAquick y centrifugar durante un
minuto.

10. Lavar adicionando 0,75 ml de soluciéon tampén PE a la columna QIAquick y centrifugar
durante un minuto.

11. Descartar el sobrenadante y volver a centrifugar la columna QIAquick a 13.000 rpm durante
un minuto.

12. Colocar la columna QIAquick en un tubo de microcentrifuga limpio de 1,5 ml.

13. Para eluir el ADN, adicionar 50 pl de la solucién tampon de elucion (10mM Tris-HCL, pH
8,5) o agua en el centro de la membraba de la columna QIAquick y centrifugar a maxima

velocidad durante un minuto.

7.8. Marcaje de la sonda utilizando nick-translation

Para el marcaje de la sonda se utiliz6 el protocolo del Kit de Gibco BRL 8160SB utilizando
fluorocromos unidos a digoxigenina (Dig-11-dUTP). Para tales fines, se prepararon las muestras
con 10ul de la solucién A4, que es una mezcla de nucleétidos (dATP, dGTP, dCTP), un volumen
de ADN equivalente a 2 pg de éste, 2 pl del fluorocromo mezcla de dig-11duTP y dTTP
(concentracion final 0,35mM dig:0,65mM dTTP) y agua destilada hasta 90 pl. Luego se mezcla
suavemente y se centrifuga. Se afladen 5 ul de DNA polimerasa + DNAasa I, se mezcla con
suavidad y se le da un spin. Se incuba a 15°C durante 90 min. Se adiciona 5 pl de EDTA 300mM
como solucién tampén stop y 1,25 pl de SDS 5% (p/v). Se adiciona 0,75 ul de SDS 10% y 1/10
del volumen de acetato de sodio 3M. Luego se le agregan dos volumenes de alcohol etilico
absoluto frio (120 pl). Se deja a -20°C hasta el dia siguiente. Se centrifuga, se descarta el alcohol y
se deja secar. Por ultimo, se adiciona 40ul de solucién tampén TE y se conservan a 4°C en

heladera.

7.9. Hibridacion in situ

La técnica de hibridacién z sitn de sondas de 4acidos nucleicos a preparaciones
cromosomicas involucra cuatro pasos fundamentales:
(1) la preparacion y el marcado de la sonda,

(2) la reaccion de hibridacion entre la sonda y el ADN blanco,
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(3) la remocioén de la sonda que no se unié o que se hibridé en forma inespecifica,

(4) la deteccion visual de los sitiosa de hibridacion.

Antes de realizar la hibridacion 7 situ, las preparaciones cromosomicas deben ser sometidas
a una serie de pretratamientos y lavados, con el objeto de aumentar la eficiencia de la hibridacién
y/o disminuir los backgrounds inespecificos.

El primer paso que se realiza es el tratamiento con RNAsa (100 mg/ml), el cual tiene como
finalidad remover el ARN asociado a los cromosomas que luego puede interferir en la uniéon del
ADN de la sonda. Para efectuar dicho tratamiento se utilizan diluciones 1:100 de la solucién
stock (10 mg/ml) en 2XSSC. A cada preparacién cromosémica se le afiaden 200pl de la dilucién,
se coloca un cubreobjetos de plastico y se incuban a 37°C durante una hora en una camara
himeda (caja en la que se introduce papel de filtro embebido en 2XSSC). Seguidamente las
preparaciones se lavan con 2XSSC en agitacion, se efectian tres lavados de 5 min cada uno. Los
cubreobjetos de plastico desprendidos se deben retirar con una pinza.

El segundo tratamiento es con paraformaldehido 4% (p/v). Se incuban las preparaciones
con la solucién de paraformaldehido durante 10 min a temperatura ambiente. Este paso refuerza
la fijacion del ADN pero reduce la permeabilidad a la sonda, por tal motivo debe ser estricto en el
tiempo. Las preparaciones se lavan en 2XSSC a temperatura ambiente, se realizan tres lavados de
5 min cada uno con agitacion.

Luego se procede a la deshidratacién, para lo cual los preparados se incuban en alcohol
etflico 70%, 90% y absoluto durante tres min en cada uno. Se dejan secar al aire por lo menos
durante dos horas.

A continuacién de los pretratamientos y lavados, se lleva a cabo la preparacion de la mezcla
de hibridacién inmediatamente antes de su uso. Esta mezcla podria almacenarse a -20°C hasta
seis meses.

El procedimiento para preparar dicha mezcla es el siguiente (Tabla 4):

1. Adicionar a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml todos los componentes de la mezcla de
hibridacién, excepto la sonda.

2. Mezclar muy bien en un vortex y centrifugar brevemente.

3. Adicionar la sonda, volver a mezclar y centrifugar brevemente.

4. Desnaturalizar la mezcla de hibridacion a 70°C durante 15 min.

5. Incubar en hielo durante 5 min y centrifugar brevemente.

6. Adicionar a cada preparaciéon cromosomica 30 pl de la mezcla de hibridacién y colocarles un

cubreobjetos.
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El factor mas importante que limita la sensibilidad de la hibridacién 7z situ es la cantidad de
background no especifico y, por ende, las condiciones de hibridacién y los lavados son etapas

criticas para la obtencién de resultados satisfactorios.

Tabla 4. Preparacion de la mezcla de hibridacion

Solucién prceg‘;tr‘;d;‘gf‘(’;l) Concentracién final
Formamida 15 50%

Sulfato de dextrano @ 6 10%

20X SSC 3 2X

Sonda © X

2 ?ﬁgjﬁ;én 1 0,3 mg/ml
DNA competidor @ y

SDS 10% 1 0,33 mg/ml
Agua z

Volumen total 30

(1), formamida ultrapura, almacenada a -20°C; (2), disuelto en agua y esterilizado por
filtraciéon en minipore 0,22 um; (3), concentracion final de la sonda 25-100 ng por
preparacion para zondas clonadas y 75-200 ng por preparacion para ADN genémico;
(4), dependiendo de los materiales, afiadir en proporcién de 2X a 100X.

El método de hibridacion comprende los siguentes pasos, que involucran la
desnaturalizacién y la hibridacién en si:
1. Colocar las preparaciones cromosémicas en el termociclador bajo el siguiente programa: 75°C
7 min; 55°C 30 segundos; 45°C 1 min; 42°C 2 min; 40°C 5 min; 38°C 5 min y 37°C tiempo
indefinido.
2. Pasar las preparaciones a la camara humeda precalentada a 37°C e incubar hasta el dia
siguiente.

En los lavados post-hibridacion se remueve la sonda que se unié de manera inespecifica o

que posee poca homologia con el ADN blanco. Todas las soluciones se incuban previamente a
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45°C y se las manteine a esa temperatura. Los lavados se hacen con agitacién; se colocan las
preparaciones en una cubeta y se adicionan secuencialmente las soluciones descartando las
anteriores:

1. Lavar en 2XSSC, 3 min a 42°C.

2. Lavar en formamida 20% (v/v) en 0,1XSSC, 10 min a 42°C.

3. Después de los dos primeros lavados (1 y 2) se cambian las cubetas.

4. Lavar en 0,1XSSC, 5 min a 42°C.

5. Lavar en 2XSSC, 5 min a 42°C.

6. Lavar en 4XSSC/tween (0,2%), 5 min a 42°C.

7. Lavar en 4XSSC/tween (0,2%), 5 min a temperatura ambiente.

Durante los ultimos lavados se prepara una solucién de BSA 5% (p/v) en 4XSSC/tween
0,2%, para poder llevar a cabo la deteccion visual de los sitios de hibridacién. Se adiciona 100ul a
cada preparacion, se coloca un cubreobjetos de plastico y se incuba durante 5 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, se retiran los cubreobjetos y se drena la solucion.

La solucién con anti-dig FITC se prepara con un ligero exceso sobre la cantidad adecuada
al nimero de preparaciones; se afiaden 50ul a cada preparacion, se coloca un cubreobjetos de
plastico y se incuban a 37°C durante una hora en camara himeda.

Las preparaciones se lavan en 4XSSC/tween 0,2%, tres veces durante 10 min cada una. Se
adiciona DAPI (100ul) de una solucién stock de 2ug/ml, se colocan cubreobjetos de plastico y se
incuban durante 15 min en oscuridad.

Se lava brevemente en 4XSSC/tween 0,2% para eliminar los cubreobijetos, se deja drenar,
se afiaden dos gotas de antifade y se colocan cubreobjetos de 24x60mm. Para eliminar el liquido
excedente, se presionan las preparaciones cromosoémicas entre papel de filtros y se conservan en
oscuridad. Las preparaciones se observan en el microscopio de epifluorescencia utilizando los
siguientes filtros adecuados: el filtro 01 azul para detectar DAPI y el filtro 09 verde para detectar

Dig.

8. Caracteristicas y Condiciones de Endocria

La cepa de ejemplares de Dysdercus chaguensis Freiberg, 1948 del Laboratorio de Parasitologia

del Museo Argentino de Ciencias Naturales “Bernardino Rivadavia” procede de Finca Tolloche

(El Quebrachal, Salta). El tamafio de la colonia original se establecié a partir de 25-30 parejas de
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adultos en terrarios de vidrio, de un espesor de 0,5 cm y de un tamano de 40cm de largo por
20cm de ancho por 30cm de alto. La tapa de los terrarios es una tela de voile, ajustada con cinta
elastica.

En el interior de los terrarios se colocaban bebederos con agua destilada y comederos. Los
bebederos son camaras de Petri de plastico de 5,5 cm de diametro y 1,2 cm de alto. Las tapas de
estas camaras estan perforadas en el centro y tienen una esponja sintética de color verde (OASIS),
que sobresale 0,3 cm. Los comederos son unos sobres de plastico entramados donde se colocan
las semillas de algodén, con un broche para que las semillas se distribuyan en una sola capa.
Ademas, la camara de cria estd equipada con un calefactor.

La cria de los individuos de esta especie se realizé mediante un tipo de apareamiento en
masa y bajo condiciones controladas de temperatura (30°+1°C), humedad (70%) y fotopetiodo
(12 hs de luz diarias). L.a humedad se regula mediante agua alojada en una bandeja de plastico
ubicada en la direccién de circulacion del aire del ventilador del calefactor. El fotoperiodo se
regula con dos reflectores (OSRAM) de 400 W/D conectados a un sereno automdtico desde las 7

hasta las 19 hs.
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RESULTADOS

9. Familia Coreidae

9.1. Complemento cromosémico y desarrollo meiético de Athaumastus haematicus

(Stal, 1859)

El complemento cromosémico diploide de Athaumastns haematicns es 2n= 21/22=
184+2m+X0/18+2m+XX; entre los bivalentes autosémicos se distinguen dos pares mayores, dos
medianos y cinco menores, siendo los cromosomas 7 los mas pequefios del complemento. El
cromosoma X presenta un tamafo similar a uno de los cromosomas menores.

En leptotene sélo se reconoce el cromosoma sexual del resto de la cromatina por ser
marcadamente heteropicnético positivo —heteropicnosis que persiste hasta diacinesis- y se ubica
en la periferia del nucleo (Figura 3a). En paquitene el cromosoma X esta localizado en la
periferia del nucleo; en el estadio difuso los bivalentes autosémicos se descondensan pero no
completamente y se observan regiones heteropicnoéticas positivas dispersas en el nucleo (Figura
3b, c). A partir de diplotene comienzan a condensarse e identificarse los nueve bivalentes
autosémicos y el par de cromosomas 7 separados, los cuales permanecen como univalentes
durante toda la profase meidtica (Figura 3d). En diacinesis, los cromosomas 7 y el cromosoma
X se tornan isopicnoéticos (Figura 3e). A partir de diacinesis tardia los 7 se aproximan y en
metafase I se asocian formando un pseudobivalente (pIl), que es heteropicnético negativo
(Figura 3f, g). En este ultimo estadio los bivalentes autosémicos junto con el univalente sexual
se disponen en la placa ecuatorial formando un anillo, mientras que el pseudobivalente 7 se ubica
en su centro (Figura 3f, g). En anafase I tanto los bivalentes autosémicos como los cromosomas
m se dividen reduccionalmente, mientras que el cromosoma X lo hace ecuacionalmente,
migrando las cromatides hermanas hacia polos opuestos (Figura 3h). De esta manera, en telofase
I se observan dos nucleos con 11 cromosomas cada uno (9+7+X), ubicandose el cromosoma
en su centro y el X fuera del grupo cromosémico principal.

La segunda division meidtica se produce inmediatamente después de la telofase I, sin un
periodo de intercinesis. En metafase II los autosomas y el cromosoma X también se disponen en
el plano ecuatorial adoptando una configuracién en anillo, y en su centro se localiza el
cromosoma # (Figura 3i). En anafase II el cromosoma X se rezaga en su migracion hacia uno de

los polos; en consecuencia, en telofase II se observan dos nucleos con 11 (9A+7+X) y 10
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(9A+m) cromosomas. En telofases tardias se puede observar aun al cromosoma X mas
condensado y ubicado en la periferia del nucleo.

En general, en diacinesis-metafase I los bivalentes autosémicos muestran un Gnico quiasma
terminal, aunque los dos bivalentes mayores y, mas raramente, los bivalentes medianos pueden
presentarlo en posicion subterminal o medial (Figura 3d, e). Los dos bivalentes mayores y, con
menor frecuencia, otros bivalentes presentan dos quiasmas terminales (Figura 3f). La frecuencia
media de quiasmas en diacinesis-metafase I es de 9,54, variando entre 9,00 y 9,8 (individuos G-9 y

G-5, respectivamente) (Tabla 5).

Tabla 5. Frecuencia media de quiasmas en diacinesis-metafase 1 en Athaumastus haematicns

. . . Total de Frecuencia media de quiasmas en
Procedencia Individuo , N
células diacinesis-metafase I®
G-1 7 9,7£0,8 (S= 0,7559/ D= 6)
G-2 11 9,310,5 (S= 0,6467/ D= 10)
G-3 29 9,310,2 (S= 0,6038/ D= 28)
G4 27 9,810,3 (S= 0,7863/ D= 26)
Gualeguaychu
(Provincia de G-5 22 9,810,4 (S= 0,7950/ D= 21)
Entre Rios)
G-6 9 9,6£0,7 (S= 0,8819/D= 8)
G-7 7 9,7£0,8 (S= 0,7559/ D= 6)
G-8 20 9,410,3 (S= 0,5871/®=19)
G-9 5 9,00 (S= 0/D= 4)

@, los limites fiduciales corresponden a la distribucion # de Student para un nivel de
confianza de 95%, con @ grados de libertad.

En la Figura 4 se muestra la distribucion de la frecuencia relativa de quiasmas entre todas
las células en diacinesis-metafase I de los nueve especimenes estudiados. De esta figura se
desprende que 86% de las células presenté un numero de quiasmas por célula entre 9 y 10

(Figura 4).
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Figura 3. Meiosis en Athaumastus haematicus. (a) Leptotene; (b, c¢) Estadio difuso; (d) Diplotene; (e)
Diacinesis, (d, e) las flechas vacias sefialan bivalentes autosémicos con un quiasma en posicién
subterminal o medial; (f, g) Metafase I, cabeza de flecha vacia sefiala bivalente autosémico con dos
quiasmas; (h) Anafase I; (i) Metafase II. Flechas negras: cromosoma sexual X; cabezas de flecha negras:

cromosomas 7. Barra= 10 pm.
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T, = 137 células

Frecuencia relativa

8 9 10 11

Numero de quiasmas

Figura 4. Distribuciéon de la frecuencia relativa de quiasmas entre todas las células analizadas en
diacinesis-metafase 1 de Athanmastus baematicus. En el histograma la frecuencia relativa se grafica en funciéon
del nimero de quiasmas observados en todas las células en diacinesis-metafase 1. La frecuencia relativa se
calcul6 como el numero de células que presentan un determinado nimero de quiasmas dividido el nimero
total de células analizadas (T).

A los fines de evaluar la hipétesis nula (Ho), que consiste en que las frecuencias medias de
quiasmas son estadisticamente iguales para todos los individuos se realizé un analisis de varianza
comparando la varianza entre individuos respecto de la varianza dentro de cada individuo,
relaciéon que tiene una distibuciéon de Fisher (F). El valor calculado del estadistico I es 0,0235.

Dado el bajo valor de F calculado se acepta la hipétesis nula.

9.2. Complemento cromosémico y desarrollo meiético de Hypselonotus

bitriangulifer bitriangulifer Berg

El complemento cromosémico de Hypselonotus bitriangulifer bitriangulifer es 2n= 19/20=
16+2m+X0/16+2m+XX (Figura 5a-f). Se distinguen tres bivalentes autosémicos mayores, cinco
de tamafio similar y el cromosoma X de menor tamafio, siendo el par de cromosomas 7 el mas
pequeno del complemento (Figura 5d).

En diplotene se distinguen todos los bivalentes autosémicos, el par de cromosomas 7y el
cromosoma X, al igual que el nucléolo asociado a un bivalente como un cuerpo mas claro
(Figura 5a). En diacinesis los cromosomas 7 son ligeramente heteropicndéticos negativos y se

van aproximando hacia el final de este estadio (Figura 5b, c).
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Durante metafase I los bivalentes autosémicos se disponen en la placa ecuatorial formando
un anillo, en el centro del cual se ubica el pseudobivalente » (plI), mientras que el univalente
sexual yace generalmente fuera de ¢l (Figura 5d). En anafase I tanto los bivalentes autosémicos
como los cromosomas 7 se dividen reduccionalmente, mientras que el cromosoma X lo hace
ecuacionalmente.

En metafase II la arquitectura de la placa metafasica no es regular, pero el cromosoma
suele ubicarse en el centro del resto de los autosomas (Figura 5e). En anafase II el cromosoma X
migra rezagado con respecto a los autosomas (Figura 5f) y en telofase II se ubica por fuera del
grupo autosémico, formandose como resultado dos nucleos con 10 (8A+7+X) y 9 (8A+n)

cromosomas.

9.3. Complemento cromosémico y desarrollo meiético de Phthia picta (Drury, 1770)

Esta especie presenta un complemento cromosémico 2n= 21/22=
184+27+X0/18+2m+XX (Figura 5g-i), destacindose un bivalente autosémico por ser de
tamafio mayor, mientras que el resto de los bivalentes son similares en tamano (Figura 5i).

En cigotene se distingue al cromosoma X heteropicnético positivo y a uno o dos nucléolos.
En el estadio difuso el cromosoma X permanece condensado y heteropicnético positivo,
mientras que los bivalentes autosémicos no se descondensan completamente, observandose
regiones heteropicnoéticas positivas dispersas en el nucleo.

En diacinesis se observa que una alta proporciéon de bivalentes presenta quiasmas
intersticiales, los cuales persisten hasta prometafase e incluso hasta metafase I (Figura 5g, h). En
metafase I los bivalentes autosémicos se disponen formando un anillo y el univalente X se ubica
por fuera de él (Figura 5h). El par de cromosomas 7 es heteropicnotico negativo y forma un
pseudobivalente que se ubica en el centro de este anillo (Figura 5g, h). En anafase I los
bivalentes autosémicos se dividen reduccionalmente, mientras que el X lo hace ecuacionalmente.
En metafase II los autosomas se disponen formando un anillo, aunque tanto el cromosoma X

como el 7 forman parte de éste (Figura 5i).
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Figura 5. Meiosis de Hypselonotus bitriangulifer bitriangulifer (a-f) y Phthia picta (g-i). (a) Diplotene; (b, c)
Diacinesis, (b) flecha vacia sefiala al bivalente autosémico con quiasma intersticial; (d) Metafase I; (e)
Metafase 1I; (f) Anafase 11, flecha negra sefiala cromosoma sexual X rezagado. Phthia picta: (g, h) Metafase
I, (g) flechas vacias seflalan a los bivalentes autosémicos con quiasmas intersticiales; (i) Metafase 11
Flechas negras: cromosoma sexual X; cabezas de flecha negras: cromosomas 7 N: nucléolo. Barra= 10

pm.
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9.4. Complemento cromosomico y desarrollo meidtico de Leptoglossus impictus

(Stal, 1859)

Los especimenes analizados de Leptoglossus impictus poseen un complemento cromosémico
2n= 21/22= 18+2m+X0/18+2»+XX (Figura 6b-f), distinguiéndose un pat autosémico de gran
tamaflo, tres pares medianos y el cinco menores, siendo el par de cromosomas 7 el mas pequefio
del complemento (Figura 6d). Durante el estadio difuso sélo es posible observar al cromosoma
sexual X por su grado de condensacion y su heteropicnosis positiva (Figura 6a). En diacinesis
todos los bivalentes autosomicos generalmente presentan quiasmas intersticiales (Figura 6b) y
los cromosomas 7 estan separados (Figura 6b, c). En metafase I los bivalentes autosémicos se
disponen en forma de anillo y el pseudobivalente 7 se ubica en el centro de él, mientras que el
cromosoma X se ubica generalmente por fuera del anillo y permanece heteropicnético positivo
(Figura 6d). En telofase I los cromosomas 7 se sitdan en el centro del grupo autosémico,
mientras que el cromosoma X yace por fuera de éste (Figura 6e). En metafase II los autosomas
no presentan un arreglo preferencial, aunque el cromosoma X se encuentra a menudo por fuera

del grupo autosémico (Figura 6f).

10. Familia Largidae

10.1. Complemento cromosémico y desarrollo meidtico de Largus fasciatus

(Blanchard, 1843)

Esta especie presenta un complemento cromosémico diploide 2n= 13/14=
12+X0/12+XX (Figura 7a). Los bivalentes autosémicos decrecen gradualmente de tamafio,
siendo el cromosoma sexual X el mas pequefio del complemento (Figura 7a, d). En la profase
meidtica temprana, el cromosoma X es heteropicnético positivo y continta asi hasta diacinesis.
En paquitene se observan grandes bloques de heterocromatina en posicion telomérica (Figura
7b). En diacinesis el cromosoma sexual se torna isopicnoético y los bivalentes autosémicos
generalmente presentan un unico quiasma terminal (Figura 7c). En metafase 1 y metafase II los
autosomas se disponen en anillo, mientras que el univalente sexual X se ubica fuera de él (Figura
7d, e). En anafase I los bivalentes autosémicos se dividen reduccionalmente, mientras que el
cromosoma X lo hace ecuacionalmente. En telofase II el cromosoma sexual se divide

reduccionalmente y se rezaga con respecto al conjunto de autosomas (Figura 7f).
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Figura 6. Meiosis de Leptoglossus impictus. (a) Estadio difuso; (b, c) Diacinesis, (b) flechas vacias sefialan a
los bivalentes autosémicos con quiasmas intersticiales; (d) Metafase I; (e) Telofase I; (f) Metafase 1L

Flechas negras: cromosoma sexual X; cabezas de flecha negras: cromosomas 7. Barra= 10 um.
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Figura 7. Meiosis en Largus fasciatus. (a) Prometafase mitética; (b) Paquitene, cabezas de flecha negras
sefialan bloques de heterocromatina; (c) Diacinesis, flecha vacia sefiala bivalente autosémico con dos
quiasmas; (d) Metafase I; (e) Metafase 11; (f) Telofase 1I. Flechas negras: cromosoma sexual X. Barra= 10

pum.
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En metafase I y metafase II los autosomas se disponen en anillo, mientras que el univalente
sexual X se ubica fuera de él (Figura 7d, e). En anafase I los bivalentes autosémicos se dividen
reduccionalmente, mientras que el cromosoma X lo hace ecuacionalmente. En telofase II el
cromosoma sexual se divide reduccionalmente y se rezaga con respecto al conjunto de autosomas
(Figura 7f).

Por lo general, los bivalentes autosémicos presentan un solo quiasma terminal, aunque uno
o dos pares autosomicos pueden presentar dos quiasmas terminales (Figura 7c). La frecuencia
media de quiasmas en diacinesis-metafase I es de 6,14 (entre 6,0 y 6,6, individuos T-10 y T-7,
respectivamente) (Tabla 6). En la Figura 8 se muestra la distribucion de la frecuencia relativa de
quiasmas entre todas las células en diacinesis-metafase I de los especimenes estudiados. Esta
figura revela que el numero de quiasmas mas frecuente es 6 por célula, presente en 82% de la
poblacion total de células (Figura 8).

Basandose en los resultados de las frecuencias medias de quiasmas obtenidas (Tabla 6), se
realizé un analisis de varianza para comparar la varianza entre individuos respecto de la varianza
dentro de cada individuo, relaciéon que tiene una distibuciéon de Fisher. El valor del estadistico I
calculado es 4,7591. El valor de F obtenido de tablas para un nivel de confianza del 95% con 10y
756 grados de libertad, es 1,8432. Este analisis revela diferencias significativas entre individuos,

rechazandose la hipotesis nula.

T= 767 células
0.%

0.81
0.A
0.61
0.51
0.4
0.31
0.2
0.H

Frecuencia relativa

Numero de quiasmas

Figura 8. Distribuciéon de la frecuencia relativa de quiasmas entre todas las células analizadas en
diacinesis-metafase 1 de Largus fasciatus. En el histograma la frecuencia relativa se grafica en funcién del
numero de quiasmas observados en todas las células en diacinesis-metafase 1. La frecuencia relativa se
calculé como el nimero de células que presentan un determinado numero de quiasmas dividido el nimero
total de células analizadas (T).



Citogenética Basica y Evolutiva de Heterdpteros Fitdfagos de Interés Agroecondmico de la Argentina

65

Tabla 6. Frecuencia media de quiasmas en diacinesis-metafase I en Largus fasciatus

. . Total de Frecuencia media de quiasmas en
Procedencia Individuo . Lo
células diacinesis-metafase I
T-1 64 6,310,1 (S= 0,4672/ D= 63)
T-2 2 nd
T-3 26 6,4%0,3 (S= 0,7524/ D= 25)
T-4 91 6,2210,09 (S= 0,4423/D= 90)
T-5 37 6,1£0,1 (S= 0,4191/D= 30)
T-6 37 6,210,1 (S= 0,3737/D= 30)
Tornquist
(Provincia de T-7 10 6,6£0,5 (S= 0,6992/D=9)
Buenos Aites)
T-8 4 nd
T-9 143 6,1020,06 (S= 0,3884/ D= 142)
T-10 52 6,0£0,1 (S= 0,3408/D= 51)
T-11 98 6,08%0,07 (S= 0,3420/ D= 97)
T-12% 45 6,210,2 (S= 0,5290/ D= 44)
T-13 164 6,04%0,07 (S= 0,4614/ D= 163)

@, los limites fiduciales corresponden a la distribucién # de Student para un nivel de
confianza de 95%, con @ grados de libertad; nd, frecuencia media de quiasmas no determinada
debido al numero reducido de células analizadas; *, cromosoma B en el individuo12.

Cabe destacar que en un solo individuo de la muestra se observé la presencia de un

cromosoma extra sumamente pequefo en 8,89% del total de células analizadas (individuo T-12,

Tabla 6). Teniendo en cuenta la baja frecuencia de aparicién de este cromosoma, podtia tratarse

de un cromosoma supernumerario o B mitéticamente inestable.
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10.2. Complemento cromosémico y desarrollo meiético de Largus rufipennis

Laporte, 1832 (PUBLICACION I)

Largus rufipennis se caracteriza por poseer cromosomas de gran tamafio y un complemento
cromosomico diploide 2n= 13/14= 12+X0/12+XX. Entre los bivalentes autosémicos se
distingue un par marcadamente mayort, tres pares de tamafio mediano y dos pares menores,
siendo el cromosoma sexual X el mas pequefio del complemento (Figura 9a-c).

Desde la profase meidtica temprana, el cromosoma X es heteropicnético positivo y se
ubica en la periferia del nacleo. En paquitene se observa que el cromosoma X y un bivalente
autosémico estan asociados al nucléolo; en diacinesis, el univalente sexual se torna isopicnoético
(Figura 9c). En ambas placas metafasicas los autosomas se disponen formando un anillo y el
cromosoma X se ubica fuera de él (Figura 9d, e). En anafase I, los bivalentes autosémicos se
dividen reduccionalmente y el univalente X lo hace ecuacionalmente; en anafase II el X se dirige
hacia uno de los polos de manera rezagada respecto de los autosomas (Figura 9f). Como
resultado, en telofase II se observan células con 7 (6A+X) y 6 (6A) cromosomas (Figura 9f).

En diacinesis-metafase I, los bivalentes autosémicos presentan uno o dos quiasmas en
posicion terminal (Figura 9c). Sin embargo, se observaron células con hasta cuatro bivalentes en
anillo en muy baja frecuencia. La frecuencia media de quiasmas es diferente entre las distintas
poblaciones estudiadas. En la poblacién procedente de Itaembé, la frecuencia media de quiasmas
en células en diacinesis-metafase I es de 6,62 (entre 6,86 y 6,25, especimenes I-1 y I-0,
respectivamente) (Tabla 7). Por otro lado, en la poblaciéon proveniente de Tornquist es de 6,28
(entre 6,58 y 6,05, especimenes T-1 y T-11, respectivamente) y en la poblacién procedente de
Costanera Norte es de 06,18 (entre 6,31 y 6,05, especimenes CN-1 y CNI-8/CN-9,
respectivamente) (Tabla 7). La comparaciéon de la frecuencia media de quiasmas de las tres
poblaciones revela diferencias significativas (P<<0,01); no obstante, las diferencias entre las
poblaciones de Tornquist y Costanera Norte no son significativas (P>0,05) mientas que la
frecuencia media de quiasmas en la poblacién de Itaembé es significativamente mas alta (P<0,05).

Cabe mencionar que se han observado células con un par de univalentes en individuos de
las tres poblaciones. Todos los ejemplares de la poblacion de Itaembé presentan una baja
frecuencia de células con univalentes (0-2,4%), mientras que los ejemplares de Tornquist y
Costanera Norte presentan una frecuencia de univalentes mas variada (0,00-11,11% y 0,00-6,48%,

respectivamente) (Tabla 7).
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Figura 9. Meiosis en Largus rufipennis (catiotipo estandar). (a) Prometafase mitética; (b) Paquitene tardio;
(c) Diacinesis; (d) Metafase I; (e) Metafase II; (f) Telofase II. Cabezas de flecha negras: cromosoma sexual

X; flechas negras: par cromosémico mayor. Barra= 10 pum.
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Tabla 7. Frecuencia media de quiasmas y porcentaje de células con univalentes en los individuos de las

poblaciones procedentes de Itaembé, Tornquist y Costanera Norte

) . Total de Frecuencia media de Porcentaje de
Procedencia Individuo células quiasmas en diacinesis- células con
metafase I univalentes
11 236 6,86 Ver Tabla 8
1-2 233 6,78 1.3
Itaembé 1-3 117 6,51 0.9
(Provincia de
Misiones) I-4 101 6,59 1
1-5 124 6,74 2.4
1-6 89 6,25 0
T-1 142 6,58 0,7
T-2 103 6,46 2,91
T-3 76 6,42 0,00
T-4 183 6,39 8,74
Tornquist T-5 95 6,35 1,00
(Provincia de
Buenos.Alres) To6 95 6,32 1,05
Tornquist
(Provincia de
Buenos Aires) T-7 199 6,25 0,50
T-8 51 6,12 0,00
T-9 190 6,12 0,00
T-10 278 6,09 2,52
T-11 54 6,05 11,11
CN-1 117 6,31 0,00
Costanera Norte
(Ciudad CN-2 97 6,25 2,06

Auténoma de
Buenos Aires)
CN-3 116 6,24 0,86

>
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CN-4
CN-5
Costanera Norte CN-6
(Ciudad
Auténoma de
Buenos Aires) CN-7
CN-8
CN-9

113

102

119

109

108

39

6,20

>

6,20

>

6,15

b

6,09

b

6,05

b

6,05

b

1,77

0,98

2,52

2,75

6,48

2,06

Sobre la base del analisis de regresion realizado respecto de la formacién de univalentes

(Figura 10a-d), se concluye que la poblacion procedente de Misiones muestra una correlacion

positiva y practicamente significativa (r= 0,8533) considerando el bajo nimero de ejemplares

analizados (N= 5) (Figura 10a). En los especimenes de la poblacion proveniente de Tornquist, la

correlacion es negativa pero no significativa, dado que el bajo valor de r (r= -0,220) indica que

practicamente no existe correlacién entre el porcentaje de células con univalentes y la frecuencia

media de quiasmas (Figura 10b). En los individuos de la poblacién procedente de Costanera

Norte, la correlacién es negativa y significativa (r= -0,7425) como esperarfamos de una

dependencia exclusiva de la frecuencia media de quiasmas (Figura 10c). Las pendientes y

ordenadas al origen son significativamente distintas. El analisis de regresiéon permite inferir que

las tres poblaciones de L. rufipennis siguen dinamicas distintas respecto de la formacion de

univalentes.

% de células con univalentes

Ejemplares de Itaembé

[y =3.4832x - 21,778
= 0,7281
M ¢ = 08533

6 6.2 6.4 6.6 6.8

Frecuencia media de quiasmas

@

% de células con univalentes

12

10

Frecuencia media de quiasmas

l o Ejemplares de Tornquist
o
y = -4,8047x + 32,802
= 0,0484
= -0,2200
o
o (e]e] o
6.2 6.4 6.6 6.8 7

o)



Citogenética Basica y Evolutiva de Heterdpteros Fitdfagos de Interés Agroecondmico de la Argentina 70

8 12
Ejemplares de Costanera Norte l o Ejemplares de Itacmbé

| Tornquist
8 o g 10 - Costanera Norte
30 8 I o
E £ 8y
=] I ]
3 5 L
§ 4 y = -14,781x + 93,377 § 6 |° y = -3,088x + 21,608
2 7= 05513 g | i = 0,0566
o - E =
& r=-0,7425 = 4l r =-0,2380
3] Q
82 © < - o o
X i X 2to 00 .

3 [e) oo
% o g
0 1 1 1 1 1 0 1 1 O 1 1 1 1 1 1
6 6.1 6.2 6.3 6.4 6.5 6 6.2 6.4 6.6 6.8 7
Frecuencia media de quiasmas Frecuencia media de quiasmas

© @

Figura 10. Analisis de regresién del porcentaje de células con univalentes en funcién de la frecuencia
media de quiasmas en los ejemplares de Largus rufipennis de (a) Itaembé, (b) Tornquist, (c) Costanera Norte
y (d) conjunto de ejemplares de las tres poblaciones. En las rectas de regresion “y” representa el

[T

porcentaje de células con univalentes, “x” es la frecuencia media de quiasmas y r es el coeficiente de
correlacion de Pearson.

Un individuo de la muestra de Itaembé era heterocigota para una translocacién reciproca
desigual entre dos pares medianos de autosomas, observandose distintas configuraciones
meibticas (Tabla 8). En diacinesis las configuraciones meidticas mas frecuentes fueron: 61I1+X
(54,24%) (con dos bivalentes heteromorficos) y 1 IV+4 I1+X (41,95%) (Figura 11a, b) (Tabla
8). Una tnica célula presentd 1 IV+3 II+2 I+X (0,42%) y en ocho células se observo 1 I11+1
[+4 11+X (3,39%) (Tabla 8). En las células en diacinesis con la configuraciéon meidtica 6 I1+X,
se distinguieron dos bivalentes heteromérficos de tamano medio (Figura 11a); los restantes
bivalentes eran homomorficos, presentaban uno o dos quiasmas y nunca se observaron como
univalentes. Asimismo, en las células en diacinesis con la configuracién meidtica 1 IV+4 I1+X
(44 células), el cuadrivalente (IV) siempre se presenté como una cadena lineal, mientras que la
configuracién en anillo nunca fue observada (Figura 11b). La disposicion de los cuatro
cromosomas en el IV lineal siempre fue la misma: un cromosoma pequefio, uno de tamafio
mediano, uno de tamafio mas grande y otro mediano (Figura 11b). En metafase I el IV se
orientd predominantemente en forma adyacente adoptando una configuraciéon en “U” (56,36%)
o en “C” (34,55%) en 56 células de un total de 132; la orientacién alternada fue mucho menos
frecuente (7,27%) y en una tnica célula se observo la disposicion lineal (1,82%) (Figura 11d-f). La
frecuencia media de quiasmas en diacinesis-metafase I en este individuo es de 6,80, siendo la

frecuencia media de quiasmas mas alta de todos los individuos analizados (Tabla 7).
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Figura 11. Meiosis en el individuo de Largus rufipennis, heterocigota para la translocacién reciproca. (a)
Diacinesis con 6 bivalentes mds el cromosoma X, flechas negras sefialan a los dos heteromorficos; (b)
Diacinesis con 11V + 411 + X; (c) Metafase I con 1111 + 11 + 411 + X, flechas vacias sefialan el trivalente
y el univalente; (d-f) Metafase I, el IV con orientacién adyacente adoptando la forma en U (d), o la forma
en C (e), o muestra una orientacién alternada (f), cabezas de flecha negras sefialan el cuadrivalente; (g)
Anafase I; (h) Telofase II; (i) Anafase I, con rezagados; (j) Anafase II, con cromosomas rezagados; (k)
espermatidas normales, macroespermatidas tipo I (flecha vacia) y tipo 1I (doble flecha vacfa). Barra= 10

um.
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Tabla 8. Configuraciones meidticas en el individuo de Largus rufipennis heterocigota para la translocacién

reciproca
. o Numero de  Total de células en Porcentaje de
Configuracion meiética . C .
quiasmas  diacinesis-metafase I células

6 77

6 II+X
7 47

(dos de ellos heteromotficos) >4,24
8 4
7 59

1 IV+4 11+X 8 38 41,95
9 2

1IV+3 II+2 1+X 7 1 0,42
6 2

1 TI1+1 1+4 [1+X 3,39
7 6

Total 236

En 32% de células en anafase I-telofase I se observaron cromosomas rezagados (Figura
11i) (Tabla 9). La mayorfa de las células en metafase II tenfan 6 A+X, aunque se observaron
algunos nucleos de restitucion y algunas células aneuploides con 8 y 6 cromosomas. Asimismo, se
detectaron células con cromosomas rezagados en anafase I-telofase 11 (Figura 11j).

Basandose en su tamafio podian distinguirse tres tipos de espermatidas: de tamafio normal;
macroespermatidas tipo I, que son mas grandes que las espermatidas normales y probablemente
sean diploides producto de bloqueos citocinéticos en meiosis I; y macroespermatidas tipo 1I,
cuyo tamafo es dos veces el de las tipo I y posiblemente sean tetraploides como consecuencia de

dos bloqueos en meiosis I y II (Figura 11k).
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Tabla 9. Numero de células normales y anormales en el individuo de Largus rufipennis heterocigota para la

translocacion reciproca

. o Total de células  Total de células Porcentaje de
Estadio meiotico .
normales anormales células anormales

Anafase I-Telofase 1 21 10 32

(@6 12
Metafase 11 40 (b) 3 6

(01 2
Anafase II-Telofase 11 5 3 375

(d) 50 4.8
Espermatidas 984

(e) 17 1,6

(a) Nucleo de restitucion; (b) metafase II con 8 cromosomas (uno en exceso); (c) metafase I con 6
cromosomas; (d) macroespermatidas tipo I; (e) macroespermatidas tipo II

11. Familia Lygaeidae

11.1. Complemento cromosémico y desarrollo meiotico de Lygaeus alboornatus

Blanchard, 1852

Lygaens alboornatus se caracteriza por poseer un complemento cromosémico diploide 2n=
12 (10+XY/XX). Un par autosémico se distingue claramente de los restantes cuatro pares de
autosomas debido a su gran tamafio, mientras que el cromosoma Y es el mas pequefio del
complemento (Figura 12A).

En cigotene, los cromosomas sexuales X e Y son heteropicndticos positivos y se ubican
proximos entre si, pero en paquitene estan usualmente separados (Figura 12B). Durante el
estadio difuso los bivalentes autosémicos se descondensan completamente, mientras que los
cromosomas sexuales permanecen heteropicndticos positivos y pueden estar separados o
proximos uno de otro (Figura 12C). En diplotene-diacinesis los cromosomas X e Y son
isopicnoticos y siempre se encuentran separados (Figura 12D-F). En diacinesis tardia, el
cromosoma Y se torna heteropicnético negativo. En metafase I, ambos cromosomas sexuales se
orientan lado a lado y se ubican en el centro del anillo formado por los cinco bivalentes
autosémicos (Figura 12G). En anafase I, los bivalentes autosémicos segregan reduccionalmente,
mientras que los cromosomas X e Y se dividen ecuacionalmente. En metafase 11, los autosomas

se disponen nuevamente formando un anillo, mientras que los cromosomas sexuales X e Y se
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aproximan y se asocian para formar un pseudobivalente (pll), el cual se ubica en el centro del
anillo (Figura 12H). En anafase II, el X y el Y migran sincrénicamente a polos opuestos.

Los bivalentes autosémicos generalmente presentan un unico quiasma terminal; sin
embargo, el bivalente mayor y, menos frecuentemente, otros bivalentes pueden presentar dos
quiasmas (Figura 12G) (Tabla 10). Asimismo, se observaron algunas células con dos bivalentes
en anillo. La frecuencia media de quiasmas en células en diacinesis-metafase I es de 5,67, variando
entre 5,3 y 6,2 (especimenes PPT-1 y PPT-3, respectivamente) (Tabla 10).

En la Figura 13 se muestra la distribucion de la frecuencia relativa de quiasmas entre todas
las células en diacinesis-metafase I de los especimenes estudiados. Esta figura revela que aunque 6
es el numero de quiasmas mas frecuente por célula, 87% de las células presenté un nimero de

quiasmas entre 5 y 6 (Figura 13).

Tabla 10. Frecuencia media de quiasmas y porcentaje de células con univalentes en diacinesis-metafase I

en Lygaeus alboornatus

Porcentaje de

Totalde  Frecuencia media de quiasmas ,
células con

Procedencia Individuo

células en diacinesis-metafase I ® .
univalentes

PPT-1 5 6,2 11,2 (S= 0,8367/D= 4) nd
PPT-2 35 6,010,3 (S= 0,7276/ D= 34) 14,29
PPT-3 43 5,3%0,2 (S= 0,5990/ D= 42) 9,52
PPT-4 20 5,7£0,3 (S= 0,6569/D= 19) 5,00

Parque

Provincial E.

Totnquist PPT-5 23 5,810,3 (S= 0,5997/ D= 22) 0,00

(Provincia de

Buenos Aires)  pp_g 64 5,610,2 (S= 0,6547/D= 63) 9,37
PPT-7 46 5,610,2 (S= 0,7989/ D= 45) 15,22
PPT-8 46 5,610,2 (S= 0,7447 /D= 45) 6,52
PPT-9 25 6,0+0,3 (S= 0,6110/ D= 24) 0,00

@, los limites fiduciales cotresponden a la distribucién # de Student para un nivel de confianza de 95%,
con @ grados de libertad; nd, porcentaje de células con univalentes no determinada debido al nimero
reducido de células analizadas
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Figura 12. Meiosis en Lygaeus alboornatus. (A) Prometafase mitética; (B) Paquitene; (C) Estadio difuso; (D)
Diplotene; (E) Diacinesis, flecha negra sefiala al bivalente mayor con un quiasma intersticial; (F)
Diacinesis, flecha negra sefiala al bivalente mayor con un quiasma terminal; (G) Metafase 1, flecha negra
sefiala al bivalente mayor con dos quiasmas; (H) Metafase II. Flechas blancas: cromosoma sexual X;

cabezas de flecha blancas: cromosoma sexual Y; N: nucléolo; plI: pseudobivalente. Barra= 10 pm.
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T= 302 células

Frecuencia relativa

4 5 6 7 8

Numero de quiasmas

Figura 13. Distribucién de la frecuencia relativa de quiasmas entre todas las células analizadas en
diacinesis-metafase I Lygaeus alboornatus. En el histograma la frecuencia relativa se grafica en funcién del
numero de quiasmas observados en todas las células en diacinesis-metafase 1. La frecuencia relativa se
calcul6 como el numero de células que presentan un determinado nimero de quiasmas dividido el nimero
total de células analizadas (T).

Por otro lado, sélo en seis individuos analizados se observaron células con un par de
univalentes con una frecuencia variable y en la mayorfa de los casos derivados del par autosémico
mayor (57,69%). En relacion con la formaciéon de univalentes, del analisis de regresion se
concluye que la poblacién analizada muestra una correlaciéon negativa y no significativa (1= -
0,2133) (Figura 14). Por tal motivo, no se puede sacar una conclusion respecto de la dependencia

del porcentaje de células con univalentes con la frecuencia media de quiasmas.
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y = -5,5406x + 39,064
£ = 0,0455
£ =-02133

_
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T

% de células con univalentes

0 1 1 1 1 1 1 Lo 1 1 1 1 1 1
5 52 54 56 5.8 6 62 64

Frecuencia media de quiasmas

Figura 14. Analisis de regresién del porcentaje de células con univalentes en funcién de la frecuencia
media de quiasmas en los ejemplares de Ljygaeus alboornatus procedentes de Tornquist. En las rectas de
({3

regresion “y” representa el porcentaje de células con univalentes, “x” es la frecuencia media de quiasmas y
r es el coeficiente de correlacién de Pearson.
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12. Familia Pyrrhocoridae

12.1. Complemento cromosémico y desarrollo meiético de Dysdercus albofasciatus

Berg, 1878 (PUBLICACION II)

Todos los especimenes analizados de Dysdercus — albofasciatus poseen un numero
cromos6mico diploide 2n= 12= 10+neoXY/10+neoXX, entre los cuales se distinguen un par
autosémico mayor, dos pares medianos y dos pares pequefos.

En prometafase mitética se identifica al neoX porque es el cromosoma mas grande,
mientras que el neoY es ligeramente mas grande que los autosomas de tamano mediano (Figura
15a). Los nucleos en paquitene son dificiles de analizar debido a que no es posible individualizar
los bivalentes autosémicos. Sin embargo, dos segmentos heteropicnéticos positivos de tamafio
diferente son claramente visibles. A partir de diplotene, se distinguen cinco bivalentes
autosémicos y el bivalente sexual neoXY heteromérfico (Figura 15b, c). En algunas células en
diacinesis temprana los cromosomas sexuales aparecen asociados por una fina hebra de
cromatina (Figura 15e, f); en diacinesis tardfa, los segmentos subterminales heteropicnéticos
positivos del neoX se tornan isopicnoticos. En metafase I tanto los bivalentes autosémicos como
el bivalente neoXY muestran una orientaciéon axial en el huso (Figura 15g). En anafase I todos
los cromosomas migran sincrénicamente hacia los polos, dando como resultado dos tipos de
metafases II, unas con 6 (5A+neoX) (Figura 15h) y otras con 6 (5A+neoY) cromosomas
(Figura 15i). Por consiguiente, el bivalente sexual neoXY experimenta una meiosis pre-
reduccional, es decir, se divide reduccionalmente en la primera division meidtica y presenta un
comportamiento similar al de los autosomas.

El analisis citogenético mediante tincién con DAPI permite distinguir claramente los dos
segmentos subterminales de tamafio diferente del neoX como elementos DAPI positivos durante
la profase meidtica (Figura 16a-d).

Los bivalentes autosémicos generalmente presentan un solo quiasma, aunque el bivalente
mayor, y con menor frecuencia el bivalente de tamafio mediano, pueden mostrar dos quiasmas
terminales. El bivalente neoXY es el mas grande del complemento y claramente heteromérfico,
pudiendo presentar un quiasma y con menor frecuencia dos quiasmas en posicion terminal
(Figura 15b-d). En once especimenes procedentes del Parque Nacional El Palmar (81,2%) y en
seis del Parque Nacional Iguazu (85,7%) el par neoXY estaba presente como univalentes en
algunas células en diacinesis-metafase 1. En anafase I este par de univalentes se dividia

ecuacionalmente y en las metafases II resultantes los cromosomas sexuales se asociaban en un

pseudobivalente (plI) (Figura 15j) (Tabla 11).
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Figura 15. Meiosis en Dysdercus albofasciatus. (a) Prometafase mitética, flecha negra sefiala neo-X, cabeza de
flecha negra neo-Y; (b, c) Diplotene tardio, el bivalente sexual presenta uno (b) o dos quiasmas (c); (d)
Diacinesis temprana; (e, f) Bivalentes sexuales en diacinesis temprana; (g) Metafase I; (h-j) Metafase 1I con
neo-X (h), con neo-Y (i) y con pseudobivalente (j). (b-d, g, h) Cabezas de flecha negras: cromosomas
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sexuales; asteriscos: autosoma mayor; N: nucléolo; pIl: pseudobivalente. Barra= 10 pm.
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Figura 16. Meiosis en Dysdercus albofasciatus (con DAPI). (a) Diplotene temprano, cabezas de flecha
blancas sefialan los dos segmentos subterminales de tamafio diferente del neoX; (b, ¢) Diplotene; (d)
Diacinesis temprana, en (b-d) cabezas de flecha blancas sefialan al bivalente sexual neo-XY. Barra= 10

pum.
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Tabla 11. Configuraciones meidticas de los individuos de Dysdercus albofasciatus en diacinesis-

metafase I y en metafase 11

Diacinesis-Metafase 1

Metafase II

. . . Total de Total de
Procedencia Individuo Tul Slul
611 5IT+2sexI  5II+21 celulas | SinpIl  ConpIl cCiwas
PNEP-1 13 - 2 15 6 1 7
PNEP-2 81 5 - 86 1 —-— 1
PNEP-3* 37 5 1 43 11 1 12
PNEP-4 11 2 - 13 — — —
PNEP-5 27 2 1 30 11 1 12
PNEP-6 15 3 1 19 - — -
PNEP-7 4 1 — 5 4 1 5
Parque
Nacional EI ~ PNEP-8* 11 - 1 12 1 - 1
Palmar
(Provincia de  PNEP-9 9 1 1 11 — - -
Entre Rios)
PNEP-10 23 2 2 27 1 - 1
PNEP-11 8 - — 8 - . -
PNEP-12 3 - — 3 — . -
PNEP-13%* 11 6 1 18 6 1 7
PNEP-14* 27 — 1 28 9 5 14
PNEP-15 2 1 1 4 1 - 1
PNEP-16 8 4 2 14 — — —
PNI-1 5 -—- — 5 - . -
PNI-2 81 23 5 109 - — -
Parque PNI-3 25 12 4 41 16 11 27
Nacional
Iguaza PNI-4 84 35 1 120 44 5 49
(Provincia de
Misiones) PNI-5 25 13 3 41 - - —-
PNI-6 17 11 - 28 3 5 8
PNI-7 18 1 1 20 2 - 2

*, cromosomas B en 90,9%, 85,6%, 60,0% y 26,2% de las células de los individuos 3, 8, 13, y 14, respectivamente
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El complemento cromosémico fue corroborado en los especimenes procedentes de
Gualeguaychu y de la Reserva Provincial isla Martin Garcfa. Sin embargo, el nimero de células
disponibles para el analisis meidtico fue escaso, no pudiendo determinarse con certeza la
presencia de univalentes.

Asimismo, se observé un par autosémico como dos univalentes en once individuos
procedentes del Parque Nacional El Palmar y en cinco del Parque Nacional Iguazi de ambas
poblaciones (68,7% y 71,4% de los individuos, respectivamente) (Tabla 11).

En la poblacién procedente del Parque Nacional El Palmar, en cuatro individuos (PNEP-3,
PNPEP-8, PNEP-13 y PNEP-14) se observo la presencia de un cromosoma B en un porcentaje
variado de células (entre 90,9% y 26,2%) (Figura 17a, b) (Tabla 11). Este cromosoma B se
divide ecuacionalmente en anafase I y reduccionalmente en la segunda division meidtica,

rezagandose con respecto a los autosomas.

12.2. Complemento cromosémico y desarrollo meiético de Dysdercus chaquensis

Freiberg, 1948 (PUBLICACION V)

Todos los ejemplares analizados, pertenecientes a las poblaciones endocriada y natural,
presentan un complemento cromosémico diploide 2n= 13/14= 124+X0/12+XX; con dos pates
de autosomas mayores, tres medianos y uno mas pequefio, siendo el cromosoma sexual X de
tamano similar al par autosémico menor.

En leptotene-cigotene el cromosoma X es heteropicnético positivo y se ubica en la
periferia del nucleo (Figura 18a). A continuacién del estadio de paquitene, se observé la
presencia de un estadio difuso tnicamente en los ejemplares de la poblacién natural. Durante este
estadio los bivalentes autosémicos se descondensan casi completamente, pudiendo observarse
regiones heteropicndticas positivas, mientras que el cromosoma X permanece condensado y
asociado a un conspicuo nucléolo; la célula aumenta de tamafio y el nucleo adquiere una
apariencia similar a la de interfase (Figura 18b). Del total de células meidticas analizadas, el
porcentaje de células en estadio difuso en los individuos salvajes varfa entre 10,36% y 73,73%. A
partir de diplotene, es posible identificar a los seis bivalentes autosémicos y al univalente X. En
diacinesis tardfa el cromosoma sexual se torna isopicnético (Figura 18c); en metafase I los
bivalentes autosémicos se disponen en el plano ecuatorial adoptando una configuracién en anillo
y el X se ubica en su centro (Figura 18d, e). En anafase I los bivalentes autosémicos segregan

reduccionalmente, mientras que el X se divide ecuacionalmente.
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Figura 17. Meiosis en Dysdercus albofasciatus. (a) Prometafase 1, flecha negra sefiala el cromosoma B; (b)
Metafase 1I, flecha negra sefiala el cromosoma B. Cabezas de flecha negras: bivalente sexual neo-XY.

Barra= 10 pum.
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Figura 18. Meiosis de ejemplares de la poblacién natural de Dysdercus chaguensis. (a) Leptotene; (b) Estadio
difuso; (c) Diacinesis, cabezas de flecha negras sefialan a los bivalentes autosémicos con quiasmas
intersticiales; (d, e€) Metafase I, flechas blancas sefialan a los bivalentes mayores con dos quiasmas; (f)
Telofase I; (g) Metafase II; (h) Anafase 1I; (i) Telofase II. Flechas negras: cromosoma sexual X; N:

nucléolo. Barra= 10 um.
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Los nucleos en telofase I conservan la disposiciéon observada en metafase 1 (Figura 18f) y
ésta se mantiene hasta metafase 1I (Figura 18g). En anafase II el cromosoma X migra
precozmente hacia uno de los polos (Figura 18h), descondensandose tardiamente en telofase 11
(Figura 18i).

Los bivalentes autosémicos presentan generalmente un unico quiasma terminal, aunque un
bivalente mayor y, menos frecuentemente, otros bivalentes pueden presentar dos quiasmas
(Figura 18d, e). Asimismo, en una muy baja frecuencia se observaron células con dos bivalentes
en anillo. La frecuencia media de quiasmas en células en diacinesis-metafase I varia entre 6,0 y 6,9
en la poblacién natural y entre 6,1 y 6,5 en la poblacién endocriada (Tabla 12). La Figura 19
muestra la distribucién de la frecuencia relativa de quiasmas entre todas las células en diacinesis-
metafase I de los especimenes de las poblaciones natural y endocriada. En esta figura se observa
que el nimero de quiasmas mas frecuente es 6 por célula (64% y 66% de las células de los

especimenes naturales y endocriados, respectivamente) (Figura 19).
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Figura 19. Distribucién de la frecuencia relativa de quiasmas entre todas las células analizadas en
diacinesis-metafase 1 en los ejemplares de la (a) poblacién natural y (b) endocriada de Dysdercus chaguensis.
En el histograma la frecuencia relativa se grafica en funcién del nimero de quiasmas observados en todas
las células en diacinesis-metafase 1.
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Tabla 12. Frecuencia media de quiasmas, porcentaje de células con univalentes en diacinesis-metafase I 'y

porcentaje de células en estadio difuso en las poblaciones natural y endocriada de Dysdercus chaquensis

. Porcentaje
Porcentaje de )

. . Total de Frecuencia media de quiasmas , de células
Poblacion Individuo , . . . células con .
células en diacinesis-metafase I® . en estadio
univalentes .
difuso®

N-1 9 6,1£0,5 (S= 0,6009/ D= 8) 11,11 25,00
N-2 21 6,610,3 (S= 0,6690/ D= 20) 0,00 37,13
N-3 11 6,010,3 (S= 0,4472/ D= 10) 18,18 30,00
N-4 14 6,4%0,4 (S= 0,7559/ D= 13) 0,00 65,07
N-5 27 6,310,2 (S= 0,5547/ D= 26) 0,00 4817
N-6 8 6,210,4 (S= 0,4629/D=7) 0,00 10,36
N-7 10 6,1£0,4 (S= 0,5676/D=9) 20,00 16,00
N-8 - nd nd 73,73

Natural
N-9 60 6,010,1 (S= 0,3667/D= 59) 5,00 4893
N-10 12 6,210,4 (S= 0,5774/ D= 11) 8,33 39.39
N-11 11 6,610,6 (S= 0,9244/D= 10) 0,00 40,91
N-12 - nd nd 40,21
N-13 14 6,910,3 (S= 0,4746/ D= 13) 0,00 21,63
N-14 16 6,510,4 (S=0,7432/ D= 15) 6,25 3991
N-15 6 6,7%0,9 (S= 0,8165/D= 5) nd 38,66
N-16 6 71 (§=1,2111/D= 5) nd 29,12
E-1 18 6,1£0,2 (S= 0,3416/ D= 17) 0,00 -
E-2 72 6,4%0,1 (S= 0,5388/D= 71) 2,78 -—-

Endocriada
E-3 14 6,310,3 (S= 0,4688/D= 13) 0,00 —

E-4 14 6,1£0,2 (5= 0,3631/®= 13) 0,00
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E-5 - nd nd .
E-6 38 6,4%0,2 (S= 0,5929/ D= 37) 2,63 -
E-7 — nd nd -
Endocriada E-8 - nd nd -
E-9 — nd nd -—-
E-10 22 6,5%0,3 (S= 0,5982/D= 21) 0,00 -
E-11 18 6,21+0,2 (S= 0,4031/D= 17) 0,00 —

@, los limites fiduciales corresponden a la distribucion # de Student para un nivel de confianza de 95%, con @ grados
de libertad; nd, porcentaje de células con univalentes no determinada debido al numero reducido de células
analizadas; ®), con respecto a todas las células meidticas presentes en los testiculos.

A los fines de evaluar si las frecuencias media de quiasmas son estadisticamente iguales para
todos los individuos dentro de cada poblacién y entre ambas poblaciones se realizé un analisis de
varianza de dos factores. Este analisis revel6 que no existen diferencias significativas entre la
frecuencia media de quiasmas entre los individuos de cada poblacién, ni entre las poblaciones
natural y endocriada (F;= 0,026 y F,= 0,012). Dado los valores de F; y F, calculados, no se
rechaza la hipétesis nula.

Del total de especimenes analizados procedentes de la poblacién natural, sélo siete
presentaron una meiosis regular; en seis individuos se observaron células con un par de
univalentes, mientras que en los tres restantes la presencia/ausencia de univalentes no fue
determinado debido al nimero reducido de células analizadas.

Con respecto a los especimenes de la poblacién endocriada, solamente cinco tuvieron una
meiosis regular, mientras que en dos individuos se observaron células con un par de univalentes
en una frecuencia variada. En el resto de los ejemplares, la presencia de univalentes no pudo ser
determinada debido al nimero reducido de células analizadas o a la ausencia de actividad meidtica
en los testiculos. Por otra parte, si bien en ambas poblaciones se observaron células con un par de
univalentes en una muy baja frecuencia, el porcentaje de células con univalentes es tres veces y
media mas alto en los individuos salvajes (desde 5,00% hasta 20,00%) que en los individuos
endocriados (desde 2,63% hasta 2,78%) (Tabla 12). En la mayoria de los casos un par
autosémico mediano se ve involucrado en su formacion (28,57% y 100% especimenes naturales y

endocriados, respectivamente).
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Sobre la base del analisis de regresion realizado respecto de la formacién de univalentes
(Figura 20), se concluye que los ejemplares de la poblacién natural muestran una correlacion
negativa y moderadamente significativa (r= -0.6755), como esperarfamos de una dependencia
exclusiva de la frecuencia media de quiasmas (Figura 20a). En los especimenes de la poblacion
endocriada la correlacion es positiva y no significativa, dado que el bajo valor de r (r= 0,320)
indica que no existe correlacion entre el porcentaje de células con univalentes y la frecuencia
media de quiasmas (Figura 20b). Las pendientes y ordenadas al origen tienen distinto signo. El
analisis de regresion permite inferir que las dos poblaciones de Dysdercus chaquensis siguen

dindmicas distintas respecto de la formacién de univalentes.
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Figura 20. Anilisis de regresién del porcentaje de células con univalentes en funcién de la frecuencia
media de quiasmas en los ejemplares de Dysdercus chaguensis de: (a) poblaciéon natural y (b) poblacién de

[T

bioterio. En las rectas de regresion “y” representa el porcentaje de células con univalentes, “x” es la
frecuencia media de quiasmas y r es el coeficiente de correlacion de Pearson.

El analisis citogenético mediante tinciéon con DAPI muestra resultados concordantes para
ambas poblaciones de D. chaquensis estudiadas (Figura 21b, d). En profase temprana, al
cromosoma X se lo distingue claramente de los bivalentes autosémicos como un elemento DAPI
positivo, debido a su grado de condensacion, al igual que en el estadio difuso de los ejemplares de
la poblaciéon natural (Figura 21b). En diacinesis todos los cromosomas presentan una
fluorescencia homogénea al igual que en metafase I (Figura 21d). Cabe sefalar que no se

observaron bandas DAPI positivas en los bivalentes autosémicos ni en el cromosoma X.
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Figura 21. Meiosis de Dysdercus chaquensis (ejemplares naturales) (a, ) y Dysdercus ruficollis (b, d) (con
DAPI). (a, b) Leptotene; (c, d) Metafase I. Cabezas de flecha blancas: cromosoma sexual X. Barra= 10

pum.
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12.3. Complemento cromosémico y desarrollo meidtico en Dysdercus ruficollis

(Linnaeus, 1764)

Esta especie se caracteriza citogenéticamente por poseer un complemento cromosémico
diploide 2n= 13/14= 12+X0/12+XX. En el cariotipo meidtico entre los II autosémicos se
distinguen dos mayores, dos medianos y dos mas chicos, siendo el cromosoma sexual X de
tamafio similar a uno de los mas pequefios del complemento (Figura 22e).

El apareamiento de los cromosomas homologos ocurre en sinicesis (Figura 22a). Desde
paquitene hasta diplotene el cromosoma X es heteropicnético positivo (Figura 22b-d),
tornandose isopicnotico en diacinesis (Figura 22e) y heteropicnoético negativo en metafase 1. Los
bivalentes autosémicos se disponen formando un anillo en metafase I y el univalente sexual X se
ubica en su centro, migrando sincréonicamente con dichos bivalentes en anafase 1.

En la primera divisién meidtica el cromosoma X se divide ecuacionalmente, mientras que
los bivalentes lo hacen reduccionalmente. En metafase II el cromosoma sexual se ubica fuera de
la placa ecuatorial y migra precozmente en anafase II (Figura 22f). Los nucleos telofasicos
presentan 7 (6A+X) y 6 (6A) cromosomas (Figura 22g).

En el analisis citogenético con tinciéon con DAPI se observa que durante la profase
meidtica temprana el cromosoma X es DAPI positivo debido a su grado de condensacion
(Figura 21a); en diacinesis y en metafase I todos los cromosomas presentan una fluorescencia
homogénea (Figura 21c). Ademas, no se observaron bandas DAPI positivas en los bivalentes
autosémicos ni en el cromosoma X.

Los bivalentes autosémicos suelen presentar un quiasma de posicion subterminal o
terminal durante diplotene-diacinesis temprana (Figura 22d) y, por lo general, un solo quiasma

terminal en diacinesis-metafase I (Tabla 13).

Tabla 13. Frecuencia media de quiasmas en diacinesis-metafase 1 en Dysdercus ruficollis

Frecuencia media de quiasmas en

Procedencia Individuo Total de células diacinesis-metafase I
ALl 17 6,2+0,3 (5= 0,5286/D= 16)
AI-2 0 nd

Arroyo Itaembe AL3 16 6,810,5 (5= 0,8342/ D= 15)

(Provincia de Misiones)

AL-4 10 6,00 (S= 0/D= 9)

AL5 3 742 (S= 0,5744/D= 2)
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IMG-1 22 6,00 (S= 0/D= 21)
IMG-2 16 6,00 (S= 0/D= 15)
IMG-3 6 6,210,5 (S= 0,4082/ D= 5)
IMG-4 20 6,310,2 (S= 0,4472/ D= 19)
IMG-5 9 6,00 (S= 0/®=18)
IMG-6 13 6,00 (S= 0/D= 12)
IMG-7 7 5,9%0,5 (S= 0,5/D= 6)
IMG-8 33 6,210,2 (S= 0,5453 /D= 32)
IMG-9 4 6,00 (S= 0/®= 3)

Reserva Provincial Isla IMG-10 5 6,4%0,8 (S= 0,5477/D= 4)

Martin Garcia (Provincia

de Buenos Aires) IMG-11 13 6,970,6 (S= 0,9541/D= 12)
IMG-12 30 6,210,1 (S= 0,3790/ D= 29)
IMG-13 9 6,6*0,7 (S= 0,8819/D= 8)
IMG-14 4 6,00 (S= 0/®= 3)
IMG-15 8 6,4%0,7 (S= 0,7440/ D= 7)
IMG-16 7 7,1%+0,7 (S= 0,6901/D= 8)
IMG-17 3 6,311,8 (S= 0,5774/ D= 2)
IMG-18 6 7,3%0,6 (S= 0,5164/ D= 5)
IMG-19 6 6,00 (S= 0/®=5)
IMG-20 12 6,610,3 (S=0,5149/D= 11)

3, los limites fiduciales cotresponden a la distribucion # de Student para un nivel de confianza de 95%, con @ grados
de libertad; nd, no determinado debido a que s6lo espermatidas fueron encontradas en los testiculos

A los fines de evaluar si las frecuencias medias de quiasmas son estadisticamente iguales
para todos los individuos dentro de cada poblacion y entre ambas poblaciones, hipdtesis nula, se
realiz6 un analisis de varianza de dos factores. Este analisis revel6 que no existen diferencias
significativas entre la frecuencia media de quiasmas entre los individuos de cada poblacién, ni
entre las poblaciones procedentes de Itaembé (provincia de Misiones) e isla Martin Garcia
(provincia de Buenos Aires) (1= 0,046 y F,= 0,014). Dado los valores de F; y I, calculados, no

se rechaza la hipétesis nula.
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Figura 22. Meiosis en Dysdercus ruficollis. (a) Sinicesis; (b) Paquitene; (c) Estadio difuso; (d) Diplotene,
cabezas de flecha negras sefialan a los bivalentes autosémicos con quiasmas intersticiales; (¢) Diacinesis

tardia; (f) Metafase II; (g) Telofase II. Flechas negras: cromosoma sexual X; N: nucléolo. Barra= 10 pm.
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12.4. Complemento cromosémico y desarrollo meidtico de Dysdercus imitator

Bléte, 1931

Dysdercus — imitator posee un complemento cromosémico diploide 2n= 13/14=
124+X0/12+XX. Durante la profase meiética temprana, el cromosoma sexual X es
heteropicnético positivo y se localiza en la periferia del nucleo, separado de la cromatina
autosémica (Figura 23a). El apareamiento cromosoémico tiene lugar en sinicesis, y en paquitene
tanto el univalente X como un conspicuo nucléolo se distinguen claramente (Figura 23b).

Durante el estadio difuso, la célula comienza a aumentar de tamafio y el nucleo adquiere
una apariencia similar a la de una célula interfasica. Los bivalentes autosémicos se descondensan
completamente mientras que el cromosoma X permanece condensado (Figura 23c). En
diplotene y diacinesis los bivalentes autosémicos se vuelven a condensar (Figura 23d). En
metafase I los bivalentes autosémicos se disponen en anillo y el cromosoma X se ubica en el
centro o fuera de ¢l (Figura 23e, f). Durante este estadio, se distinguen tres bivalentes
autos6micos mayores, dos medianos y uno menor, siendo el X el mas pequefio del complemento
(Figura 23e). En anafase I los bivalentes autosémicos segregan reduccionalmente, mientras que
el X se divide ecuacionalmente y de manera sincrénica con los autosomas (Figura 23h-j). En
metafase II los cromosomas adoptan una disposicion similar a la descripta para metafase Iy en
anafase II el cromosoma X segrega sincrénicamente con los autosomas.

Los bivalentes autosémicos suelen presentar un quiasma terminal; sin embargo, se
observaron hasta cinco bivalentes en anillo (Figura 23d, f, g). La frecuencia media de quiasmas
en células en diacinesis-metafase 1 varfa entre 6,10 y 8,72 (individuos PNI-9 y PNI-6,
respectivamente, Tabla 14).

La Figura 24 muestra la distribucion de la frecuencia relativa de quiasmas entre todas las
células en diacinesis-metafase I de los once especimenes estudiados. La frecuencia relativa se
calculé como el nimero de células que presentan un determinado numero de quiasmas (entre 5 y
11) dividido el numero total de células analizadas (T= 290). De esta figura se desprende que,
aunque el nimero de quiasmas mas frecuente es 6 por célula, 70% de las células presenté un
numero de quiasmas entre 7 y 10. De esta manera, el valor de la media de la poblacién total de

células es de 7 quiasmas por células (Figura 24).



Citogenética Bdsica y Evolutiva de Heterdpteros Fitdfagos de Interés Agroecondmico de la Argentina 93

Figura 23. Meiosis de Dysdercus imitator. (a) Leptotene; (b) Paquitene; (c) Estadio difuso; (d) Diacinesis
temprana; (e, f) Metafase I; (g) Bivalentes autosémicos con dos quiasmas en metafase I; (h) Anafase I; (i)
Telofase I; (j) Prometafase 1. Flechas negras: cromosoma sexual X; flechas vacias: bivalentes autosémicos

con dos quiasmas; asteriscos: cuerpos prenucleolares; N= nucléolo. Barra= 10 um.
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Tabla 14. Frecuencia media de quiasmas en diacinesis-metafase I en Dysdercus imitator

Frecuencia media de quiasmas en

Procedencia Individuo Total de células . . .
diacinesis-metafase I®

PNI-1 21 7,310,5 (S= 1,1464/ D= 20)
PNI-2 15 7,910,8 (S= 1,4573/ D= 14)
PNI-3 0 nd
PNI-4 17 7,410,7 (S= 1,2719/ D= 16)
PNI-5 61 8,610,3 (S= 1,3312/D= 60)
PNI-6 29 8,710,4 (S= 0,9963/ D= 28)
PNI-7 1 nd

Parque Nacional PNI8 1 nd

Iguazu (Provincia

de Misiones) PNI-9 10 6,1£0,4 (S= 0,5676/ D= 9)
PNI-10 5 8,211,2 (S= 0,8367/D= 4)
PNI-11 14 7,410,8 (S= 1,2157/ D= 13)
PNI-12 31 7,710,5 (S= 1,4421/ D= 30)
PNI-13 6 7,811,4 (S=1,2111/D=5)
PNI-14 79 0,510,2 (S= 0,8145/ D= 78)
PNI-15 0 nd
PNI-16 0 nd

@, los limites fiduciales corresponden a la distribucién # de Student para un nivel de confianza de
95%, con @ grados de libertad; nd, no determinado debido a que sélo espermatidas fueron
encontradas en los testiculos
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T= 290 células

Frecuencia relativa

Numero de quiasmas

Figura 24. Distribucién de la frecuencia relativa de quiasmas entre todas las células analizadas en
diacinesis-metafase I de Dysdercus imitator. En el histograma la frecuencia relativa se grafica en funcion del
nimero de quiasmas observados en todas las células en diacinesis-metafase 1. La frecuencia relativa se
calcul6 como el numero de células que presentan un determinado nimero de quiasmas dividido el nimero
total de células analizadas (T).

A los fines de evaluar si las frecuencias medias de quiasmas son estadisticamente iguales
para todos los individuos analizados de D. zmitator, hipotesis nula, se realizé un analisis de
varianza. El valor calculado de la varianza entre individuos result6 igual a 22,31 y el de la varianza
dentro de cada individuo resulté 1,31, siendo F= 16,99. Dado que el valor de F obtenido de
tablas con p=0.05 con 10 y 277 grados de libertad es mayor que el valor de F calculado debe

rechazarse la hipotesis nula.

Por otra parte, durante la meiosis se detectaron varios elementos heteropicnéticos
positivos, que diferfan en nimero y tamafio. Desde leptotene hasta el estadio difuso se observa
un conspicuo nucléolo inmerso en la cromatina autosémica; en algunas células se observan dos
nucléolos de tamano diferente (Figura 25a, b). A partir de diplotene generalmente se detectan
los dos nucléolos; el mayor usualmente asociado a un bivalente autosémico mientras que el
menor no muestra una ubicacién definida. A medida que la meiosis prosigue, los dos nucléolos
desaparecen y en su lugar se observan desde uno hasta cuatro cuerpos prenucleolares de diferente
tamano dispersos en el citoplasma (Figura 25c-f). En metafase I los cuerpos prenucleolares
generalmente se ubican entre los cromosomas en el plano ecuatorial (Figura 25c), mientras que
en metafase II y anafase II se localizan préximos a los polos (Figura 25d). En telofase II el
cromosoma X se descondensa tardiamente y se observa un numero menor de cuerpos

prenucleolares de tamafio mas grande (Figura 25e, f).
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Figura 25. Meiosis de Dysdercus imitator (con NO3Ag). (a) Leptotene; (b) Estadio difuso; (c) Metafase I;
(d) Metafase 1I; (e) Telofase 11; (f) Nucleo telofasico. Flechas negras: cromosoma sexual X; asteriscos:

cuerpos prenucleolares; N: nucléolo. Barra= 10 pm.
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13. Familia Rhopalidae

13.1. Complemento cromosomico y desarrollo meiético de Jadera haematoloma

(Herrich-Schaeffer, 1847) y Jadera sanguinolenta (Fabricius, 1775) (PUBLICACION
V)

Ambas especies presentan un cariotipo y un desarrollo meidtico similar. Jadera haematoloma y
J. sanguinolenta poseen un numero cromosémico diploide 2n= 13/14= 10+27+X0/10+27+XX,
con un par autosomico facilmente distinguible debido a su gran tamafio. El par de cromosomas 7
es diminuto y el cromosoma sexual X es de tamafio pequefio (Figura 26a).

Desde leptotene-cigotene hasta el estadio difuso, el cromosoma X es heteropicnético
positivo y se localiza en la periferia del nucleo (Figura 26b, c). En paquitene los bivalentes
autosémicos muestran una disposicion en "bouquet", ubicindose en su base el par de
cromosomas # aquiasmatico y el cromosoma sexual (Figura 26b). Durante el estadio difuso los
bivalentes autosémicos se descondensan completamente, mientras que el cromosoma X
permanece heteropicnético positivo (Figura 26¢). En diplotene los cromosomas » contintan
separados como univalentes, y a partir de diplotene tardia los 7 son heteropicnéticos negativos.
En diacinesis los cromosomas » se aproximan y se asocian para formar un pseudobivalente
(Figura 26e; 27a,b). En metafase I, el pseudobivalente 7 se orienta axialmente y se ubica en el
centro del anillo formado por los bivalentes autosémicos y el univalente X (Figura 26e, f, i; 27c).
En anafase I los bivalentes autosomicos, al igual que el pseudobivalente , se dividen
reduccionalmente, mientras que el cromosoma sexual se divide ecuacionalmente. En metafase 11
los autosomas se disponen en la placa ecuatorial formando un anillo y el X siempre se ubica fuera
de éste (Figura 27d). El cromosoma 7 no muestra una posicioén definida y se puede ubicar tanto
en el centro del anillo como formando parte de ¢l (Figura 27d). En anafase II el cromosoma X
migra precozmente hacia uno de los polos (Figura 27e) y se descondensa tardiamente en telofase
IT (Figura 27f).

En la mayorfa de los individuos el univalente X es mas pequefio que el bivalente
autosémico menor (Figura 26e, h; 27a). Sin embargo, en ambas especies el cromosoma X
muestra un polimorfismo de tamafio. En un espécimen de Jadera haematoloma (IMG-4, Tabla 15) y
en tres ejemplares de J. sanguinolenta IMG-8, IMG-9 y G-7, Tabla 15), el univalente sexual es mas
grande y similar en tamafio al bivalente autosémico menor, siendo dificil su identificaciéon en

diacinesis y metafase I (Figura 26f; 27b, c).
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Figura 26. Meiosis en Jadera sanguinolenta. (a) Prometatase mitética; (b) Paquitene; (c) Estadio difuso; (d)
Diacinesis; (e, f) Metafase I, flechas vacias sefialan al bivalente autosémico mayor con dos quiasmas; (g)
Metafase 11, flecha vacia sefiala al autosoma mayor; (h) Diacinesis; (i) Metafase I, (h, i) flechas vacias
seflalan al par autosémico mayor como univalentes; (j) Metafase II, flecha vacfa sefiala al par de
univalentes asociados en un pseudobivalente. Flechas negras: cromosoma sexual X; cabezas de flecha
negras: cromosomas 7z asteriscos: bivalentes autosémicos con dos quiasmas. Barra= 10 pm.
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Figura 27. Meiosis en Jadera haematoloma. (a) Diacinesis, flecha vacia sefiala al bivalente autosémico mayor
con dos quiasmas, flecha negra al cromosoma X de tamafio pequefio; (b) Diacinesis; (c) Metafase 1, (b, c)
flechas negras sefialan al cromosoma X de tamafio grande; (d) Metafase 1I; (e) Anafase 1I; (f) Telofase 1I.
Cabezas de flecha negras: cromosomas #; flechas vacfas: par autosémico mayor; asteriscos: bivalentes

autosémicos con dos quiasmas. Barra= 10 pum.
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Tabla 15. Frecuencia media de quiasmas y porcentaje de células con univalentes en diacinesis-metafase I

en individuos de Jadera haematoloma y Jadera sanguinolenta

Jadera sanguinolenta

. . . Porcentaje de
Total de  Frecuencia media de quiasmas en ]

Procedencia Individuo . . .. células con
células diacinesis-metafase I .
univalentes
IMG-1 74 4350, (S=0,4699/ D= 73) 72,97
IMG-2 80 4,740,2 (3=0,7876/ D= 79) 61,25
IMG-3 33 5,5+0,3 (S=0,7942/ D= 32) 33,33
R IMG-4 10 49404 (5=0,5676/d= 9) 30,00
cserva
Provincial isla  IMG-5 14 49404 (5=0,6157/Dd=13) 21,43
Martin  Garcia
(Provincia de  IMG-6 97 5,70+0,14 (3=0,6795/d= 97) 5,15
Buenos Aires) IMG-7 67 6,0£0,2 (S=0,7171/ D= 66) 4,48
IMG-8 19 5,8+0,4 (S=0,7133/ D= 18) 0,00
IMG-9 9 5,540,6 (5=0,6265/ D= 8) nd
IMG-10 8 5,8+0,4 (S=0,4629/ D= 7) nd
G-1 20 4,8+0,5 (3=0,9515/D= 19) 55,00
G-2 56 4,6%0,2 (3=0,6988/ D= 56) 48,21
G-3 11 4,7£0,6 (5=0,9045/ D= 10) 4545
G-4 19 5,440,4 (S=0,6840/ D= 18) 21,00
Gualeguaychu
(Provincia de G-5 10 5,6%0,6 (S=0,8433/ D= 9) 20,00
Entre Ri
ntre Rios) G-6 11 5,240,5 (S=0,7508/d= 10) 18,18
G-7 75 5,740,1 (S=0,4642/ D= 74) 0,00
G-8 7 44408 (5=0,7868/D= 6) nd
G-9 4 5,3+1,8 (S=0,9574/ D= 73) nd
PNI-1 33 4,740,3 (8=0,7613/ D= 32) 57,57
PNI-2 13 4,610,4 ($=0,6504/ D= 12) 46,15
PNI-3 48 47402 (80,7293 /D= 47) 41,66
Parque PNI-4 35 5,3+0,3 (S=0,9056/ D= 34) 31,43
Nacional
Iguazi PNL5 59 5,740,2 (S=0,8520/ D= 58) 16,95
ST
ﬁ.“.’vmcm ¢ PNL6 43 52402 (S=0,7184/ D= 42) 16,28
1siones)
PNI-7 40 5,140,2 (S=0,6325/ D= 39) 15,00
PNIL-8 32 5,240,2 (5=0,5351/D= 31) 6,25

PNI-9 9 4,7+0,4 (§=0,5000/ D= 8) nd
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Jadera haematoloma

. . . Porcentaje de
Total de  Frecuencia media de quiasmas en ]

Procedencia Individuo , . . . células con
células diacinesis-metafase I .
univalentes

IMG-1 11 5,4£0,5 (§=0,6876/ D= 10) 9,09
IMG-2 13 5,310,4 (S=0,6304/ D= 12) 7,69
IMG-3 54 5,610,2 (S=0,6564/ D= 53) 7,40

Rese’,fva, ) IMG-4 29 5,5%0,2 (S=0,5724/ D= 28) 3,45

Provincial isla

Martin  Garcia IMG-5 22 5,5%0,2 (§=0,5096/®=21) 0,00

(Provincia de + _ _

Buenos Aires) IMG-6 57 5,9%0,2 (S=0,4795/ D= 56) 0,00
IMG-7 24 5,9%0,3 (S=0,6124/ D= 23) 0,00
IMG-8 5 5,6£0,8 (S=0,5477/ D= 4) nd
IMG-9 3 6,00 (S=0/D= 2) nd

Gualeguaycht G-1 49 5,7%0,2 (S=0,5401/ D= 48) 2,04

(Provincia de

Entre Rios) G-2 4 5,5%1,1 (5=0,5774/®= 3) nd

3, los limites fiduciales cotresponden a la distribucién # de Student para un nivel de confianza de 95%, con @ grados
de libertad; nd, no determinado debido a que sélo espermatidas fueron encontradas en los testiculos; nd, no
determinada debido al bajo nimero de células analizadas

Los bivalentes autosémicos presentan generalmente un quiasma terminal; sin embargo, el
bivalente mayor y, menos frecuentemente, otros bivalentes, muestran dos quiasmas (Figura 26d-
f, h; 27a). Asimismo, en una baja frecuencia se observaron células con dos bivalentes en anillo
(Figura 26d, h; 27a), mientras que la presencia de células con tres o cuatro bivalentes en anillo
fue aun mas rara. La frecuencia media de quiasmas en células en diacinesis-metafase I varfa entre
5,30 y 6,00 y entre 4,23 y 6,03 en Jadera haematoloma 'y . sanguinolenta, respectivamente (Tabla 15).
El analisis de varianza anidado reveld la existencia de diferencias significativas entre la frecuencia
media de quiasmas de J. haematoloma 'y |. sanguinolenta. Asimismo, se encontré una gran diversidad
no sélo entre células de un mismo individuo sino también entre individuos de una misma
poblacion (PUBLICACION 1V, Tabla 2).

De acuerdo con el porcentaje de univalentes, todos los individuos analizados,
independientemente de su procedencia, pueden ser agrupados dentro de tres categorfas: baja
(entre 0,00 y 9,09 todos los especimenes de Jadera haematoloma, entre 0,00 y 6,25 cinco de J.
sanguinolenta); media (entre 15,00 y 33,33 diez especimenes de |. sanguinolenta) y alta (entre 41,66 y
72,97 ocho especimenes de |. sanguinolenta)y (PUBLICACION 1V, Figura 3). Con respecto al
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comportamiento meiético de los univalentes autosoémicos, su presencia fue observada a partir de
diplotene. En metafase I los univalentes se ubicaron en el plano ecuatorial formando parte del
anillo de bivalentes autosémicos y se orientaron con su eje longitudinal paralelo a las fibras del
huso (Figura 27i). En anafase I, los univalentes autosémicos se dividieron ecuacionalmente y
migraron sincrénicamente con los autosomas. En metafase II las cromatides no hermanas se
asociaron extremo con extremo, formando un pseudobivalente en 94% de las células (Figura
26j), mientras que en 6% de las células permanecieron separadas. En anafase II no se observaron
cromosomas rezagados. Si bien todos los nucleos telofasicos analizados mostraron 5A+»+X o
5A+m, un bajo porcentaje de células (aproximadamente 3%) podrian ser aneuploides.

De acuerdo al andlisis de regresion (Figura 28) se concluye que las muestras de Jadera
sanguinolenta procedentes de isla Martin Garcfa, Gualeguaycht y Parque Nacional Iguaza
presentan correlaciones negativas y significativas (Figura 28a, b, c). Es de remarcar que las
pendientes y ordenadas al origen de las rectas obtenidas por regresion muestran valores muy
similares entre si.

A los fines de verificar que las tres muestras siguen la misma dinamica en cuanto a la
formacion de univalentes se realizé el siguiente procedimiento. En primer lugar, se realizé un
analisis de regresiéon conjunto para las tres muestras obteniéndose los parametros de la recta de
regresion presentados en la Figura 28 (d). Para determinar si la pendiente de las rectas
correspondientes a cada una de las muestras no difieren significativamente de la pendiente
estimada para el conjunto de las tres muestras se calcularon los intervalos de confianza de las
pendientes de cada una de las muestras individuales. Para las muestras de isla Martin Garcia,
Gualeguaychi y Parque Nacional Iguazi se obtuvieron las siguientes estimaciones: a) -

38,23113,43, b) -43,64%8,01 y ) —27,59%14,47, respectivamente.

80 80
| Ejemplares de isla Martin Garcia | Ejemplares de Gualeguaychu
(o]
70 70
8 - 8 g
j, 60 ° y = -38,232x + 228,68 § 60 o y = -43,638x + 254,11
£ 50 i 2 =0,7799 g 5 [ 2= 0,8618
ERae | £ =-0,8831 | o r=-0,9220
=] =]
g 40 S 40
2 30 o B 30 |
ke - k) -
320 ° g2 |
X r X r
10 10
- [e] lo) -
O 1 1 1 1 1 1 " 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1
4 5 6 4 5 6
Frecuencia media de quiasmas Frecuencia media de quiasmas

@) ®)
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Figura 28. Analisis de regresion del porcentaje de células con univalentes en funcién de la frecuencia
media de quiasmas en los ejmeplares de Jadera sanguinolenta de (a) isla Martin Garcia, (b) Gualeguaychu, (c)
Parque Nacional Iguazu y (d) conjunto de ejemplares de las tres poblaciones. En las rectas de regresion

[{a 1)

“y” representa el porcentaje de células con univalentes, “x” es la frecuencia media de quiasmas y r es el
coeficiente de correlacion de Pearson.

El valor modal de la pendiente correspondiente a la regresion del conjunto de las tres
muestras presentado en la Figura 28 (d) result6 -38,16, el cual se encuentra dentro de los limites
de confianza de las estimaciones de las pendientes individuales. Este resultado permite inferir que

las tres muestras de J. sanguinolenta presentan la misma dinamica en la formacién de univalentes.

El andlisis citogenético mediante la tincion con DAPI muestra resultados concordantes
para ambas especies. En profase meidtica temprana los cromosomas 7 y X se distinguen
claramente como elementos DAPI positivos (Figura 29a, b). En diacinesis todos los
cromosomas presentan una tinciéon fluorescente homogénea (Figura 29c, d), mientras que el
pseudobivalente 7 es DAPI negativo en metafase 1 (Figura 29e). Cabe sefialar, que no se

observaron bandas DAPI positivas en los autosomas en diacinesis-metafase I.
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Figura 29. Meiosis en Jadera sanguinolenta (con DAPI). (a) Paquitene; (b) Estadio difuso; (c) Diacinesis
temprana; (d) Diacinesis; (¢) Metafase 1. Flechas blancas: cromosoma X; cabezas de flecha blancas:

cromosomas 7. Barra=10 um.
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14. Estudios Moleculares y Citogenético-Moleculares

El estudio de los caracteres moleculares se realiz6 mediante la extraccion de ADN
genémico total de ejemplares fijados en alcohol metilico:alcohol etilico (1:1) y de ejemplares

conservados en nitrégeno liquido a -70°C (Tabla 16).

Tabla 16. Detalle de las distintas especies de las familias Coreidae, Largidae, Lygaeidae, Pyrrhocoridae y

Rhopalidae segun el procedimiento de fijacién

Taxon Codigo c.ie Fijacion
referencia
Familia Coreidae
Leptoglossus impictus Li alcohol menll(i?i’;tlcohol etilico ~70°C
. alcohol metilico:alcohol etilico
Athanmastus haematicus A.h. (1:1) -
o alcohol metilico:alcohol etilico
Phthia picta P.p. (1:1) -
Hypselonotus bitriangulifer bitriangulifer H.b.b. - -70°C
Familia Largidae
. alcohol metilico:alcohol etilico
Largus fasciatus L.f. REN —
Largus rufipennis Lt alcohol met111(c1c')1:;lcohol etilico 70°C
Familia Lygaeidae
Lygaens alboornartus Loa. alcohol meﬂli(i?{slcohol etilico 70°C
Familia Pyrrhocoridae
Dysdercus albofasciatus D.a. alcohol metlh(i?{;lCOhOI erlico -70°C
D. chaguensis D.ch. alcohol met111(c1c')1:;lcohol etilico 70°C
D. ruficolis Dir. alcohol met111(c1c')1:;lcohol etilico 70°C
Familia Rhopalidae
Jadera sanguinolenta alcohol metilico:alcohol etilico o
Js. -70°C

(1:1)
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14.1. Comparacion de los diferentes métodos de fijacion

Los resultados del analisis molecular de las muestras de ADN gendmico total extraidas
mediante los diferentes protocolos de extraccion utilizados, revelan que el ADN obtenido a partir
de ejemplares fijados en alcohol metilico:alcohol etilico (1:1) resulta completamente degradado
(Figura 30, Calles 1-4).

Por el contrario, el ADN genémico total extraido a partir de ejemplares conservados en
nitrégeno liquido no presenta signos de degradacion, siendo factible, por consiguiente, la
visualizacién de una banda conspicua de alto peso molecular (~21.226 pb) luego de ser sometida
la muestra a una electroforesis en geles de agarosa (Figura 30, Calles 5-8; Figura 31).

Asimismo, cabe destacar que las muestras de ADN genémico correspondientes a las calles
5-8 (Figura 30) no fueron tratadas con ARNasa; por tal motivo se observa la presencia de un
chorreado en la parte inferior del gel de agarosa correspondiente a fragmentos de ADN de

aproximadamente 947 pb.

14.2. Resultados de los distintos protocolos de extraccion utilizados

Al comparar las diferentes muestras de ADN obtenidas a partir de ejemplares conservados
en nitrégeno liquido a -70°C y extraidas mediante los distintos protocolos de extraccion
utilizados, mencionados en el acapite correspondiente de la secciéon Materiales y Métodos, es
factible observar diferencias en el rendimiento de las muestras.

Por un lado, cuando las muestras son tratadas unicamente con fenol en el primer paso de
extraccion fenolica, se observa que el ADN presenta un alto grado de degradacion (Figura 32,
calles 2-7).

Por otro lado, cuando las muestras son tratadas con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1) durante ese primer paso, el ADN genémico obtenido no presenta ningin signo de
degradacion (Figura 32, calles 8-9).

Por dltimo, cabe destacar que los resultados obtenidos de la purificacion adicional mediante
la precipitacién con espermina revelaron que ésta no influye sobre la calidad del ADN genémico

total.
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Figura 30. Efecto del método de fijacion empleado sobre la obtencién de ADN gendémico total. (Calle 1)
Marcador de peso molecular: fago Lambda (EcoR I+Hind III); (Calle 2-5) ADN extraido de ejemplares
de Dysdercus chaguensis fijados en alcohol metilico:alcohol etilico (1:1); (Calle 6-9) ADN extraido de

ejemplares de D. chaquensis conservados en nitrégeno liquido. EI ADN extraido no fue tratado con
ARNasa.

152 G5 3d S HEGETB R)
;—;;—;Q——“;—-h—-;ab-n

e el o I

Figura 31. Tratamiento de las muestras de ADN genémico total con ARNasa. (Calle 1) Marcador de
peso molecular : fago Lambda (EcoR I+Hind III); (Calle 2-10) ADN extraido de ejemplares de Largus
rufipennis conservados en nitrégeno liquido.
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Figura 32. Muestras de ADN gendémico total correspondientes a ejemplares de Dysdercus albofasciatus
(conservados en nitrégeno liquido). (Calle 1) Marcador de peso molecular: fago Lambda (EcoR I+Hind
III); (Calle 2-7) extraccién fendlica; (Calle 8-9) extraccién con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico.
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14.3. Resultados obtenidos de la digestion de las muestras de ADN genémico total

con diferentes endonucleasas de restriccion

La digestién con enzimas de restriccion de las muestras de ADN, extraido a partir de los
ejemplares fijados en alcohol metilico:alcohol etilico (1:1), fue descartada debido a las condiciones
de degradaciéon presentes en ellas. El ADN genémico total extraido de los ejemplares
conservados en nitrégeno liquido fue digerido con trece endonucleasas de restriccion de diferente

longitud de corte (Tabla 17):

(a) corte frecuente: Alu I, Hinf I, Hae III, Taq I
(b) corte infrecuente: BamH I, Bgl 11, EcoR I, EcoR V, Hind III, Pst I, Sma I, Sal I, Xba I

Tabla 17. Detalle de los resultados obtenidos de la digestién de las muestras de ADN genémico total con

diversas endonucleasas de restriccion

Endonucleasas de restriccion

T
o Alu Hae Hinf Taq BamH Bgl EcoR EcoR Hind Pst Sal Sma Xba
I I11 I I I II I v III I I I I
Hbb. T N N T S --- N S S S S S S
Li P S S T S --- S S S S S S S
L.x T T T T P P P --- P S S S P
La. S S S T --- --- --- --- --- - - S ---
D.a. P P P T S S P P S S S S S
D.ch. T T T T S S T T S S S S S
D.r. T S S T S S S S S S S S S
J.s. T T T T T T --- T S - S S S

H.b.b., Hypselonotus bitriangulifer bitriangnlifer; 1.1., Leptoglossus impictus; 1L.x., Largus rufipennis; L.a., Lygaens alboornatus; D.a.,
Dysdercus albofasciatus; D .ch., Dysdercus chaquensis; D.x., Dysdercus ruficollis; ].s., Jadera sangninolenta.
T, digestion total; P, digestion parcial; S, sin digestion
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En el caso de las muestras de ADN genémico total que fueron tratadas con Alu I se
observé una digestion total uUnicamente en las correspondientes a Hypselonotus bitriangulifer
bitriangulifer (Figura 33), Largus rufipennis (Figura 35), Dysdercus chaquensis (Figura 36), D. ruficollis
(Figura 37) y Jadera sanguinolenta (Figura 38); las muestras de Leptoglossus impictus y Dysdercus
albofasciatus experimentaron una digestion parcial (Figuras 34, 36). Ademas, esta endonucleasa no
reconocio sitios de corte en la muestra de ADN de Lygaeus alboornatus (Tabla 17).

Por otro lado, de las muestras de ADN tratadas con las enzimas de corte frecuente Hinf I'y
Hae III sélo las muestras de Largus rufipennis (Figura 35), Dysdercus chaquensis (Figura 36) y Jadera
sangninolenta evidenciaron una digestién total , mientras que se observé una digestion parcial en
Dysdercus albofasciatus (Figura 36) y ningun signo de digestion en las muestras de Lygaens
alboornatus, Hypselonotus bitriangulifer bitriangulifer, 1.eptoglossus impictus y Dysdercus ruficollis (Figuras
33, 34, 37) (Tabla 17).

La totalidad de muestras de ADN genémico total tratadas con la enzima de corte frecuente
Taq I experimentaron una digestion total (Figuras 33-38) (Tabla 17).

Con respecto a los resultados del tratamiento con las endonucleasas de corte infrecuente,
en las muestras de ADN de Largus rufipennis se observé una digestion parcial al ser tratadas con
BamH I, Bgl 11, EcoR I y Hind III, mientras que las muestras tratadas con EcoR V, Pst I, Sal I,
Sma I y Xba I no experimentaron signos de digestiéon (Figura 35) (Tabla 17).

Las muestras de ADN de Dysdercus albofasciatus y D. chaguensis tratadas con EcoR Iy EcoR
V evidenciaron una digestion parcial, mientras que con las restantes endonucleasas de corte poco
frecuente no experimentaron ningun signo de digestion (Figura 36).

En las muestras de Jadera sanguinolenta tratadas con BamH I, Bgl I y EcoR V se observo
una digestion total y en las muestras tratadas con las restantes endonucleasas no se evidencio
ningun signo de digestion (Figura 38) (Tabla 17).

Por ultimo, en las muestras de ADN de Hypselonotus bitriangulifer bitriangulifer, 1eptoglossus
impictus y Dysdercus ruficollis no se comprobé la presencia de ningun grado de digestién cuando se
trataron con BamH I, Bgl II, EcoR I, EcoR V, Hind III, Pst I, Sal I, Sma I y Xba I (Figuras 33,
34, 37) (Tabla 17).
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Figura 33. Digestion con endonucleasas de restriccion de muestras de ADN genémico total de
Hypselonotus bitriangulifer bitriangulifer. (Calle 1) ADN marcador de 16 fragmentos (50-10.000 pb); (calle 2)
Alu I; (calle 3) EcoR I; (calle 4) Hind I1I; (calle 5) BamH I; (calle 6) EcoR V; (calle 7) Pst I; (calle 8) Sal
I; (calle 9) Xba I; (calle 10) Sma I; (calle 11) Hinf. I; (calle 12) Hae I1I; (calle 13) Taq I; (calle 14) control

negativo.
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Figura 34. Digestién con endonucleasas de restriccidon de muestras de ADN gendémico total de
Leptoglossus impictus. (Calle 1) ADN marcador de 16 fragmentos (50-10.000 pb); (calle 2) Alu I; (calle 3)
EcoR I; (calle 4) Hind III; (calle 5) BamH I; (calle 6) EcoR V; (calle 7) Pst I; (calle 8) Sal I; (calle 9)
Xba I; (calle 10) Hinf. I; (calle 11) Hae I1I; (calle 12) Taq I; (calle 13) control negativo.
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Figura 35. Digestién con endonucleasas de restriccion de muestras de ADN genémico total de Largus
rufipennis. (Calle 1) ADN marcador de 16 fragmentos (50-10.000 pb); (calle 2) Alu I; (calle 3) EcoR I;
(calle 4) Hind 11I; (calle 5) BamH I; (calle 6) Bgl 1I; (calle 7) EcoR V; (calle 8) Pst I; (calle 9) Sal I;
(calle 10) Sma I; (calle 11) Xba I; (calle 12 ) Taq I; (calle 13) control negativo.
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Figura 36. Digestién con endonucleasas de restriccion de muestras de ADN genémico total de Dysdercus
albofasciatus (calles 2, 4, 6, 8, 10, 12) v Dysdercus chaquensis (calles 3, 5, 7, 9, 11, 13). (Calle 1) ADN
marcador de 16 fragmentos (50-10.000 pb); (calles 2, 3) Alu I; (calle 4, 5) Hae 11I; (calle 6, 7) Hinf I;
(calle 8, 9) EcoR I; (calle 10, 11) EcoR V; (calle 12, 13) Taq I; (calle 14, 15) controles negativos.
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Figura 37. Digestiéon con endonucleasas de restricciéon de muestras de ADN genémico total de Dysdercus
ruficollis. (Calle 1) ADN marcador de 16 fragmentos (50-10.000 pb); (calle 2) Alu I; (calle 3) EcoR I;
(calle 4) Hind III; (calle 5) BamH I; (calle 6) Bgl 1I; (calle 7) EcoR V; (calle 8) Pst I; (calle 9) Sal I;
(calle 10) Xba I; (calle 11) Sma I; (calle 12 ) control negativo.
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Figura 38. Digestion con endonucleasas de restriccién de muestras de ADN gendémico total de Jadera
sanguinolenta. (Calle 1) ADN marcador de 16 fragmentos (50-10.000 pb); (calle 2, 3) Alu I; (calle 4, 5) Hae
111; (calle 6, 7) Hinf. I; (calle 8, 9) BamH I; (calle 10, 11) Bgl II; (calle 12, 13) EcoR V; (calle 14) control

negativo.
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14.4. Resultados obtenidos de la purificacion adicional de las muestras de ADN

genoémico total

Sélo las muestras de ADN gendmico total de ejemplares conservados en nitrégeno liquido
se purificaron mediante la precipitaciéon con tetrahidrocloruro de espermina (50mM). Los
resultados obtenidos no revelaron diferencias entre las muestras de ADN no purificadas y

purificadas con respecto al grado de digestion con las endonucleasas de restriccion utilizadas.

14.5. Hibridacion in situ

Un fenémeno particular ocurrié con todas las muestras de ADN gendmico total extraidas a
partir de ejemplares de Jadera sanguinolenta conservados en nitrégeno liquido a -70°C. Al realizar la
corrida electroforética para evaluar la calidad y concentraciéon del ADN obtenido, se obtuvo de
manera regular y constante la apariciéon de cuatro bandas, si bien no se habia utilizado ninguna
endonucleasa de restriccion.

Estas bandas eran:

(1) ADN de alto peso molecular (~21.226 pb)

(2) ADN de ~564 pb

(3) v 49 ADN menor que 125 pb, independientemente del protocolo de extraccion

utilizado para la obtencién de las mismas (Figura 39).

Con el fin de caracterizar mejor el ADN presente en dichas bandas se realizé su elucion
mediante el kit de extraccion QIAquick (QIAGene, Alemania).

Una hipotesis de trabajo fue que estas bandas podian corresponder a ADN altamente
repetitivo, que por alguna causa se separaban naturalmente del ADN de alto peso molecular.

A fin de determinar si estas bandas de ADN tenian una localizacién particular en los
cromosomas de Jadera sanguinolenta se marcaron las bandas mediante técnicas convencionales de
“nick translation” utilizando biotina 16-dUTP y su posterior hibridacién sobre preparaciones

cromosomicas de esta especie.
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Figura 39. Corrida electroforética de muestras de ADN genémico total de ejemplares de Jadera
sanguinolenta. (Calle 1) ADN marcador: fago Lambda (EcoR I+Hind III).
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Los resultados obtenidos revelaron que en células interfasicas la sonda (3) hibrida en seis o
siete focos puntuales dispersos por el nicleo (Figura 39a, b). En células meidticas las sefales de
hibridacién se detectan también de manera localizada y no dispersa en la cromatina. Las sefiales
mas conspicuas estan en las regiones teloméricas del cromosoma sexual X, tal como se observa
en células en leptotene-cigotene (Figura 39c, d), en paquitene (Figura 39e, f) y en el estadio
difuso (Figura 39g-j). Si bien las otras sefiales de hibridaciéon son definidas, no fue posible

determinar su localizacion precisa en un par de autosomas o en el par de cromosomas 7.
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Figura 40. Tincién con DAPI (azul) (a, c, e, g, i) ¢ hibridacién iz situ con la sonda (3) marcada con
digoxigenina (rojo) (b, d, f, h, j) en células meidticas de Jadera sanguinolenta. (a, b) Célula interfasica; (c, d)
Leptotene; (e, f) Paquitene; (g-j) Estadio difuso. Flechas blancas: sefiales de hibridaciéon en cromosoma
sexual X. Barra= 10 pm.
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DISCUSION

Dado que las especies de Heteroptera han logrado ocupar una gran variedad de habitats, es
muy importante conocer los ambientes donde se desarrollan para poder no sélo recolectarlos
sino también estudiarlos en su medio; sélo la practica y la observacion van dando la pauta y el
conocimiento para saber en qué lugar poder capturarlos, ya sea bajo troncos, piedras y corteza
suelta, en frutos y troncos en descomposicion, entre hojas caidas, en ramas de arboles y arbustos,
sobre flores o en pastizales.

Todas las especies analizadas en el presente trabajo de Tesis son fitéfagas y de interés
agroecondmico para nuestro pafs por su incidencia desfavorable en el desarrollo y rendimiento de
varios cultivos de gran valor econdémico. Sin embargo, uno de los inconvenientes que se
suscitaron en la recoleccion de los ejemplares fue la imposibilidad de hallarlos sobre los cultivos,
debido a que estos son tratados con insecticidas para combatir a las diversas plagas. Soélo
Athaumastus haematicus, Phthia picta (Coreidae) y Dysdercus chaguensis (Pyrrhocoridae) pudieron ser
encontradas sobre cultivos organicos de zapallo, tomate y algodon, respectivamente.

Por otra parte, para recolectar es necesario observar con detenimiento todos los detalles del
ambiente, ya que existen otras variables que se deben evaluar cuando uno realiza la recoleccion de
insectos. Algunas de ellas estan relacionadas con caracteristicas biolégicas de cada especie, tales
como el ciclo biolégico, el numero de generaciones anuales, la modalidad reproductiva, el estado
ninfal, si transcurre el invierno en estado adulto o ninfal, competencia con otras especies;
mientras que otras dependen del clima, de las 4reas ecolégicamente mas adecuadas para el
desarrollo de las especies, de las caracteristicas de las formaciones bidticas o tipos de vegetacion.
El periodo de recolecciéon mas apropiado para la mayorfa de las especies de Heteroptera en
estado adulto es el comprendido entre los meses de octubre y mayo, y su extensiéon depende de
las condiciones meteorolégicas reinantes (periodo de lluvias, temperatura, inundaciones, viento y
vegetacion).

Con el fin de ilustrar lo mencionado anteriormente, se detallan las caracteristicas biologicas
de algunas de las especies aqui analizadas que fueron consideradas al momento de la recoleccion,
al igual que ciertas caracteristicas correspondientes a los distritos biogeograficos donde fueron
principalmente recolectadas. Con respecto a su biologia, los adultos de Athaumastus haematicus
(Coreidae) tienen una longevidad variada, siendo mayor en invierno debido a que pasan esta
estacion del afo como imago. Las hembras depositan los huevos sobre hojas, tallos, brotes y
otros organos aéreos de sus plantas huésped. La duracién promedio del estado ninfal es de 38

dfas y la del ciclo completo es de 45 dias. Ademas, para la latitud de Buenos Aires presenta tres



Citogenética Basica y Evolutiva de Heterdpteros Fitdfagos de Interés Agroecondmico de la Argentina 119

generaciones por afio (Rizzo 1976). Por otro lado, Phthia picta (Coreidae) desarrolla tres a cinco
generaciones anuales a la latitud de la provincia de Buenos Aires y pasa el invierno como adulto
en reposo sexual. El estado ninfal dura aproximadamente 25 dfas, aunque con condiciones
ambientales desfavorables puede prolongarse (Rizzo 1976). El ciclo biolégico de Dysdercus
chagquensis (Pyrrhocoridae) varfa entre 25 y 38 dias con temperaturas de alrededor de los 30°C,
prolongandose hasta cuatro meses y medio con temperaturas mas bajas. A los dos o tres dias de
aparecidos, los adultos comienzan a copular y, después de 7-12 dias, las hembras comienzan a
oviponer en el suelo, bajo terrones o entre la hojarasca, e incluso en las peras del algodén (Rizzo
1976). Por ultimo, el ciclo anual de Dysdercus albofasciatus (Pyrrhocoridae) comprende entre cuatro
y cinco generaciones, segun las condiciones meteorolégicas y ambientales de cada afio en
particular. Los individuos adultos y ninfas V de esta especie sobreviven a la estacion invernal en
diapausa, ocultos en huecos en troncos de arboles, ramas, debajo de matas y entre la hojarasca.
Entre principios y fines de agosto los primeros individuos adultos, que terminaron la diapausa,
entran en una “época pre-reproductiva”’, en la cual se observa una actividad migratoria. En
funcion del ascenso de la temperatura se producen las primeras copulas y las hembras gravidas
depositan los huevos en lugares humedos, en grietas del suelo o entre la hojarasca. En D.
albofasciatus el inicio y la finalizacién de la diapausa se encuentran relacionados especialmente con
la temperatura y el fotoperiodo, mientras que el desarrollo embrionario depende directamente de
las precipitaciones y la temperatura (Stadler et al. 1987).

Con respecto a los viajes de coleccion, se realizaron en los territorios biogeograficos
caracterizados por presentar un clima templado-calido y una vegetacion variada que incluye la
selva subtropical, selva riberefia, bosque xeromorfico, bosque marginal en las orillas de los tios y
parque. Desde el punto de vista floristico, los ejemplares de las distintas especies estudiadas
fueron encontrados sobre especies de Asteraceae (Grindelia scorzonerifolia, Coniza  sp),
Convolvulaceae, Lamiaceae, Fabaceae, Malvaceae (Pavonia malvacea), Sapindaceae (Allophylus sp),
Orchidaceae y Verbenaceae. Por ejemplo, los individuos de Leptoglossus impictus (Coreidae) fueron
recolectados sobre Grindelia scorzonerifolia; Dysdercus albofasciatus (Pyrrhocoridae) se capturd sobre
Pavonia malvacea y en lugares donde esta malvacea se encuentra en asociacion con Tradescantia
Sluminensis, Hypselonotus  bitriangulifer  bitriangulifer (Coreidae), Dysdercus imitator 'y D.  ruficollis
(Pytrrhocoridae) sobre Pavonia malvacea; Jadera sanguinolenta (Rhopalidae) sobre orquideas, entre
Otros.

El conocimiento integral de las especies permite realizar las recolecciones bajo las
condiciones meteorologicas y ambientales mas apropiadas para obtener muestras representativas

en cuanto a diversidad y tamafos, discernir cual es el perfodo durante el afio en el que los
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especimenes presentaran un gran ndmero de células meidticas en divisién, para poder asi
caracterizarlos desde el punto de vista citogenético.

De la totalidad de especies analizadas citogenéticamente en este estudio, solo Leptoglossus
umpictus, Phthia  picta (Coreidae), Largus rufipennis (Largidae), Dysdercus chaquensis, D. ruficollis
(Pyrrhocoridae), Jadera haematoloma 'y ]. sanguinolenta (Rhopalidae) habian sido previamente estudiadas
(Porter 1917, Piza 1945, 1946b, 1947a, Colombo & Bidau 1985, Mola & Papeschi 1993, 1997). Dado
que los especimenes de estas especies incluidos en este trabajo de Tesis se analizaron a partir de
ejemplares provenientes de lugares de recoleccion diferentes de los previamente citados, se
consider6 relevante su estudio a fin de realizar comparaciones entre las distintas poblaciones.

Como es caracteristico de Heteroptera, todas las especies analizadas citogenéticamente
poseen cromosomas holocinéticos y una meiosis de tipo pre-reduccional, i.e., los bivalentes
autosémicos se dividen reduccionalmente en meiosis I, mientras que los cromosomas sexuales
son aquiasmaticos y lo hacen ecuacionalmente (Ueshima 1979). En Heteroptera es posible
describir un patréon comun para todas las especies en términos generales. En la mayoria la profase
meidtica temprana no puede ser analizada en detalle, y sélo es posible distinguir a los
cromosomas sexuales por ser heteropicnoéticos positivos, los cuales permanecen con esa picnosis
hasta diacinesis. En cigotene se produce el apareamiento de los cromosomas homologos y es
frecuente observar al nucléolo conectado con la masa cromatinica a través de la o de las regiones
organizadoras nucleolares, las cuales por lo general son de localizacién telomérica. En el
paquitene resulta evidente la naturaleza doble de los bivalentes y, dependiendo del nimero de
cromosomas, pueden o no contarse todos los bivalentes autosémicos asi como los univalentes
sexuales. Diplotene es un estadio dificil de analizar debido a la baja frecuencia con que se lo
observa, lo cual es un indicio de su corta duracion, y a la ligera descondensacion que muestran los
bivalentes autosémicos. Inmediatamente después, la célula entra en un estadio difuso que se
caracteriza por la mayor o menor descondensaciéon de la cromatina y por la persistente
condensacion de los cromosomas sexuales, que se manifiesta por su heteropicnosis positiva. A
medida que la célula entra en diacinesis los bivalentes autosémicos se condensan y, en general,
presentan un unico quiasma. En diacinesis tardia los cromosomas sexuales se tornan
isopicnoticos. En metafase I los bivalentes se ubican axialmente en el plano ecuatorial, mientras
que los univalentes sexuales lo hacen ecuatorialmente. Como es tipico en Heteroptera, en anafase
I los cromosomas sexuales se dividen ecuacionalmente, mientras que los bivalentes autosémicos
lo hacen de manera reduccional. La segunda division meidtica sigue sin un perfodo de
intercinesis; en metafase II los cromosomas se disponen siempre segun una disposicion espacial

particular. En anafase II los autosomas se dividen ecuacionalmente, mientras que los
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cromosomas sexuales se dividen de manera reduccional. L.os cromosomas 7, cuando estan

presentes, se caracterizan por una meiosis de tipo pre-reduccional (White 1973, Ueshima 1979).
No obstante, cada una de las especies de las familias Coreidae, Largidae, Lygaeidae,

Pyrrhocoridae y Rhopalidae estudiadas en la presente Tesis posee algunas caracteristicas propias

debidas por ejemplo a diferencias:

¢ en el complemento cromosémico diploide,

¢ en los mecanismos de evolucion del cariotipo,

¢ en la presencia de cromosomas supernumerarios o B,

¢ en la presencia de alteraciones cromosémicas numéricas y estructurales,
¢ en los sistemas cromosdmicos de determinacién del sexo,

¢ en la presencia/ausencia del estadio difuso y en sus caractetisticas,

¢ en la presencia/ausencia de cromosomas 7,

¢ en la arquitectura de la placa metafasica,

¢ en el comportamiento meidtico de algunos de los cromosomas en determinados estadios,
¢ en la frecuencia y distribucion de quiasmas y

* en la presencia de univalentes.

Complemento Cromosémico Diploide

Si bien el nimero modal es considerado muchas veces como el numero atavico es importante
destacar que se refiere al nimero cromosémico diploide mas frecuentemente encontrado en un
determinado taxén, que podtia no ser una muestra representativa de éste (Ueshima 1979).

En la familia Coreidae es usual la constancia en el complemento cromosémico diploide
dentro de un mismo género, aunque han sido descriptas variaciones en el nimero de autosomas
y/o en el sistema de determinacion del sexo en algunos géneros (Ueshima 1979), lo que estatia
indicando la existencia de cambios cromosémicos entre las especies de esta familia (Montgomery
1901b, 1906, Wilson 1909a, b). En particular, en la subfamilia Coreinae el nimero cromosémico
diploide varia entre 15 (12+27+X0) y 28 (24+2m+X,X;0). Ademas, esta subfamilia se caracteriza
por poseer numeros cromosoémicos altos y por poseer un mismo numero modal 2n= 21=
18+27+X0 que el resto de la familia. Los antecedentes citogenéticos disponibles para los géneros
Athanmastus (Mictini, Coreinae), Leptoglossus (Anisoscelini, Coreinae) y Phthia (Leptoscelidini,
Coreinae), al igual que los presentes resultados del andlisis de especimenes de Athaumastus

haematicus, 1 eptoglossus impictus y Phthia picta, revelan que todas estas especies comparten el mismo
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numero cromosémico diploide 2n= 21/22= 18+2»+X0/18+2m+XX (Wilson 1907b, 1909a,
Piza 1945, 1946c, 1956, Colombo & Bidau 1985). Con respecto al género Hypselonotus (Coreini,
Coreinae), los resultados obtenidos del estudio citogenético de Hypselonotus bitriangulifer
bitriangulifer muestran que se caracteriza por poseer un ndmero diploide 2n= 19/20=
16+27+X0/16+2m+XX, el cual s6lo habia sido desctipto previamente en Coreinae para
Homoeocerns unipunctatus (Toshioka 1934) (Homoeocerini), Cletus sp. (Parshad 1957b), Gonocerus
acuteangulatns  (Schachow 1932, Xavier 1945) 'y G. juniperi  triguetricoris (Xavier 1945)
(Leptoscelidini).

Desde el punto de vista citogenético, Largidae constituye una familia interesante debido a
que sus especies presentan un nimero cromosémico diploide muy bajo y cromosomas de gran
tamafio en la mayorfa de ellas. Hasta el presente, las seis especies de la subfamilia Larginae
estudiadas citogenéticamente se caracterizan por poseer un numero de autosomas entre 10y 14y
un sistema cromosémico de determinacion del sexo X0/XX (Wilson 19092, Piza 1946a, 1953,
Banerjee 1959, Vidal & Lacau 1985). Los primeros estudios citogenéticos del genéro Largus
fueron realizados por Wilson (1909a) a partir de ejemplares de Largus cinctus y L. succinctus. Mas
tarde, Piza (1953) describi6 la meiosis de L. humilis (como Euryophtalnus humilis) y, recientemente,
ha sido descripta citogenéticamente Largus fasciatus (como E. fasciatus) (Vidal & Lacau 1985). Por
un lado, Largus fasciatus (Vidal & Lacau 1985), L. bumilis (Piza 1953), L. rufipennis (Piza 19406a,
Mola & Papeschi 1993) y L. succinctus (Wilson 1909a) comparten el mismo nimero cromosémico
diploide 2n= 13 (12+X0), mientras que Largus cinctus posee 2n= 11 (10+X0) (Wilson 1909a).

La poblacion de Largus fasciatus aqui estudiada presenta resultados coincidentes con lo
descripto por Vidal y Lacau (1985) en cuanto al nimero cromosémico diploide y al sistema
cromosomico de determinacién del sexo. Sin embargo, en la poblaciéon aqui descripta la
frecuencia media de quiasmas fue menor y se observaron marcados bloques heterocromaticos en
las regiones teloméricas.

Largus rufipennis, en particular, se caracteriza por poseer un nimero cromosémico diploide
bajo, cromosomas de tamafio relativamente grande y una gran diversidad en la distribucién y
frecuencia media de quiasmas (Piza 1946a, Mola & Papeschi 1993). Los antecedentes
citogenéticos previos mencionaron la presencia de cromosomas B, células con univalentes y
bivalentes en anillo en una frecuencia muy variada (Piza 1946a, Mola & Papeschi 1993). En las
poblaciones estudiadas en el presente trabajo, el cariotipo, el comportamiento meidtico y la
frecuencia media de quiasmas de todos los individuos procedentes de Tornquist y Costanera
Norte (provincia de Buenos Aires) y de todos los ejemplares, excepto uno, provenientes del

arroyo Itaembé (provincia de Misiones) coinciden con lo descripto previamente en la poblacion
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de Santo Tomé (provincia de Corrientes) (Mola & Papeschi 1993). Sin embargo, en contraste con
la poblacién de Santo Tomé, ninguno de los especimenes de las tres poblaciones aqui analizadas
present6 cromosomas B (PUBLICACION I).

Hasta el presente, el analisis citogenético realizado en 26 especies pertenecientes a la
subfamilia Lygaeinae (Lygaeidae) ha revelado que se caracterizan por poseer un complemento
cromosomico diploide que varfa entre 12 y 22 y un sistema cromosémico de determinacion del
sexo XY/XX, excepto Arocatus suboeneus que presenta el sistema mualtiple X;X,Y/X; XXX,
(Ueshima & Ashlock 1980). En relacién con el género Lygaeus, sélo cuatro especies han sido
previamente estudiadas: L. eguestris (Schachow 1932, Pfaler-Collander 1941), L. kalmii kalnii
(Ueshima & Ashlock 1980), L. furcicus (Wilson 1905b) y L. simulus (Parshad 1957a). Los
antecedentes citogenéticos descriptos revelan que L. equestris, L. kalmii kalmii y L. turcicus
comparten el mismo complemento cromosémico diploide 2n= 14, mientras que L. simulus posee
2n= 22. Los resultados del presente analisis citogenético de Lygaeus alboornatus (2n= 12) revelaron
que esta especie posee el nimero cromosémico diploide mas bajo mencionado para la subfamilia
Lygaeinae (PUBLICACION 1V).

La familia Pyrrhocoridae constituye un grupo heterogéneo desde el punto de vista
citogenético, mostrando diferencias en los complementos cromosémicos que varfan entre 2n=
13/14 y 2n= 33/34 (Ueshima 1979). Del mismo modo, existe diversidad en los sistemas
cromosomicos de determinacion del sexo (XY, X;X50 y X;XoX3XyXs5Xs0) (Banerjee 1959).
Ademas, no se habfan descripto citogenéticamente especies con cromosomas B hasta el presente
(Ueshima 1979). Dysdercus representa el tnico género de la familia Pyrrhocoridae en el Nuevo
Mundo. Segin van Doesburg (1968), este género se origind en el Viejo Mundo y las especies
americanas habrian derivado de especies inmigrantes, muy probablemente procedentes de la
Region Etidpica. Desde el punto de vista sistematico, sélo seis especies de Dysdercus han sido
citadas en la Argentina: D. albofasciatus, D. chaquensis, D. inmarginatus, D. peruvianus, D. ruficollis y D.
wilhelminae, constituyendo los especimenes de D. iwitator capturados en el Parque Nacional Iguaza
(provincia de Misiones) e incluidos en el presente estudio, la primera cita de esta especie para la
entomofauna de la Argentina.

En la familia Rhopalidae sélo 24 especies han sido analizadas citogenéticamente hasta el
presente, siendo 2n= 13 el nimero modal de esta familia. Del total de especies estudiadas seis
pertenecen a la subfamilia Serinethinae y se caracterizan por poseer un complemento
cromosomico diploide 2n= 13, un par de cromosomas 7 y un sistema cromosémico de
determinacién del sexo X0/XX. Dentro del género Jadera (Serinethinae), los datos citogenéticos

disponibles son escasos en relacion con el numero de especies descriptas desde el punto de vista
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sistematico. Con respecto a los complementos cromosémicos diploides de Jadera haematoloma 'y |.
sanguinolenta, éstos fueron descriptos a partir de especimenes de poblaciones procedentes de
Texas (USA) y de Brasil, respectivamente (Porter 1917, Piza 1946b), y los resultados descriptos
en el presente trabajo de Tesis concuerdan con las descripciones originales de ambas especies

(PUBLICACION III).

Mecanismos de Evolucion del Cariotipo

Los cariotipos evolucionan a través de alteraciones numéricas y estructurales. Si ambos
miembros de un par de cromosomas homologos poseen la misma alteracion, el individuo es
homocigota para esa alteracién, mientras que si un cromosoma presenta la alteracion y el otro es
normal, el individuo es heterocigota para dicha alteracién (Appels et al. 1998). La presencia de un
polimorfismo cromosémico dentro de una especie es usualmente considerado por los
citogenetistas como un fenémeno independiente no asociado con el proceso de especiacion
(King 1993). En términos generales, en la evoluciéon de un cariotipo un cambio cromosémico
aparece primeramente en condicion heterocigota. Si esta alteracion posee efectos deletéreos
puede existit como un polimorfismo transitorio durante un periodo corto de tiempo. En
contraste, si este polimorfismo transitorio confiere alguna ventaja adaptativa o es selectivamente
neutro, puede permanecer en la poblacién durante periodos de tiempo mas largos antes de pasar
a condicién homocigota y finalmente fijarse en la poblaciéon (White 1973, King 1993). En las
poblaciones naturales de organismos con cromosomas holocinéticos los polimorfismos
cromosomicos, e incluso la aparicion de individuos heterocigotas para alguna alteracion
cromosomica, ocurren con baja frecuencia.

Los estudios citogenéticos en Heteroptera han revelado la existencia de unos pocos casos
de variaciones numéricas intraespecificas debidas a diferencias en el nimero de autosomas o de
cromosomas sexuales y, a veces, a la presencia de cromosomas supernumerarios. En cuanto a las
variaciones numéricas consistentes en la presencia de cromosomas supernumerarios en
Heteroptera, en general se refieren a la aparicion de uno o dos individuos en las muestras
analizadas (White 1973, Ueshima 1979).

Las fusiones y fragmentaciones son las alteraciones cromosémicas mas frecuentemente
descriptas en Heteroptera; muchos citdlogos consideran que dichos reordenamientos
desempefian un papel sumamente importante en la evolucion cariotipica de este grupo (Ueshima

1979). En los sistemas monocéntricos las fusiones y fragmentaciones cromosémicas llevan
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implicita la pérdida o ganancia de centrémeros para mantener la estabilidad del nuevo
complemento cromosémico (Appels et al. 1998). Esta limitacién no se aplica a los sistemas con
cromosomas holocinéticos en los cuales los nuevos cromosomas surgidos por una fusién o
producto de una fragmentacion portan la informacion indispensable para orientarse y migrar
correctamente durante las divisiones celulares. No obstante, la fragmentaciéon de un cromosoma
holocinético requiere la reparacion de los extremos fragmentados del cromosoma en cuestion, lo
que garantiza su estabilidad (Appels et al. 1998).

Entre las especies estudiadas de Coreidae, Lygaeidae, Pyrrhocoridae y Largidae se han
encontrado ejemplos de alteraciones cromosémicas numéricas y estructurales, las cuales se
discuten a continuacion.

Considerando que el nimero modal de la familia Coreidae es 2n= 21= 18+2m+XO0, el
numero cromosémico diploide menor presente en las tribus Coreini, Gonocerini y Micitini
(Coreinae) pudo haberse originado a partir de especies con nimeros cromosémicos mayores a
través de una fusién autosémica (Dutt 1957). Este mecanismo de fusién cromosémica, que ha
tenido lugar en la evolucion de la subfamilia Coreinae, ha sido demostrado en los estudios
realizados en cinco especies del género Cletus (Gonocerini): C. bipunctatus (Manna 1951, Banerjee
1958), C. pugnator (Dutt 1957), C. trigonus, C. punctulatus (Parshad 1957b), C. hoplomachus, C. rusticus
y C. trigonus (Toshioka 1935). Todas estas especies se caracterizan por presentar 2n= 18=
14+2m+X1X,0 y dos pares de autosomas de gran tamafo, los cuales estan ausentes en Cletomorpha
hastata, otra especie de la misma tribu con un complemento cromosémico diploide 2n= 22=
18+2m+X1X,50 (Manna 1951). Por consiguiente se sugiere que, teniendo en cuenta los hallazgos
incluidos en el presente estudio, el complemento cromosémico diploide de Hypselonotus
bitriangulifer bitriangulifer (2n= 19= 16+27+X0) se habria originado por una fusién autosémica
dado que se distinguen tres pares de autosomas mayores.

La familia Lygaeidae sensu lato se caracteriza citogenéticamente por poseer cromosomas de
tamafo relativamente grande. No obstante, s6lo en las subfamilias Henestarinae, Chauliopinae,
Orsillinae y Blissinae ha sido mencionada la presencia de un par autosémico extraordinariamente
mayor. En Orsillinae y Blissinae se encontrd este cromosoma extremadamente grande en todas
las especies con un complemento cromosémico 2n= 14, mientras que estd ausente en las especies
con un numero diploide mayor (usualmente 16). Como consecuencia, Ueshima y Ashlock (1980)
propusieron una fusién autosémica para explicar el origen de este singular par autosémico. En las
especies de Lygaeus analizadas citogenéticamente los cromosomas no difieren mucho en tamafo,
siendo los cromosomas sexuales los mas pequefios del complemento. Sin embargo, se han

descripto diferencias mas o menos conspicuas entre estas especies; por ejemplo, el cromosoma
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sexual Y de Lygaeus equestris es diminuto (Schachow 1932, Pfaler-Collander 1941) y el
complemento cromosémico diploide de L. siwulus es el mas alto (2n=22), distinguiéndose entre
los bivalentes autosémicos dos mas grandes, los restantes ocho pares de autosomas similares
entre si, y los cromosomas sexuales X e Y de tamano similar (Parshad 1957a). Ueshima y Ashlock
(1980) han sugerido que el nimero cromosémico diploide modal para la subfamilia Lygaeinae es
14 (12+XY). Considerando este 2n como el complemento cromosémico atavico de Lygaeus, el
complemento cromosémico de L. szzulus debid haberse originado a través de la fragmentacion de
cuatro pares de autosomas.

Los resultados obtenidos en este trabajo en Lygaeus alboornatus, por otro lado, muestran que
esta especie posee el nimero cromosémico diploide mas bajo mencionado hasta el presente en la
subfamilia Lygaeinae. Sobre la base de la presencia de un par autosémico notablemente grande en
L. alboornatus, parece muy probable que su cariotipo se hubiese originado a partir del
complemento atavico a través de una fusiéon autosémica (PUBLICACION 1V). Hasta el presente,
permanece aun desconocido si el par autosémico marcadamente mayor observado en L.
alboornatus se corresponde con el presente en las especies pertenecientes a Henestarinae,
Chauliopinae, Orsillinae y Blissinae. No obstante, se sugiere que tanto las especies de esas cuatro
subfamilias como L. a/boornatus compartirfan muy probablemente ese par autosémico a través de
un similar mecanismo de fusién. Un analisis detallado de los cromosomas involucrados en la
formacién de ese particular par autosémico serfa un paso fundamental para comprender este
proceso biolégico. Asimismo, aun cuando este par autosémico marcadamente mayor no sea
homologo en las especies de estas cinco subfamilias, su formacién y conservaciéon en el
complemento cromosémico podria considerarse como una condicién selectivamente neutra o,
por lo menos, una caracteristica meidtica no perjudicial para las especies (PUBLICACION 1V).

Dentro de Pyrrhocoridae, de las 11 especies de Dysdercus analizadas citogenéticamente hasta
el presente, siete pertenecen al Viejo Mundo y cuatro corresponden al Nuevo Mundo (Ueshima
1979, Manna & Deb-Mallick 1981, Manna 1984, Kuznetsova 1988). Todas las especies del Viejo
Mundo compatten un mismo numero cromosémico diploide 2n= 16/18 y un mismo sistema
cromos6mico de determinacion del sexo X;X,0/X X X,X, (Ueshima 1979, Manna & Deb-Mallick
1981, Kuznetsova 1988). En contraste, los estudios realizados en las especies americanas de Dysdercus
revelaron diversidad no sélo en el nimero diploide (2n= 12 a 16) sino también en los sistemas
cromosémicos de determinacion del sexo (X0, X;X,0 y neo-XY). Dysdercus chaguensis (Mola &
Papeschi 1997) y D. ruficollis (Piza 19472) tienen el mismo numero cromosémico diploide 2n= 13

(124+X0/12+XX), mientras que D. honestus (Piza 1947a) presenta 2n= 15 (14+X0/14+XX) y D.
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permvianus posee el nimero cromosémico diploide mas alto 2n= 16= 14+X;X,0/14+X;X;X,X5)
(Piza 1947a, Mendes 1949, Piza 1951).

Considerando como complemento cromosémico atavico del género Dysdercus un nimero
diploide 2n= 15= 14+XQ0, el sistema multiple de determinacién cromosémica del sexo debid
haberse originado a través de una fragmentacién del cromosoma X original, dando origen al
niamero cromosomico diploide 2n= 16= 14+X;X,0. Ambas condiciones se encuentran en
Dysdercus honestus (Mendes 1947, Piza 1947b, Mendes 1949, Piza 1951) y en D. pernvianus (Piza
1947a, Mendes 1949, Piza 1951), respectivamente. Por otra parte, una fusién autosémica entre
dos cromosomas no homoélogos podria haber conducido a la reducciéon en el nimero
cromosomico diploide (2n= 13= 12+X0), el cual ha sido indicado en D. chaquensis (Mola &
Papeschi 1997) y en D. ruficollis (Piza 1947a) asi como en D. smitator. Por tltimo, una posterior
fusién entre el cromosoma X original y un autosoma tuvo lugar durante la evoluciéon del
cariotipo, originando el sistema cromosémico de determinaciéon del sexo neo-XY. Este tipo de
neo sistema ha sido descripto en D. albofasciatus, que a su vez posee el complemento
cromosomico diploide mas bajo para el género citado hasta el presente (2n= 12= 10+neo-XY)

(PUBLICACION II).

Presencia de Cromosomas Supernumerarios o B

Con respecto a la presencia de cromosomas B o supernumerarios en las especies analizadas
en el presente trabajo de Tesis, estos fueron encontrados en Largus fasciatus y en Dysdercus
albofasciatus (PUBLICACION II).

La presencia de un cromosoma B se detectdé en 8,89% del total de células meidticas
analizadas en un solo individuo de Largus fasciatus (Largidae) (N° total de células= 45). Dado el
bajo numero de células con dicho cromosoma supernumerario, no fue factible llevar a cabo el
estudio de su comportamiento meibtico.

Por otro lado, en cuatro especimenes de la poblacion de Dysdercus albofasciatus
(Pyrrhocoridae) provenientes del Parque Nacional El Palmar (provincia de Entre Rios) se
observo la presencia de un cromosoma B en un porcentaje de células variado (entre 26,2% vy
90,9%, Tabla 10). Este cromosoma B presenté un comportamiento meiético regular,
dividiéndose reduccionalmente en anafase I y ecuacionalmente en la segunda division meidtica.

Ademas, se lo observé asociado frecuentemente con los autosomas. Estas observaciones llevan a
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sugerir que dicho cromosoma se habria originado a partir de un autosoma por fragmentacion

(PUBLICACION II).

Presencia de alteraciones cromos6émicas numéricas y estructurales

En la bibliografia existente sobre alteraciones estructurales en Heteroptera, no se conocen
ejemplos de polimorfismos cromosémicos ni de heterocigosis para deficiencias o duplicaciones, y
solo se ha descripto un caso de heterocigosis para una inversion en un mutante espontaneo de
Acanonicus habni (Papeschi & Mola 1990b). Por otro lado, se han observado translocaciones
reciprocas simétricas, asimétricas y complejas como resultado de la irradiacién con rayos X en
Euschistus servus, E. tristigmus y Solubea pugnax (Pentatomidae) (Hughes-Schrader & Schrader 1961)
y en Oncopeltus fasciatus (Lygaeidae) (La Chance et al. 1970), mas este tipo de suceso cromosémico
no se ha detectado en poblaciones naturales.

Basandonos en los estudios citogenéticos realizados en Heteroptera hasta el presente, se
puede concluir que las translocaciones son hechos que ocurren muy raramente; como
consecuencia de la heterocigosis para una tanslocacion deberfa observarse la formaciéon de
multivalentes durante la meiosis, lo cual no ha sido descripto. Sin embargo, la ocurrencia de
inversiones y duplicaciones de segmentos cortos podria acontecer pero pasar inadvertidas, ya que
como los bivalentes presentan generalmente un solo quiasma, si éste estuviera ubicado fuera de la
alteracion, el desarrollo de la meiosis no se veria afectado.

No obstante, White (1973) ha sugerido que las translocaciones reciprocas tienen
potencialmente grandes posibilidades de establecerse en especies con cromosomas holocinéticos,
debido a que sus productos son transmisibles en la meiosis. Teniendo en cuenta la frecuencia de
las translocaciones reciprocas en los diferentes grupos de organismos con cromosomas
holocinéticos, y las consecuencias citoldgicas y genéticas de este tipo de reordenamiento, se
puede concluir que en general existe una fuerte seleccién negativa, habiendo jugado tnicamente
un papel importante en la evolucién del cariotipo en escorpiones de la familia Buthidae (orden
Scorpionida) (Shanahan 1989). Sin embargo, no se podria descartar que las translocaciones hayan
ocurrido en la evolucién cariotipica de dicho grupo, fijandose por especiacion estasipatrida, dado
que es dificil su deteccion en los cromosomas holocinéticos.

Sobre la base de las observaciones realizadas durante el presente trabajo de Tesis, la
presencia de un cuadrivalente, cuatro bivalentes y el univalente X (1 IV+4 I1+X) en 43% de las

células meidticas analizadas de un individuo de Largus rufipennis procedente del arroyo Itaembé
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(provincia de Misiones) indica que es heterocigota para una translocacién reciproca. Este
individuo es portador de una translocaciéon reciproca desigual entre dos cromosomas no
homologos de tamafio mediano, con una de las rupturas localizada en una zona proxima a la
region telomérica. Por lo tanto, el resultado de la translocacion es un cromosoma grande y otro
pequeno, respectivamente (Figura 41a) (PUBLICACION I).

En teorfa, un cuadrivalente puede adoptar una configuracién en cadena o en anillo
dependiendo de la formacion de tres o cuatro quiasmas, respectivamente. La configuracion del
cuadrivalente presente en este individuo ha estado restringida a la forma en cadena, dentro de la
cual los cromosomas involucrados han mantenido el mismo orden: pequeno, mediano, grande y
mediano. La ausencia absoluta de quiasmas en una determinada regién de apareamiento sugiere
que esta region deberfa ser muy pequefia, determinando que sea muy dificil o aun imposible una
recombinacion en dicha region (Figura 41b) (PUBLICACION I).

Si s6lo dos entrecruzamientos tienen lugar en el cuadrivalente y suponiendo que su
distribucion entre las tres regiones recombinantes es al azar, las configuraciones meidticas
esperadas son un trivalente mas un univalente, o también dos bivalentes heteromorficos, siendo
la frecuencia de la primera configuraciéon dos veces mas alta que la de la segunda. Dado que en L.
rufipennis 54% de las células analizadas presentaron dos bivalentes heteromoérficos y 3%
mostraron un trivalente mas un univalente, se puede concluir que existen sitios de preferencia
donde ocurre entrecruzamiento.

Este hecho junto con la localizaciéon terminal o subterminal de los quiasmas observados en
el resto de los individuos de la poblacién, conduce a sugerir que los entrecruzamientos ocurririan
preferentemente en una unica region telomérica, tanto en el cuadrivalente como en los dos pares
de cromosomas originales no translocados (regiones a y c, Figura 41a, b). Por lo tanto, la
recombinacién meidtica en el cuadrivalente ocurrirfa primero en estas areas originando dos
bivalentes heteromoérficos. Debido a que la frecuencia media de quiasmas en este individuo es
aproximadamente 7 (6,80), el resto de los entrecruzamientos podrian tener lugar en el
cuadrivalente (region d, Figura 41a, b) o en otro par autosémico, el cual estarfa presente como
un bivalente en anillo (PUBLICACION I).

En Heteroptera la actividad cinética durante la meiosis esta restringida a una de las dos
regiones teloméricas (actividad telocinética); en metafase I los bivalentes se orientan axialmente

en la placa ecuatorial y las regiones teloméricas lideran la migraciéon en anafase hacia los polos.
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Figura 41. Origen y orientacién del cuadrivalente.
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En el cuadrivalente del individuo de L. rufipennis solo dos regiones teloméricas estan
disponibles para unirse a las fibras del huso y podrian presentar una orientacién adyacente
adoptando una configuracion en "U" (56,36%) con ambas regiones teloméricas dirigidas hacia el
mismo polo, o adyacente adoptando una configuracién en "C", alternada o lineal con ambas
regiones teloméricas dirigidas hacia polos opuestos (34,55%, 7,27% y 1,82%, respectivamente)
(Figura 41c) (PUBLICACION I).

Sin embargo, el cuadrivalente tendria otros sitios de unién a las fibras del huso ademas de
las teloméricas, especialmente en la configuracion en "C" y en la alternada. La existencia de sitios
alternativos con actividad cinética meidtica ha sido previamente sugerida en Heteroptera para
explicar la migracion de los bivalentes en anillo (Camacho et al. 1985, Papeschi & Bidau 1985).

Las observaciones realizadas en Largus rufipennis muestran que las orientaciones lineal y
adyacente, las cuales representan aproximadamente 93% de las células, dan como resultado
gametas no balanceadas debido a duplicaciones o deficiencias genéticas en el individuo
heterocigota para la translocacién reciproca. Por otro lado, sélo la orientacion alternada origina
gametas balanceadas. Asumiendo que los bivalentes tienen una orientacioén al azar, en las células
con seis bivalentes la mitad de las gametas estaran balanceadas y la otra mitad no balanceadas.
Como consecuencia, los resultados obtenidos en el individuo portador de la translocacion
sugieren una gran disminuciéon en su fertilidad, lo que hace poco probable que este
reordenamiento cromosémico conforme un polimorfismo balanceado o se establezca en la
poblacion. El alto porcentaje de células con cuadrivalente estarfa favorecido por la alta frecuencia
media de quiasmas en la muestra (6,86). Por dltimo, el porcentaje final muy bajo de gametas
balanceadas en el individuo heterocigota serfa una consecuencia del tipo de meiosis caracteristica

de Heteroptera, quiasmatica y pre-reduccional con actividad telocinética (PUBLICACION I).

Sistemas Cromosomicos de Determinacion del Sexo

En relacion con los sistemas cromosémicos de determinacion del sexo, la mayorfa de las
especies de Heteroptera presentan el sistema sexual XY/XX y con menor frecuencia el sistema
X0/XX, mientras que los sistemas multiples de determinacién del sexo originados pot
fragmentacion del cromosoma X o del cromosoma Y estan presentes en pocas especies. Ademas
de los sistemas simples y multiples, la presencia de neo sistemas solo se ha mencionado en
Rhytidolomia senilis (Pentatomidae), Lethocerus indicus y Lethocerus sp (Belostomatidae). Si bien se

considera al sistema sexual XY /XX como el mds comuin en Heteroptera, los taxa mas primitivos
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(Dipsocoromorpha, Gerromorpha y Leptopodomorpha) se caracterizan por poseer el sistema
X0/XX (Ueshima 1979, Grozeva & Nokkala 1996). Ademas, este sistema es muy comin en los
ordenes primitivos de insectos Odonata, Orthoptera, Psocoptera (White 1973) y también en
Homoptera, particularmente en Auchenorrhyncha (Halkka 1959). Hasta el presente, todas las
familias del infraorden Gerromorpha analizadas citogenéticamente poseen el sistema de
determinacion del sexo X0/XX, sugitiendo que el sistema sexual XY/XX en Heteroptera
derivarfa del sistema X0/XX (Ueshima 1979).

En contraposiciéon con esta hipotesis, Nokkala y Nokkala (1983, 1984) sugirieron una
interpretacion alternativa sobre la base del hallazgo de un cromosoma Y en especies del género
Saldnla (Saldidae), y de la presencia del sistema cromosémico de determinacion del sexo XY /XX
en las especies estudiadas citogenéticamente de la familia Tingidae y de la familia Dipsocoridae
(Grozeva & Nokkala 1996), siendo consideradas estas familias entre las mas primitivas de
Heteroptera. Esta hipotesis propone que el sistema de determinacién del sexo atavico en
Heteroptera serfa el sistema XY /XX, mientras que el sistema X0/XX setfa un sistema detivado
del anterior (Grozeva & Nokkala 1996). Ademas, han sido descriptas variaciones intragenéricas
respecto de la presencia/ausencia del cromosoma Y en cinco géneros pertenecientes a diferentes
tamilias (Microvelia, Veliidae; Hydrometra, Hydrometridae; Plagiognatus, Miridae; Physopelta, Largidae;
Dicranocephalus, Stenocephalidae) (Ueshima 1979, Nokkala & Nokkala 1984). Por consiguiente,
tanto la presencia del cromosoma Y entre las familias mas primitivas de Heteroptera como la
existencia de variaciones intragenéricas de los sistemas cromosémicos de determinacion del sexo,
dispersas entre sus diversas familias, apoyarfan la interpretaciéon acerca de que el sistema sexual
XY serfa el atavico (Nokkala & Nokkala 1984). Nokkala y Nokkala (1984) han sugerido que el
cariotipo primitivo de Heteroptera habria incluido a ambos cromosomas sexuales (X e Y) y que,
independientemente del taxén, todos los sistemas de determinacién sexual X0/XX setfan el
resultado de la pérdida primaria del cromosoma Y y no producto de derivaciones secundarias.

En cuanto a la evolucién de los sistemas cromosémicos multiples de determinacion del
sexo en Heteroptera, es aceptado citogenéticamente que se han desarrollado por fragmentacioén a
pattir del sistema de determinacion del sexo XY /XX (Ueshima 1979).

Sin embargo, es necesario tener presente que los taxa hasta ahora estudiados no
representan una muestra significativa del grupo completo, ya que la informacién citogenética es
muy rica en taxa mas avanzados y pobre en taxa primitivos. Por lo tanto, se necesita mas
informacién, particularmente de los taxa supuestamente primitivos, antes de inferir toda

conclusion final al respecto (Ueshima 1979).
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Los sistemas sexuales multiples en Heteroptera se destacan por el hecho de que éstos
generalmente no estain acompafiados de una disminucién en el nimero de autosomas. Por tal
motivo, ha sido sugerido que los sistemas mdltiples en Heteroptera se originaron muy
probablemente por simple fragmentacion de un cromosoma sexual original (Payne 1909,
Schrader 1947, Ueshima 1979). De este modo, los sistemas sexuales multiples X, Y, XY, y X,Y,
derivarfan de un sistema XY por fragmentacion del cromosoma X y/o del cromosoma Y. Los
sistemas X,0 se pueden originar a partir de un sistema X,Y por pérdida del cromosoma Y, o a
partir de un sistema X0 por fragmentacioén del cromosoma X atavico.

Con respecto a los neo-sistemas cromosémicos de determinacion del sexo, éstos se han
descripto en una gran cantidad de especies animales y vegetales. Estos sistemas cromosémicos se
habrian originado, en la gran mayorfa de los casos, por una fusién céntrica o una translocacién
reciproca entre uno de los cromosomas sexuales atavicos X o Y y un o varios autosomas (A). En
el caso de una fusion o translocacion X-A, el autosoma homoélogo (A’) se transforma en neo-Y y
esta limitado a los individuos masculinos. White (1973) ha diferenciado en ortépteros dos tipos
de sistemas neo-XY segun la homologia observada entre el neo-X y el neo-Y durante la meiosis.
En el primer grupo el neo-Y se aparea en toda su longitud con la parte autosémica del neo-X. Sin
embargo, en la mayoria de los casos reportados las regiones apareantes estan limitadas a la zona
distal. Se ha postulado que ambos tipos son los extremos de una espectro continuo en el que la
heterocromatinizacion progresiva del neo-Y resultarfa en una pérdida de homologia (Cardoso &
Dutra 1979). En términos generales, el analisis comparativo del sistema neo-XY de especies
relacionadas indica que estos cromosomas evolucionan hacia un aumento de la diferenciacion
genética entre los nuevos cromosomas sexuales (Charlesworth &Wall 1999).

Se han postulado varios modelos para explicar el supuesto valor adaptativo de estos
sistemas y su evolucion futura. El primer modelo propone que por deriva génica la fusion o
translocacion reciproca X-autosoma (o Y-autosoma) se esparce en la poblacién reemplazando al
cariotipo ancestral. Un segundo modelo plantea que uno o mas loci se mantendrian polimorficos
por seleccion, con efectos sexualmente antagonistas sobre la aptitud, de manera tal que ciertos
alelos estarfan favorecidos en machos y otros en hembras. Esto llevarfa a una ventaja adaptativa
de la fusién o translocacion X-A o Y-A, cuando el locus o loci seleccionados quedaran situados
en proximidad al factor determinante del sexo. Finalmente, un tercer modelo se refiere a la
evolucion de la heterocigosis permanente para el rearreglo y heterocigosis para los alelos que
afectan la aptitud. La existencia de heterosis para dichos alelos generarfa una ventaja selectiva

(Charlesworth & Wall 1999).
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Entre los ortopteros acridoideos, el sistema neo-XY ha aparecido de manera recurrente e
independiente en la mayorfa de las familias (Hewitt 1979). En la mayoria de los casos, la
formaciéon del neo-sistema se atribuye a una fusiéon céntrica entre el cromosoma X y un
autosoma, aunque en algunos casos el origen propuesto es mas complejo. En Dichroplus vittatus,
por ejemplo, Bidau & Marti (2001) han propuesto que el neo-sistema se habrfa originado por una
fusion en tandem entre dos cromosomas X telocéntricos atavicos seguido por otra fusién en
tandem con el bivalente pequefio megamérico, y una posterior inversion pericéntrica del neo-X;
el autosoma homologo restante se convertiria en el cromosoma neo-Y.

Entre los insectos con cromosomas holocinéticos, los neo-sistemas cromosémicos de
determinacion del sexo se han descripto en Odonata. En 95% de las especies de odonatos el
sistema cromosémico de determinacion del sexo es X0/XX, siendo el macho el sexo
heterogamético. Bl otro sistema descripto es el neo-XY, el cual se halla presente en las restantes
especies del orden analizadas citogenéticamente, y presenta una distribucion heterogénea entre las
diferentes familias. Ciertos géneros de los subdrdenes Zygoptera y Anisoptera presentarfan una
mayor predisposicion para su ocurrencia, pero la formaciéon de neo-sistemas no parece estar
relacionada con la filogenia ni con taxones superiores a género (Mola 1992).

En Heteroptera, la presencia de neo-sistemas sélo se habia descripto en tres especies del
orden. Con respecto al origen de los neo-sistemas encontrados en Rbytidolomia  senilis
(Pentatomidae) (Schrader 1940), Lethocerns indicus (Chickering 1927a, b) y Lethocerus sp
(Belostomatidae) (Chickering & Bacorn 1933), éstos surgieron por una fusiéon de los cromosomas
X e Y atavicos con un par de autosomas, originando un tipo particular de neo sistema, el sistema
neoX-neoY.

Cabe destacar que el analisis citogenético de Dysdercus albofasciatus revel la presencia de un
sistema sexual neo-XY, el cual es original para el género as{ como para la familia Pyrrhocoridae, e
incluso para Heteroptera en virtud de su origen (PUBLICACION II).

Sobre la base de las observaciones realizadas en el presente trabajo de Tesis, el neo-sistema
de Dysdercus albofasciatus habria tenido un origen complejo el cual se esquematiza en la Figura 42.
Al respecto se postula que, en una primera etapa se habria producido una insercién subterminal
del cromosoma X ativico en un autosoma, formando un neo-X. Posteriormente, habria
acontecido una inversiéon que involucra la mayor parte del neo-X, incluyendo al X atavico. Esta
inversion traerfa aparejado la division del cromosoma X en dos segmentos de tamano diferente

ubicados en ambos extremos del autosoma (PUBLICACION II).
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Figura 42. Origen del sistema cromosémico de determinacién del sexo neo-XY en Dysdercus albofasciatus.

= ruptura.

Con respecto al tipo de meiosis, si bien los cromosomas sexuales en Heteroptera, tanto en
los sistemas cromosomicos de determinacion del sexo simples como en los multiples, se dividen

postreduccionalmente, el bivalente sexual en Dysdercus albofasciatus presenta una meiosis de tipo
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pre-reduccional, presentando un comportamiento meiético similar al descripto para los
autosomas (PUBLICACION II).

Dentro de la familia Rhopalidae, en los especimenes analizados tanto de Jadera haematoloma
como de |. sanguinolenta se detecté la presencia de un polimorfismo sexual en relacién con el
tamafno del cromosoma X (PUBLICACION III). Hay dos explicaciones posibles para elucidar el
origen de este polimorfismo: por fragmentaciéon de un cromosoma X atavico de gran tamafio o
por adiciéon de heterocromatina en un primitivo cromosoma X de tamafo pequefo. La
fragmentacion del cromosoma X darfa origen a un sistema multiple de determinacion
cromosoémica del sexo, el cual no ha sido descripto en el género Jadera hasta el presente. Por
consiguiente, serfa mas probable que la diversidad observada en el tamafio del cromosoma X se

deba a la adicién de heterocromatina durante la evolucién (PUBLICACION I1I).

Presencia/Ausencia del Estadio Difuso

Del total de las especies analizadas en el presente trabajo, sélo se ha observado la presencia
de un estadio difuso en especimenes de Athaumastus haematicus, Phthia picta, 1.eptoglossus impictus
(Coreidae), Lygaeus alboornatus (Lygaeidae), Dysdercus chaguensis, D. imitator (Pyrrhocoridae), Jadera
haematoloma 'y ]. sanguinolenta (Rhopalidae). Durante la profase meidtica temprana, inmediatamente
después de paquitene, la célula entra en un estadio difuso cuyas caracteristicas y duracion
dependen de las especies. Este estadio constituye una caracteristica general de la meiosis de
Heteroptera (Ueshima 1979), al igual que de otros organismos, durante el cual la cromatina se
descondensa y el nicleo adquiere el aspecto del de una célula interfasica (Klasterska 1974, 1976,
1977, 1978). Segun Wilson (1925), el estadio difuso deberfa considerarse como un diplotene
altamente modificado en el cual, aunque la dualidad caracteristica de los bivalentes diploténicos
no serfa evidente, persistiria oculta de algiin modo.

En Athanmastus haematicus y Phthia picta los bivalentes autosémicos se descondensan aunque
no completamente, y se observan regiones heteropicnoéticas positivas dispersas en el nucleo, en
tanto que en Lepfoglossus impictus tnicamente se distingue al cromosoma X heteropicnotico
positivo. En el caso de Lygaeus alboornatus los bivalentes autosémicos se descondensan
completamente, mientras que los cromosomas sexuales X e Y permanecen heteropicnoéticos
positivos y pueden estar separados o proximos uno de otro (PUBLICACION 1V). En Jadera

haematoloma 'y |. sanguinolenta los bivalentes autosémicos también se descondensan completamente
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y s6lo es posible identificar claramente al cromosoma X y, menos frecuentemente a los
cromosomas 7z, por ser heteropicnoticos positivos (PUBLICACION III).

Otra de las especies analizadas con estadio difuso es Dysdercus imitator, que se caracteriza por
un aumento importante del tamafio celular y la descondensaciéon completa de los bivalentes
autosémicos, permaneciendo condensado y heteropicnético positivo el cromosoma X. Sin
embargo, cabe sefialar que ese notable incremento de tamafio no se circunscribe sélo al estadio
difuso, sino que persiste a lo largo de los siguientes estadios meioticos.

En el analisis de la meiosis de Dysdercus chaquensis se observé la ausencia del estadio difuso
en todos los especimenes analizados de la poblacion endocriada, mientras que los ejemplares de
la poblacién natural se caracterizaron por la presencia de este estadio a continuaciéon de paquitene
(PUBLICACION V). Basandose en la existencia de un gran nucléolo usualmente asociado al
cromosoma X en la mayorfa de los espermatocitos durante el estadio difuso y a lo sugerido
previamente (Klasterska 1974, 1976, 1977, 1978), la presencia de dicho estadio en todos los
especimenes analizados de la poblacién natural estarfa directamente relacionada con una intensa
actividad transcripcional (PUBLICACION V).

Basandose en el estudio de la bionomia de Dysdercus albofasciatus, Stadler y coloboradores
(1987) han sugerido que el tiempo de reproduccion, el desarrollo ninfal, la migracion y la diapausa
de las especies de Dysdercus dependen basicamente de la dieta, temperatura ambiental, humedad
relativa, precipitaciones y fotoperiodo bajo los cuales los individuos se desarrollan. De esta
manera, a partir del estudio de Stadler y coloboradores se sugiere que la ausencia del estadio
difuso en los ejemplares de la poblacién endocriada analizada en el presente trabajo de Tesis
podtia estar relacionada con la uniformidad de las condiciones ambientales bajo las cuales fueron
criados durante 7 afios. Ademas, el estadio difuso en estos ejemplares podria estar ausente debido
a la falta de requerimiento de una intensa actividad biosintética llevada a cabo durante dicho
estadio. En concordancia con esta posible hipotesis, se podria sugerir que la presencia de este
estadio en los especimenes de la poblaciéon natural estarfa relacionada con las condiciones
ambientales variadas y posiblemente desfavorables bajo las cuales estos individuos se desarrollan
(PUBLICACION V).

Estos resultados representan la primera evidencia citogenética de la ausencia de un estadio
meibtico, como el estadio difuso, en una poblacién mantenida bajo condiciones uniformes
(PUBLICACION V). Dada la imposibilidad de obtener mas ejemplares de la poblacion
endocriada de Dysderucs chaquensis al no encontrarse disponible en la actualidad, serfa conveniente
llevar a cabo un analisis comparativo simultaneo de poblaciones naturales y endocriadas en otras

especies de Heteroptera, en las cuales se haya mencionado la presencia del estadio difuso en la
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meiosis de poblaciones naturales. De esta manera, se podria confirmar o rechazar la hipotesis
planteada en torno a la ausencia de este estadio difuso en relacién con la uniformidad de las
condiciones ambientales, como asi también, revelar su importancia como un estadio de intensa
actividad biosintética.

Otro aspecto a destacar del estadio difuso es que se lo ha relacionado con un periodo de
intenso crecimiento celular y de intensa actividad transcripcional, esto se evidencia ademas por la
presencia de multiples nucléolos (Klasterska 1977). Se ha sugerido que el ARN necesario para la
formacién de estos nucléolos probablemente serfa sintetizado durante este estadio (Klasterska
1977). En la mayoria de las especies del phylum Arthropoda los nucléolos se desorganizan en
diplotene o diacinesis, no siendo detectadas las regiones organizadoras nucleolares (NORs)
reveladas con sales de plata (Ag-NORs) a partir de metafase I hasta telofase 1. Los Ag-NORs
vuelven a estar presentes en las espermatidas tempranas, indicando la recuperacion de la funcion
transcripcional del ARN ribosomal y finalmente desaparecen en las espermatidas tardias. En la
mayoria de las especies de Heteroptera, en particular, puede detectarse un unico nucléolo desde la
profase meidtica temprana hasta el estadio difuso y luego se desorganiza durante diplotene o, a lo
sumo, en diacinesis. Sin embargo, han sido descriptas algunas excepciones a este comportamiento
general. En  Asellus aquaticus (Isopoda) los Ag-NORs fueron detectados durante toda la
espermatogénsis y, por ende, estaban activos en todos los estadios meiéticos (Di Castro et al.
1983). En Callicrania seoanei (Orthoptera), no sélo los Ag-NORs fueron revelados durante ambas
divisiones meiodticas, sino también pequenos nucléolos y cuerpos prenucleolares, dispersos entre
los cromosomas, fueron observados desde intercinesis hasta prometafase II (Santos et al. 1987).
En Triatoma brasiliensis y T. sordida (Heteroptera, Reduviidae), los Ag-NORs han sido detectados
hasta metafase 1 (Garcfa Tavares y Vilela de Azeredo-Oliveira 1997). Por dltimo, en Carlisis
wablbergi (Heteroptera, Coreidae), la presencia de nucléolos semi-persistentes fueron identificados
hasta metafase II (Fossey y Liebenberg 1995), mientras que en Acanthocoris sordidus (Heteroptera,
Coreidae) y Coptosoma punctissimum (Heteroptera, Plataspidae) el nucléolo fue detectado en las
placas metafasicas de los espermatocitos primarios y secundarios (Yosida 1950). Asimismo,
teniendo en cuenta que el tamano del nucléolo esta relacionado con la actividad biosintética de la
célula, el tamafio y el numero de nucléolos o cuerpos prenucleolares dependerian de las
caracteristicas funcionales de la célula y podtian reflejar diferencias metabdlicas y funcionales
(Garcia Tavares y Vilela de Azeredo-Oliveira 1997).

El anélisis citogenético de Dysdercus imitator mediante la técnica de impregnacion argéntica
reveld la presencia de varios cuerpos prenucleolares a lo largo de toda la meiosis. Basandose en

que la descondensacion de los cromosomas y la presencia de nucléolos en el citoplasma durante
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el estadio difuso estarfan relacionados con una intensa actividad transcripcional (Klasterska 1977),
la presencia de este estadio en D. smitator parece adquirir una importancia considerable dada las
evidencias citogenéticas observadas. La persistencia de los nucléolos y de los cuerpos
prenucleolares observada a lo largo de todos los estadios meidticos en Dysdercus imitator podrian
estar relacionados con una intensa actividad transcripcional a fin de producir ARN ribosomal
requerido para la espermiogénesis. Asimismo, la posibilidad de que esos niveles muy altos de
transcripciéon de ARN ribosomal estuvieran relacionados con niveles anormalmente altos de
sintesis debido a razones aun desconocidas, no puede ser desestimada. Se requieren nuevos
estudios con el objeto de tratar de dilucidar este comportamiento tan peculiar del nucléolo en la

melosis de D. mitator.

Cromosomas m

Hasta el presente, la presencia de un par de cromosomas » ha sido descripta en catorce
familias de Heteroptera (Ueshima 1979). El comportamiento meibtico de estos cromosomas 7z s
esencialmente similar en todas las especies estudiadas, ya que durante cigotene experimentan una
falla en el apareamiento o asinapsis, permaneciendo como univalentes a lo largo de la profase
meidtica, y en metafase I se aproximan para formar un pseudobivalente, asegurando su
segregacion regular (White 1973, Ueshima 1979).

Con respecto a las familias Coreidae y Rhopalidae, todas las especies descriptas
citogenéticamente presentan un par de cromosomas ». Por ejemplo en Archimerns calcarator y
Pachylis gigas los cromosomas 7 son extremadamente pequefios, mientras que en Profenor belfragei,
Leptoglossus phyllopus y Anasa tristis son mayores (Wilson 1905a, b, 1909b, c, 1911).

En el presente trabajo de Tesis, las especies de Coreidae y Rhopalidae analizadas también
se caracterizan por poseer un par de cromosomas 7. El comportamiento de estos cromosomas
en Athaumastus haematicus, Hypselonotus bitriangulifer bitriangulifer, Leptoglossus impictus, Phthia picta
(Coreidae), Jadera haematoloma 'y |. sanguinolenta (Rhopalidae) es esencialmente similar. En todas las
especies son heteropicnéticos positivos durante la profase meidtica temprana, tornandose
negativos en diacinesis en A. baematicns, H. bitriangulifer bitriangulifer y L. impictus, en metafase I en
P. picta, y en diplotene tardio en ambas especies de Jadera. A partir de diacinesis se aproximan para
formar un pseudobivalente en metafase I. El par de cromsomas 7 presente en estas especies se

caracteriza por una meiosis de tipo pre-reduccional (PUBLICACION III).
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En general los bivalentes autosémicos son quiasmaticos, salvo en unas pocas especies
(Nokkala y Grozeva 2000), mientras que los cromosomas sexuales y los cromosomas 7 son
aquiasmaticos, comportandose como univalentes (Ueshima 1979, Gonzalez-Garcia et al. 1996,
Suja et al. 2000). Cuando los bivalentes autosémicos presentan un inico quiasma, en metafase I
se orientan con sus ejes longitudinales paralelos al huso polar, dividiéndose reduccionalmente en

anafase I y ecuacionalmente en anafase II.

Arquitectura de la Placa Metafasica

Con respecto a la arquitectura de la placa metafasica, en Heteroptera los autosomas tienden
a formar un huso hueco en ambas divisiones meidticas, con los cromosomas sexuales y los
cromosomas 7z, cuando estan presentes, localizados en una posiciéon determinada en relacién con
los autosomas. Esta arquitectura metafasica puede diferir entre familias, e incluso entre
subfamilias, pero es constante en las especies.

As{ vemos que en ambas especies estudiadas de Largidae, Largus fasciatus y L. rufipennis, los
autosomas se disponen formando un anillo y el univalente sexual X se ubica fuera de él en las dos
placas metafasicas (PUBLICACION I).

En la metaftase 1 de Dysdercus chaquensis, D. ruficollis y D. imitator (Pyrrhocoridae) los
bivalentes autosémicos se disponen en el plano ecuatorial adoptando una configuracién en anillo,
mas se observan diferencias con respecto a la ubicacion del cromosoma X. En las dos primeras se
sitda en el centro del anillo y en la tercera puede localizarse en el centro o fuera de ¢él. En relacion
con la metafase 11, en D. chaquensis el cromosoma X se encuentra en el centro del anillo formado
por los autosomas; D. zmitator y D. ruficollis presentan la misma configuracién, en la cual el
univalente X se ubica fuera de la placa ecuatorial. En el caso de Dysdercus albofasciatus en ambas
placas metafasicas los autosomas, junto con el neo-XY, se disponen en la placa ecuatorial
formando un anillo (PUBLICACIONES 11, V).

En presencia de cromosomas 7 en la familia Coreidae se observa que en _Athaumastus
haematicus el pseudobivalente 7z se ubica en el centro del anillo formado por los bivalentes
autosomicos y el univalente X en metafase I, y en Hypselonotus bitriangulifer bitriangulifer, 1eptoglossus
impictus y Phthia picta este pseudobivalente también se encuentra en el centro del anillo, pero sélo
formado por los bivalentes autosémicos, dado que el cromosoma X se ubica generalmente por
fuera de éste. Con respecto a la metafase 11, A. haematicus presenta la misma configuracion que en

metafase 1. En P. picta los autosomas se disponen formando un anillo y tanto el cromosoma X
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como el 7 no forman parte de ¢él; tanto en H. bitriangulifer bitriangulifer como en L. impictus la
arquitectura de la placa metafasica no es regular, aunque el cromosoma 7 de la primera especie y
el X de la segunda se encuentran a menudo en el centro, y fuera del grupo autosémico,
respectivamente.

En la metafase I de ambas especies de Rhopalidae analizadas, Jadera haematoloma vy |.
sanguinolenta, el pseudobivalente 7 se localiza en el centro del anillo formado por los bivalentes
autosémicos y el univalente X, mientras que en metafase II el X siempre se ubica fuera del anillo
formado por los autosomas y el cromosoma 7 no muestra una posicion definida, pudiendo estar
tanto en el centro del anillo como formando parte de ¢l (PUBLICACION III).

En Lygaens alboornatus (Lygaeidae) se observa la disposicion caracteristica de los taxa de
Heteroptera que no poseen cromosomas 7 y presentan el sistema de determinacion del sexo XY.
En metafase I ambos cromosomas sexuales se orientan lado a lado y se ubican en el centro del
anillo formado por los bivalentes autosémicos; en metafase II los cromosomas sexuales X e Y se
aproximan y se asocian para formar un pseudobivalente, el cual se ubica en el centro del anillo

formado por los autosomas (PUBLICACION IV).

Frecuencia y Distribucion de Quiasmas

En general, se ha aceptado como regla que la mayoria de las especies de Heteroptera
poseen un quiasma por bivalente (Ueshima 1979, Manna 1984). La presencia de bivalentes en
anillo no siempre es facil de determinar debido al tamafio pequefio de los cromosomas, a la
escasez de células en diplotene y al alto grado de condensacion de la cromatina en diacinesis
tardfa y en metafase I. Sin embargo, la presencia de bivalentes con dos quiasmas ha sido
recientemente mencionada por otros autores en especies de Heteroptera tales como Largus
rufipennis (Largidae) (Mola y Papeschi 1993), Nezara viridula (Pentatomidae) (Camacho et al. 1985),
Adamanotus uncotibialis (Jacobs y Liebenberg 2001), Dichelops furcatus, Dinochoris prolineatus, 1oxa
deducta, Piezodorus guildinii y Proxys albopunctulatus (Rebagliati et al. 2001), entre otras.

Por otro lado, dado que en la meiosis los cromosomas holocinéticos de Heteroptera se
comportan como cromosomas telocinéticos, los bivalentes en anillo deberfan presentar ciertas
dificultades en su fijacion a las fibras del huso. Si bien aun es incierto el lugar de unién de las
fibras del huso cuando ambos extremos cromosémicos del bivalente estan involucrados en la
formacion de quiasmas, en Largus rufipennis (Largidae) y en Belostoma oxyurum (Belostomatidae)
(Mola y Papeschi 1993) se ha descripto que uno de los dos quiasmas del bivalente en anillo se

libera primero, dejando libre a una de las regiones teloméricas para unirse a las fibras del huso
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(Mola y Papeschi 1993). De este manera, los bivalentes autosémicos adoptan la forma de V antes
de quedar orientados axialmente. Asimismo, en estudios previos realizados en Negara viridula
(Pentatomidae), Camacho y colaboradores (1985) sugirieron que la actividad cinética en los
bivalentes con dos quiasmas probablemente involucraria a otros sitios mas que a los extremos
Cromosomicos.

El analisis citogenético realizado en el presente estudio a partir de ejemplares de Lygaens
alboornatus (Lygaeidae), Dysdercus imitator (Pyrthocoridae), Jadera haematoloma y |. sanguinolenta
(Rhopalidae) contribuye a mostrar que la frecuencia de bivalentes en anillo serfa mucho mas alta
que la originalmente sugerida. No obstante, no fue factible analizar el comportamiento meidtico
de estos bivalentes y, por ende, sugerir cuales sitios del bivalente estarfan involucrados en la unién
a las fibras del huso (PUBLICACIONES II1, IV).

A pesar del bajo nimero de especimenes analizados de Lygaeus alboornatus (Lygaeidae), las
observaciones realizadas revelan la presencia de células hasta con dos bivalentes en anillo en
diacinesis-metafase I, siendo el bivalente mayor el que con mayor frecuencia presenta dos
quiasmas terminales (PUBLICACION 1V).

Del mismo modo, los resultados obtenidos en Dysdercus imitator evidencian una alta
frecuencia de bivalentes con dos quiasmas en diacinesis-metafase I. A partir de este analisis se
pone de manifiesto claramente que 72% de los especimenes de la poblacion se espera presenten
una frecuencia media de quiasmas entre 7,00 y 8,00. En otras palabras, es importante destacar la
presencia de uno o dos bivalentes en anillo por célula.

Por otro lado, en las descripciones previas de Jadera haematoloma (Porter 1917) y .
sanguinolenta (Piza 1946b), los autores no mencionan la presencia de bivalentes autosémicos en
anillo en diacinesis-metafase I. No obstante, la presencia de dos quiasmas en algunos pares
autosémicos se puede observar en las figuras originales de dichos trabajos (Porter 1917, Piza
1946b). Las observaciones resultantes del analisis citogenético de las poblaciones de J. baematoloma
y J. sanguinolenta del presente estudio, destacan la presencia de hasta cuatro bivalentes en anillo
con dos quiasmas terminales, siendo el bivalente autosémico mayor el mas propenso a adoptar

esta configuracion (PUBLICACION III).

Presencia de Univalentes

La presencia de univalentes dentro de una especie puede tener varias causas, tanto

genotipicas como ambientales, mas el/los mecanismo/s involucrados en su formacién
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permanecen aun desconocidos. La formacién del complejo sinaptonémico se inicia en multiples
sitios en el interior del par de cromosomas homologos, dentro de los cuales existen centros de
sinapsis primarios y secundarios. La sinapsis primaria comienza en las regiones teloméricas,
congregadas en una zona del nicleo. Ademas, la estructura cromosémica puede, a su vez, afectar
el inicio de la sinapsis (Appels et al. 1998). Entre las causas genotipicas, la presencia de
univalentes autosémicos podria deberse a una asinapsis, i.e., falla en la formacién primaria del
complejo sinaptonémico en cigotene, o a una desinapsis, i.e., falla en la formacién de quiasmas
luego de una sinapsis normal (Appels et al. 1998).

A partir del analisis del comportamiento de univalentes autosémicos realizado en Acanonicus
hahni (Coreidae) (Papeschi y Mola 1990a) y Largus rufipennis (Largidae) (Mola y Papeschi 1993), se
ha sugerido que el comportamiento que poseen los univalentes en dichas especies -division
ecuacional en anafase I y apareamiento denominado "touch-and-go" en metafase II- es una
condiciéon caracteristica del estado de univalencia en una meiosis quiasmatica normal,
independientemente de si los univalentes son autosémicos o cromosomas sexuales, porque se
asemeja al comportamiento de los cromosomas sexuales en los sistemas de determinacion del
sexo XY, X,Y y/o XY, presentes frecuentemente en Heteroptera (Ueshima 1979). Una
excepcion a este comportamiento es la segregacion reduccional de los univalentes autosémicos en
la primera division meidtica presente en Calocoris quadripunctatus (Heteroptera, Miridae), especie
que posee una meiosis aquiasmatica donde segregan reduccionalmente (Nokkala 1980).

De las especies estudiadas citogenéticamente en el presente trabajo de Tesis, unicamente en
Largus rufipennis (Largidae), Lygaeus alboornatus (Lygaeidae), Dysdercus albofasciatus, D. chaguensis
(Pytrhocoridae), Jadera haematoloma y ]. sanguinolenta (Rhopalidae) se observd un par de univalentes,
estando involucrado en su formacién el par autosémico mayor en la mayoria de los casos
(PUBLICACIONES I, 11, IV, V).

El estudio del comportamiento y las posibles causas implicadas en el origen de la
univalencia sélo fue posible en la meiosis de Dysdercus albofasciatus, Jadera haematoloma y J.
sanguinolenta, debido a la elevada frecuencia de células con univalentes presente en sus individuos.

En el analisis citogenético de una muestra de Largus rufipennis procedente de Santo Tomé
(provincia de Corrientes), los especimenes habian sido agrupados en tres categorias diferentes
basandose en la frecuencia de células con univalentes: baja (3%), mediana (3-10%) y alta (10%)
(Mola y Papeschi 1993). Ademas, se sugirid6 que los univalentes se habrfan originado como
resultado de una falla en la formacién de quiasmas (desinapsis). Al comparar la frecuencia de
univalentes presente en los individuos de la muestra de Santo Tomé con las observaciones

realizadas en los ejemplares del presente estudio, se pone de manifiesto que todos los ejemplares
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procedentes del arroyo Itaembé (provincia de Misiones) y la mayorfa de los especimenes de
Tornquist (provincia de Buenos Aires) pertenecen a la primera de estas categorias, mientras que
en un solo individuo de esta tltima poblacién se observé una frecuencia media. En la poblacién
de Costanera Norte, por otra parte, un individuo mostré una frecuencia media y los restantes una
frecuencia alta de univalentes (PUBLICACION ).

En  Dysdercus albofasciatus el bivalente sexual y, menos frecuentemente, un bivalente
autosémico se observaron como univalentes. A pesar de la dificultad de analizar a los bivalentes
durante paquitene, se pudo observar en diacinesis temprana que los cromosomas sexuales
estaban conectados por una fina hebra de cromatina en algunas células. Por tal motivo, el origen
de los univalentes podria deberse a desinapsis (PUBLICACION II).

Al analizar el comportamiento de los univalentes en Jadera haematoloma y en |. sanguinolenta,
las observaciones descriptas concuerdan con los antecedentes. Los individuos analizados de
ambas especies se caracterizaron por la presencia de un par de univalentes con una frecuencia
variada, siendo el par autosémico mayor el mas propenso a estar involucrado en su formacion.
Cabe destacar que todos los individuos de cada una de las poblaciones analizadas de ambas
especies se capturaron desde fines de la primavera hasta fines del verano durante un periodo de
seis aflos. Por consiguiente, si el aumento en la frecuencia de univalentes estuviera asociado con
una condicién ambiental particular anual o estacional, los univalentes no habrian aparecido en
todas las poblaciones de ambas especies procedentes de localidades distantes. De este modo, un
factor ambiental externo podria ser descartado como posible factor responsable de la univalencia.
Sobre la base de que el par cromosémico mayor, casi siempre involucrado, pudo ser observado
como un bivalente con uno o dos quiasmas terminales, 0 como univalentes en los especimenes
analizados de ambas especies de Jadera, se ha sugerido que una de las regiones teloméricas de
dicho par autosémico (A) se modificé, de manera tal que i) redujo la eficiencia en el apareamiento
(asinapsis parcial) o ii) retrasé el apareamiento, restringiendo la presencia de entrecruzamientos.
Como consecuencia, la frecuencia de quiasmas de este bivalente estarfa disminuida. Si un quiasma
terminal puede localizarse al azar en uno de los extremos teloméricos (A) o (B) del bivalente, la
alteracion de la region telomérica (A) darfa como resultado la presencia de un par de univalentes
en algunas células. Asimismo, la frecuencia esperada de bivalentes en anillo serfa también muy
baja debido a que en algunas células un solo entrecruzamiento tendria lugar en la region
telomérica (B) (PUBLICACION 1V).

Por otra parte, la posiciéon terminal del quiasma en el bivalente autosémico mayor puede
dar como resultado la formacién de un amplio grupo de genes co-adaptados, debido al bajo nivel

de recombinacién; a su vez, la presencia de este par autosémico como un par de univalentes
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produce consecuencias genéticas equivalentes. Ademas, el comportamiento altamente regular de
los univalentes en Jadera haematoloma y ]. sanguinolenta podria asegurar una elevada fertilidad de los
individuos. Las caracteristicas anteriormente mencionadas sugieren que la ausencia de quiasmas
en este par autosomico podria ser considerado como una condicidn selectivamente neutra o, al

menos, no perjudicial (PUBLICACION IV).

Estudios Moleculares y Citogenético-Moleculares

Los estudios moleculares y citogenético-moleculares en Heteroptera representan un campo
muy poco conocido para la ciencia mundial y mas aun, en lo que respecta a la entomofauna
Neotropical y a la de la Argentina. Por tal motivo, se iniciaron los estudios moleculares con el fin
de evaluar los diferentes procedimientos de fijacién y/o consetvacion, extraccién de ADN
gendémico total y de determinar la localizaciéon cromosémica de los fragmentos de restriccion
aislados mediante hibridacion iz situ.

La pureza del ADN genémico total obtenido depende de varios factores, entre los cuales se
deben tener en cuenta los reactivos y métodos utilizados durante la extraccion y las caracteristicas
intrinsecas del material biolégico a partir de la cual se extrae. Esto se debe a la posibilidad de
extraer distintas sustancias conjuntamente con el ADN durante su aislamiento y que pudiesen
interferir en las subsiguientes aplicaciones moleculares, considerandose en muchos casos como
sustancias contaminantes (Reineke et al. 1998). Con el objeto de mejorar la pureza del ADN
obtenido, numerosos métodos adicionales han sido propuestos para purificarlo de sustancias que
hayan sido extraidas conjuntamente. Entre estas metodologfas cabe mencionarse la cromatografia
en columnas de hidroxiapatita, columnas con filtro de fibra de vidrio, ultracentrifugacion en
gradientes de cloruro de cesio y precipitaciéon con espermina, entre otras (Vogelstein y Gillespie
1979, Hoopes y Mc Clure 1981, Reineke et al. 1998).

El problema de extraer y purificar simultineamente otras sustancias contaminantes junto
con el ADN genémico total es muy frecuente en trabajos con plantas. Entre estas sustancias, los
polisacaridos, polifenoles y taninos constituyen el mayor problema debido a la dificultad de
separatrlos del ADN durante su extraccion. Asimismo, muchos de los problemas encontrados en
la clonaciéon de ADN en plantas han sido atribuidos a estos contaminantes, los cuales interfieren
posteriormente con la digestion mediante endonucleasas de restriccion (Murray y Thompson
1980). Ademas, otros antecedentes moleculares llevados a cabo en plantas y bacterias revelan que

una digestion parcial con endonucleasas de restriccion puede ser el resultado de contaminacion
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del ADN con diversos inhibidores, tales como polisacaridos cargados negativamente y fenoles
(Lin y Kuo 1995).

En levaduras, a partir del estudio molecular realizado por Meskauskas y colaboradores
(1985) en ejemplares mutantes de Saccharomyces cerevisiae, se demostré que el ADN extraido estaba
protegido contra la digestiéon con endonucleasas de restriccion (EcoR I, Hind 111, BamH I y Bgl
IT) por un pigmento rojo, producido por los propios mutantes del locus ade-2 de esta especie.
Este pigmento representa un tipo de polimero del compuesto intermediario (5-fosforibosil)
aminoimidazol en la ruta biosintética de la adenina (Meskauskas et al. 1985).

De lo expuesto precedentemente, no serfa sorprendente que un problema de sustancias
contaminantes extraidas conjuntamente con el ADN ocurriese también en otros sistemas
biolégicos.

En virtud de la pureza del ADN gendémico total extraido con cada una de las técnicas de
fijacion empleadas en el presente estudio molecular, se concluye que la mezcla fijadora alcohol
metilico-alcohol etilico (1:1) no serfa la mas adecuada para conservar los ejemplares, por el
contrario la conservacion de los especimenes en nitrégeno liquido hasta su ulterior
procesamiento setfa el procedimiento mas apropiado para estos fines.

Con respecto a los diferentes protocolos de extraccion utilizados para extraer ADN
genémico total de las diferentes especies en estudio, éstos pueden ser agrupados en dos
categorias de acuerdo a los reactivos organicos empleados durante la extraccion:

(1) tratamiento con fenol equilibrado (Protocolos N°1-3),

(2) tratamiento con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) (Protocolo N°4).

Al comparar los resultados obtenidos con cada uno de ellos, se desprende que el protocolo
N°4 result6 ser el mas satisfactorio para efectuar las extracciones de ADN gendmico total a partit
de ejemplares completos, debido a la obtenciéon de ADN sin signos de degradacion. Aunque
algunos residuos de ARN se observaron en las muestras extraidas de ADN, éstos fueron
eliminados mediante el tratamiento con ARNasa. De este modo, se descarté su posible
interferencia en la digestion con las endonucleasas de restriccion. De los datos resultantes de la
purificaciéon adicional mediante la precipitacién con espermina de las diferentes muestras de
ADN,; se pone de manifiesto que ésta no contribuyé de manera significativa a remover posibles
sustancias extraidas junto con el ADN.

Teniendo en cuenta el problema que constituye extraer otras sustancias presentes en el
material biologico conjuntamente con el ADN, es importante seflalar que ciertos pigmentos

localizados en el tegumento de los insectos, denominados pterinas, han sido considerados como
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sustancias contaminantes, dado que resulta muy dificil su separacion del ADN durante la
extraccion (humerosas comunicaciones personales).

Con respecto a la gama de los colores que exhiben los insectos, en su mayorfa son el
resultado de varios pigmentos acumulados en la cuticula, la epidermis, la hemolinfa y la grasa del
cuerpo. Los colores de los adultos y de los estados inmaduros pueden agruparse en tres clases:
pigmentarios o quimicos, estructurales o fisicos y combinaciéon o colores fisicoquimicos (Richards
y Davies 1983b). Los colores pigmentarios son debidos a sustancias quimicas que absorben
algunas longitudes de onda de la luz incidente y reflejan otras. Pueden estar presentes en la
cuticula, epidermis o tejidos subepidérmicos, generalmente cuerpo graso o hemolinfa. Las
sustancias implicadas en la pigmentaciéon pueden clasificarse del siguiente modo: melaninas,
carotenoides, pteridinas, omocromos, antraquinonas, afinas y pigmentos varios (Richards y
Davies 1983b). Las melaninas son pigmentos cuticulares amorfos, altamente estables, pardos
oscuros, rojos, o negros, generalmente no granulares e insolubles en los disolventes comunes,
aunque son rapidamente decolorados por agentes oxidantes. Estos pigmentos son los mas
comunes y responsables del oscurecimiento de la cuticula luego de la muda (Richards y Davies
1983b). Los carotenoides son pigmentos polienos, facilmente solubles en disolventes lipidicos,
sintetizados de modo caracteristico por las plantas (Lederer 1938). Cuando son ingeridos por
animales se acumulan en la hemolinfa y tejidos sin experimentar ningin cambio o, a lo sumo,
sufren alteraciones oxidativas secundarias y en algunos casos forman el grupo prostético de una
cromoproteina (Richards y Davies 1983b). Las pteridinas son pigmentos derivados de estructuras
del anillo pirimidina-pirazina heterociclicos y se encuentran mas frecuentemente en insectos que
en otros organismos (Ziegler y Harmsen 1969, Richards y Davies 1983b). La mayor parte
pertenece a la clase de las pterinas (2-amino-4-hidroxipteridinas) y el pigmento natural es con
frecuencia una mezcla de dos o mas de ellas. Asi, los colores conspicuos de los géneros de
Heteroptera Dysdercus, Pyrrhocoris (Pyrthocoridae), Oncopeltus (Lygaeidae) y Phonoctonus (Reduviidae)
son debidos a las pterinas roja y amarilla junto con la blanca, denominadas eritropterina,
xantopterina y leucopterina, respectivamente. Ademas de su papel como pigmentos, algunas
pterinas hidrogenadas pueden actuar metabolicamente como cofactores en reacciones de
hidroxilaciéon (Richards y Davies 1983b). Los otros tipos de pigmentos que aparecen en menor
propotcién son los omocromos o pigmentos oculares, las antraquinonas que estan limitadas a los
Coccoidea, las afinas que son quinonas policiclicas que se descomponen inmediatamente después
de la muerte del insecto que las contiene y los pigmentos varios que son muchas otras sustancias
que juegan un papel secundario como pigmentos de insectos, encontrandose en pequefias

cantidades o bien sélo en unas pocas especies (Richards y Davies 1983b). Los colores
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estructurales difieren de los debidos a pigmentos en que experimentan cambios o son destruidos
por cambios fisicos en la cuticula, tales como los que resultan de encogimiento, hinchazén,
distorsion o permeacion con liquidos del mismo indice de refracciéon que la cuticula. Pueden
distinguirse cuatro tipos de coloracion estructural: blanco estructural, azul Tyndall, colores de
interferencia y colores de difraccién. Por dltimo, los colores de combinacién son producidos por
modificaciones estructurales en conjuncién con una capa de pigmento y son mucho mas
comunes que los colores puramente estructurales (Richards y Davies 1983b).

Sobre la base de los datos moleculares obtenidos en el presente estudio, si bien tanto las
endonucleasas utilizadas de corte frecuente como las de corte infrecuente reconocieron sitios
especificos de corte, no se observo la aparicion diferencial de bandas especificas en ninguna de
las especies estudiadas. Por un lado, estos resultados moleculares sugerirfan que esta falta de
bandeo de restriccion en todas las especies podria deberse a la ausencia de ADN altamente
repetitivo en su genoma. Sin embargo, no deberfa descartarse la posibilidad de que las pterinas
sean extraidas junto con el ADN vy, por ende, que pudieran actuar como sustancias
contaminantes, interfiriendo o inhibiendo la digestion completa mediante las endonucleasas de
restriccion utilizadas. De esta manera, la posible presencia de las pterinas en las muestras de
ADN genémico total traerfa aparejado una disminuciéon de la pureza del ADN, constituyendo
otro claro ejemplo de contaminantes.

Dentro del estudio molecular y citogenético-molecular llevado a cabo, es importante
destacar la aparicion de manera regular y constante de cuatro bandas durante las corridas
electroforéticas correspondientes a muestras de ADN genémico total de Jadera sanguinolenta
(Rhopalidae), sin haber sido utilizada ninguna endonucleasa de restriccion. En términos
generales, se puede plantear que los responsables que dieron lugar a la aparicién de estas bandas
podrian haber sido la presencia de bacterias simbiontes en el tubo digestivo en los ejemplares de
Jadera sangninolenta, las cuales mediante sus enzimas de restriccion escinden las moléculas de ADN
extrafias en secuencias de reconocimiento especificas (Brecher y Wigglesworth 1944, Carayon
1951, Steinhaus et al. 1956, Biichner 1965, Richards y Davies 1983b, Schuh y Slater 1995); o la
existencia de una predisposicion genética a la ruptura cromosémica en sitios fragiles de sus

cromosomas (Appels et al. 1998).
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CONCLUSIONES GENERALES

A continuacién se expondran las conclusiones mas relevantes de cada una de las partes de

esta Tesis.

Como es caracteristico de Heteroptera, todas las especies analizadas citogenéticamente en
el presente trabajo de Tesis poseen cromosomas holocinéticos y una meiosis de tipo pre-

reduccional para los autosomas y post-reduccional para los cromosomas sexuales.

En Heteroptera el nimero de cromosomas es muy estable y la mayorfa de sus familias se

caracterizan por poseer un mismo nimero cromosémico diploide modal.

Los antecedentes citogenéticos disponibles para la familia Coreidae, al igual que los
resultados obtenidos en los ejemplares analizados de Athaumastus haematicus, 1eptoglossus impictus y
Phthia picta en el presente estudio, muestran que el nimero modal caracteristico de esta familia es
2n= 21/22 y sus sistemas cromosomicos de determinacion del sexo mas frecuentes son X0/XX

Yy X1 XzO/X1X1 XzXz.

Hasta el presente, el anilisis citogenético realizado en 26 especies de la subfamilia
Lygacinae (Lygaeidae) revela que esta subfamilia posee un nimero cromosémico diploide entre
12 y 22, y un sistema cromosémico de determinaciéon del sexo XY/XX, excepto en Arocatus

suboenens (X1XoY /X1 X1 XpX)).

Desde el punto de vista citogenético, Pyrrhocoridae es una familia heterogénea y la
diversidad que presenta es debido a diferencias tanto en el complemento cromosémico diploide
(2n entre 13/14 y 33/34) como en los sistemas cromosémicos de determinacion del sexo (X0,

X1X20, X1X2X3X4X5X6 y HCO—XY).

El nimero modal de la familia Rhopalidae es 2n= 13 y la subfamilia Serinethinae se
caracteriza por poseer un complemento cromosémico diploide 2n= 13, un par de cromosomas

y un sistema de determinacién sexual X0/XX.

La evoluciéon del cariotipo en Heteroptera esta intimamente ligada a la naturaleza
holocinética de sus cromosomas, la meiosis post-reduccional, el comportamiento asinaptico de

los cromosomas sexuales y un sistema estable de determinacion sexual.
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En Heteroptera las fusiones y las fragmentaciones cromosomicas son las alteraciones
estructurales mas frecuentemente halladas y, por ende, podrian ser consideradas como los
reordenamientos cromosémicos que han desempefiado un papel relevante en la evolucién

cariotipica.

Los resultados citogenéticos del presente trabajo de Tesis revelan la existencia de unos
pocos casos de diversidad cromosémica numérica intraespecifica debida tanto a diferencias en el
numero de autosomas como de cromosomas sexuales y, a veces, a la presencia de cromosomas

supernumerarios o B.

Teniendo en cuenta que el nimero modal de la familia Coreidae es 2n= 21 (18+2#+XO0),
se propone que una fusién autosémica habria dado origen al complemento cromosémico

diploide (2n= 19= 16+2»+XO0) de Hypselonotus bitriangulifer bitriangulifer

Considerando que el numero cromosémico diploide atavico del género Lygaens (Lygaeinae,
Lygaeidae) es 2n= 14 (12+XY), se postula que el complemento cromosémico de Lygaens
alboornatus (2n= 12= 10+XY) se habria originado a través de una fusiéon autosémica. Asimismo,
cabe destacar que L. alboornatus posee el 2n mas bajo de la subfamilia Lygaeinae citado hasta el

presente.

Se sugiere que el par autosémico marcadamente mayor observado en Ljygaeus alboornatus
(Lygaeinae) serfa homologo al de las especies de Henestarinae, Chauliopinae, Orsilllinae y

Blissinae y se habria originado a través de una fusién autosémica.

Del total de especies del género Dysdercus analizadas citogenéticamente hasta el presente, se
desprende que las especies del Nuevo Mundo muestran diferencias con respecto al complemento
cromosoémico diploide (2n= 12 a 16) y a los sistemas cromosémicos de determinacion del sexo
(X0, X;X50 y neo-XY); opuestamente, todas las especies del Viejo Mundo presentan
homogeneidad catiotipica (2n= 16/18= 14+X,X,0/14+X, X, X,X)).

En relacién con las variaciones numéricas debidas a la presencia de cromosomas
supernumerarios o B, estos cromosomas se observaron en un solo individuo de Largus fasciatus
(Largidae) en un bajo porcentaje de células y en cuatro especimenes de una poblacion de Dysdercus
albofasciatus (Pyrrhocoridae) en un porcentaje variado de célulasBasandose en las observaciones
realizadas en Dysdercus albofasciatus se sugiere que el cromosoma B se habria originado a partir de

un autosoma por fragmentacion.
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Hasta el presente, no se conocen ejemplos de polimorfismos cromosémicos ni de

heterocigosis para deficiencias o duplicaciones en poblaciones naturales de Heteroptera.

Si bien las translocaciones son sucesos que ocurren muy raramente en Heteroptera,
tendrfan potencialmente grandes posibilidades de establecerse en especies con cromosomas

holocinéticos debido a que sus productos son transmisibles en la meiosis.

En el presente trabajo de Tesis se describe una translocacioén reciproca desigual entre dos

cromosomas no homoélogos de tamafio mediano en un individuo de Largus rufipennis (Largidae).

Si bien en los cromosomas holocinéticos de Heteroptera la actividad cinética esta
restringida a una de las regiones teloméricas, el cuadrivalente presente en el individuo de Largus

rufipennis tendria otros sitios alternativos de union a las fibras del huso ademas de las teloméricas.

Los resultados del analisis citogenético en el individuo portador de la translocacion
sugieren una gran disminucién en su fertilidad, lo que hace poco probable que este
reordenamiento cromosémico conforme un polimorfismo balanceado o se establezca en la

poblacion.

La mayorfa de las especies de Heteroptera presentan el sistema cromosémico de
determinaciéon del sexo XY/XX y con menor frecuencia el sistema X0/XX, mientras que los
sistemas multiples originados por fragmentacion del cromosoma X o del cromosoma Y estan
presentes en pocas especies. Ademas, la presencia de neo sistemas s6lo ha sido mencionado en

Rhytidolonsia semilis (Pentatomidae), Lethocerus indicus y Lethocerus sp (Belostomatidae)

Cabe destacar que el analisis citogenético realizado en Dysdercus albofasciatus reveld la
presencia de un sistema sexual neo-XY, el cual es original para el género, al igual que para la
familia Pyrrhocoridae y para Heteroptera. Con respecto al tipo de meiosis, el bivalente sexual en
Dysdercus — albofasciatus  presenta una meiosis de tipo pre-reduccional, presentando un

comportamiento meidtico similar al descripto para los autosomas.

En especimenes analizados de Jadera haematoloma y ]. sanguinolenta (Rhopalidae) se detectd la
presencia de un polimorfismo cromosémico sexual en relacién con el tamafio del cromosoma X,

el cual se deberfa probablemente a la adicién de heterocromatina durante la evolucion.

En Heteroptera durante la profase meidtica temprana, después de paquitene, la célula entra

en un estadio difuso cuyas caracteristicas y duraciéon dependen de las especies. En el analisis de la
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meiosis de Dysdercus chaquensis (Pyrrhocoridae) se observo la ausencia de este estadio en todos los
especimenes estudiados de la poblaciéon endocriada, mientras que los ejemplares de la poblacion

natural se caracterizaron por la presencia de este estadio.

Estos resultados representan la primera evidencia citogenética de la ausencia de un estadio
meidtico, como el estadio difuso, en una poblacién endocriada mantenida bajo condiciones

uniformes.

En el analisis citogenético de Dysdercus imitator (Pyrrhocoridae) se observo la persistencia de
los nucléolos y de varios cuerpos prenucleolares a lo largo de todos los estadios meidticos, que
podria estar relacionada con una intensa actividad transcripcional a fin de producir ARN

ribosomal requerido para la espermiogénesis.

Todas las especies de Coreidae y Rhopalidae analizadas en el presente trabajo de Tesis se
caracterizan por poseer un par de cromosomas 7, cuyo comportamiento es esencialmente similar

y presentan una meiosis de tipo pre-reduccional.

St bien se ha aceptado como regla general que la mayorfa de las especies de Heteroptera
poseen un quiasma por bivalente, el analisis citogenético realizado a partir de ejemplares de
Lygaens  alboornatus (Lygaeidae), Dysdercus imitator (Pyrrhocoridae), Jadera haematoloma 'y J.
sangninolenta (Rhopalidae) contribuye a mostrar que la frecuencia de bivalentes con dos quiasmas

serfa mucho mas alta que la originalmente sugerida.

De las especies estudiadas citogenéticamente en el presente trabajo, solo en Largus rufipennis
(Largidae),  Lygaeus — alboornatus — (Lygaeidae), Dpysdercus  albofasciatus, — Dysdercus — chaquensis
(Pytrhocoridae), Jadera haematoloma 'y |. sanguinolenta (Rhopalidae) se observo la presencia de un par
de univalentes; en la mayoria de los casos el par autosémico mayor estuvo involucrado en dicha

univalencia.

En el presente trabajo los estudios moleculares y citogenético-moleculares involucraron la
compatacion y evaluacién de diferentes procedimientos de fijacion y/o conservacion, de distintos
métodos de extraccion de ADN gendémico total y la localizacion de fragmentos aislados de ADN

sobre cromosomas meiodticos mediante técnicas de hibridacién  sztu.
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Al comparar la pureza del ADN genémico total extraido, se puede concluir que el
mantenimiento de los especimenes a -70°C en nitrégeno liquido constituye la técnica de fijacion

y/o conservacién mas apropiada para la extraccion de ADN.

De los resultados moleculares obtenidos en las especies estudiadas, se desprende que la
extraccion de ADN genémico total mediante fenol-cloroformo-alcohol isoamilico result6 ser la
metodologia mas adecuada para tales fines, dado que las muestran de ADN no presentaban

signos de degradacion

Los datos moleculares resultantes de la digestion del ADN con endonucleasas de
restriccion revelan la falta de bandeo de restriccion en todas las especies estudiadas, que podria
deberse a la ausencia de ADN altamente repetitivo en su genoma. Sin embargo, no deberia
descartarse la posibilidad de que ciertas sustancias contaminantes, tales como las pterinas, sean
extraidas junto con el ADN y pudieran actuar interfiriendo o inhibiendo la digestion completa

mediante enzimas de restriccion.

La aparicién de cuatro bandas de distinto peso molecular en el ADN de Jadera sanguinolenta
podria deberse a la presencia de bacterias simbiontes en sus ciegos gastricos, las cuales, mediante
sus enzimas de restricciéon producirfan la escision de las moléculas de ADN de esta especie en
secuencias de reconocimiento especificas. No obstante, la existencia de una posible
predisposicion genética a rupturas en sitios fragiles en los cromosomas de J. sanguinolenta no
podria ser descartada como otra posible hipétesis para explicar la aparicion de estas cuatro

bandas.

La caracterizacién citogenética y citogenética-molecular de las distintas poblaciones de
especies fitofagas pertenecientes a las familias Coreidae, Largidae, Lygaeidae, Pyrrhocoridae y
Rhopalidae contribuy6é a ampliar los conocimientos existentes sobre ellas y ha permitido inferir
hipétesis acerca de algunos mecanismos adaptativos y evolutivos involucrados en el origen de las

variaciones intra e interpoblacionales en las especies.
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ADN
ARNasa
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HCL
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ml
min
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NosAg

%
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SDS
Tris-HCl
W/D

ABREVIATURAS

autosomas

acido desoxitribonucleico
ribonucleasa

suero fetal bovino

grados Celsius

centimetro
4'6-diamidino-2-fenilindol
etilendiamino-tetracetato disddico
acido clorhidrico

horas

kilobases

cianuro de potasio

luz ultravioleta

microgramo

microlitro

mililitro
minuto/minutos
nanémetro

nitrato de plata

pares de bases
porcentaje

revoluciones por minuto
dodecil-sulfato de sodio
tris-acido clorhidrico

watts/diametro



(EDTA) 300mM (pH 8,0)

vigorosamente en un agitador magnético, ajustar
el pH con NaOH vy llevar a volumen final.

Citogenética Basica y Evolutiva de Heterdpteros Fitdfagos de Interés Agroecondmico de la Argentina 155
SOLUCIONES
Solucién Método de preparacion Volumen
olucié étodo de preparacio Final ml)
408,3 mg de acetato de sodio-3H,0O en 800 ml de
Acetato de sodio 3M (pH 5,2) aguas bidestilada, ajustar el pH con acido acético  1.000
y llevar a volumen final.
40,83 mg de acetato de sodio-3H,O en 800 ml de
Acetato de sodio 0,3M (pH 5,2) aguas bidestilada, ajustar el pH con acido acético  1.000
y llevar a volumen final.
13,61 mg de acetato de sodio-3H,0O en 800 ml de
Acetato de sodio 0,01M (pH 5,2) aguas bidestilada, ajustar el pH con acido acético  1.000
glacial y llevar a volumen final.
Acido acético 45% 450 ml de 4cido acético glacial y 550 de agua. 1.000
Alcohol etilico 70% 700 ml de alcohol etilico y 300 ml de agua. 1.000
Alcohol metilico:acido acético glacial 750 ml de alcohol metilico y 250 ml de acido 1.000
(3:1) acético glacial. )
Alcohol metilico:alcohol etilico (1:1) 22,3;?1 de alcohol metilico y 500 ml de alcohol 1.000
10 mg de ARNasa en 0,9 ml de acetato de sodio
ARNasa (10 mg/ml) O,QlM (pH 5,2), calentar a 100°C durante .15 min, 1
dejar templar hasta temperatura ambiente y
agregar 0,1 ml de Tris-HCl 1M (pH 7,4).
5 . —
BSA 5% (p/v) en 4XSSC/tween 0,2%. Mezclar bien utilizando
VOrtex.
1 g de bromuro de etidio en 100 ml de agua y
Bromuro de etidio (10 mg/ml) agitar en un agitador magnético durante varias 100
horas.
Cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) .960 ml de cloroformo y 40 ml de alcohol 1.000
isoamilico.
. 2,033 g de cloruro de magnesio-6H,O en 800 ml
Cloruro de magnesio (CLMg) 10mM de agua bidestilada. Llevar a volumen final. 1.000
Cloturo de sodio (CINa) 5M 2?2,2 g de cloruro de sodio en 800 ml de agua 1.000
bidestilada y llevar a volumen final.
100 g de dodecil-sulfato de sodio en 900 ml de
Dodecil-sulfato de sodio (SDS) 10% agua bidestilada, calentar a G68°C hasta su 1.000
(pH 7,2) disolucién, ajustar el pH con HCI concentrado y '
llevar a volumen final.
50 g de dodecil-sulfato de sodio en 900 ml de
Dodecil-sulfato de sodio (SDS) 5% agua Dbidestilada, calentar a G68°C hasta su  1.000
disolucién y llevar a volumen final.
100 g de dodecil-sulfato de sodio en 900 ml de
Dodecil-sulfato de sodio (SDS) 10% agua bidestilada, calentar a G68°C hasta su  1.000
disolucién y llevar a volumen final.
200 g de dodecil-sulfato de sodio en 900 ml de
Dodecil-sulfato de sodio (SDS) 20% agua bidestilada, calentar a 68°C hasta su  1.000
disolucion y llevar a volumen final.
186,1 g de etilen-diamino-tetraacetato de disodio
Etilen-diamino-tetraacetato de disodio en 800 ml de agua bidestilada, agitar 1.000
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186,1 g de etilen-diamino-tetraacetato de disodio
Etilen-diamino-tetraacetato de disodio en 800 ml de agua Dbidestilada, agitar 1.000
(EDTA) 0,5M (pH 8,0) vigorosamente en un agitador magnético, ajustar '
el pH con NaOH y llevar a volumen final.
. 50 ml de Ttis base, 350 ml de fenol fundido a
Fenol equilibrado (pH 7,5) bafio marfa y 600 ml de agua bidestilada. 1.000
1 g de fuxina basica, 1,9 ¢ de metabisulfito de
Feulgen sodio y 100 ml de HCI 0.15N. 100
1 g de hematoxilina en 50 ml de solucién acuosa
Hematoxilina acética al 45% de acido acético y dejar madurar 50
destapado durante 15-30 dfas.
1 g de NO;Ag disuelto en 1 ml de agua
Nitrato de plata (NO;Ag) deionizada, previamente ajustada a pH 3-3,5 con 1
acido férmico.
Calentar la solucién (100 ml) hasta que llegue a
. 60°C y adquiera un aspecto lechoso, adicionar 2
o >
Paraformaldehido 4% (p/v) ml de NaOH 1M. Dejar enfriar a temperatura 100
ambiente.
354,96 ¢ de perclorato de sodio en 800 ml de
Perclorato de sodio 2,9M alcohol etilico 80%, agitar y llevar a volumen 1000 ml
final.
. 20 mg de proteinasa K en 1 ml de agua
Proteinasa K (20 mg/ml) bidestilada estéril. !
1,57315 g de Tris base 0,05M, 1,461 g de CINa
., ., ., 0,1M y 9,302 ¢ de EDTANa, 0,1M en 180 ml de
Solucién A de la solucién de extraccion agua bidestilada, ajustar con OHNa 10N a pH 7 y 250
llevar a volumen final.
Solucién con anti-dig FITC 1/40 anti-dig en BSA al 5%
. , . 0,025 g de azul de bromofenol, 0,025 g de xilene
Solucién tampén de carga (Loading .
. cianole FF y 3 ml de glicerol. Llevar a volumen 10
buffer) (tipo III) 6X final
800 ml de la solucién A, 25 ml de SDS 20%, 10
Solucién tampén de extraccion ml de proteinasa K (20 mg/pl) y llevar a volumen ~ 1.000
tinal.
Solucién  tampén  de  intercambio  d 125 ml de acetato de sodio 0,3M, 125 ml de
orucion tampon - de MErambIo €e oo de magnesio 10mM y 750 ml de alcohol ~ 1.000
cationes "
etilico absoluto.
., . 242 ¢ de Tris base, 57,1 ml de acido acético
Solucién tampédn tris acetato (TAE) 50X olacial y 100 ml de EDTA 0,5M (pH 8)
., L 54 g de Tris base, 27,5 g de acido bérico y 20 ml
Solucién tampén tris borato (TBE) 5X de EDTA 0,5M (pH 8)
100 ml de Tris-HClL 1M (pH 8), 20 ml de etilen-
Solucién tampén TE 10X (pH 8) diamino-tetraacetato de disodio 0,5M (pH 8.0) y ~ 1.000
adicionar 880 ml de agua bidestilada.
Tetrahidrocloruro de espermina 50mM 17,411 g en 1.000 ml de agua bidestilada estéril. 1.000
1,211 g de Tris base en 8 ml de agua bidestilada,
Tris 1M (pH 7,4) ajustar el pH con 0,7 ml de HCI concentrado y 10
llevar a volumen final.
121,1 ¢ de Tris base en 800 ml de agua
Tris 1M (pH 8) bidestilada, ajustar el pH con 42 ml de HCI  1.000

concentrado y llevar a volumen final.
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