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GENETICA Y CITOGENETICA DE LA DETERMINACION DEL SEXO EN
Diachasmimorpha longicaudata (HYMENOPTERA, BRACONIDAE)

El parasitoide bracénido Diachasmimorpha longicaudata es ampliamente utilizado
como controlador bioldgico de moscas de los frutos; sin embargo, es escaso el conocimiento
disponible sobre su genética. A fin de aportar informacién y mejorar su cria masiva, se estudié
su sistema de determinacién del sexo mediante la realizacién de cruzamientos de alta y baja
endogamia, utilizando herramientas de citogenética para determinar el nivel de ploidia de la
descendencia. Asimismo, se analizd su espermatogénesis y su cariotipo en detalle, realizando
aportes a la Teoria de Interaccion Minima, desarrollada para el estudio de la evolucién del
cariotipo en Hymenoptera.

En este parasitoide el sexo se determina por haplodiploidia (machos haploides,
hembras diploides), pero en condiciones de alta endogamia ocurre un sesgo significativo de la
proporcidn de sexos hacia machos, debido a la generacidon de machos diploides. El sexo estaria
determinado por el estado de un promedio de tres loci no ligados. Los individuos homocigotas
para los loci sexuales se desarrollan en machos diploides. Esta informacién permitira mejorar
los protocolos de cria masiva de la especie, tratando de minimizar el nivel de endogamia a fin
de evitar un incremento en la produccién de machos.

El estudio citogenético permitié corroborar el nimero cromosémico descripto
previamente. Se analizé la cantidad, composicidon y distribucién de la heterocromatina
constitutiva, se mapearon los “clusters” de genes ribosomales y se determiné la cantidad de
“clusters” activos. La informacidon obtenida permitid aportar mds evidencias a favor de la
Teoria de Interaccién Minima.

Palabras clave: Diachasmimorpha longicaudata, determinaciéon del sexo,
haplodiploidia, citogenética, Teoria de Interaccion Minima.
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GENETICS AND CYTOGENETICS OF SEX DETERMINATION IN
Diachasmimorpha longicaudata (HYMENOPTERA, BRACONIDAE)

Diachasmimorpha longicaudata is a braconid parasitoid widely used as biological
control agent against fruit flies. In spite of its importance, little is known about its genetics.
Different aspects were studied in order to provide more information and to optimize its
massive production. Its sex determination system was analyzed using inbred and outbred
crosses, and cytogenetic tools to analyze the ploidy level of the descendants. Also its
spermatogenesis and karyotype were analyzed in detail, contributing to the Minimum
Interaction Theory proposed for the study of karyotype evolution in Hymenoptera.

Sex is determined by haplodiploidy (males are haploid, females are diploid), but
under inbreeding a significant bias towards male progeny is observed due to the generation of
diploid males. Sex is presumably determined by a mean of three independent loci.
Homozigotes for the sex loci develop into diploid males. In order to avoid an increment in male
production, this information would be useful to improve the protocols of massive production
of this species, regarding to minimizing the inbreeding levels.

The cytogenetic study allowed the corroboration of the chromosome number of the
species. The amount, composition and distribution of constitutive heterochromatin were
analyzed. The ribosomal gene clusters were located and the quantity of active sites was
determined. The obtained information gave more evidence in favor of the Minimum
Interaction Theory.

Keywords: Diachasmimorpha longicaudata, sex determination, haplodiploidy,
cytogenetic, Minimum Interaction Theory.
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e Caracteristicas bioldgicas del orden Hymenoptera

Los insectos constituyen aproximadamente la mitad de todos los organismos
vivientes y su impacto en los ecosistemas terrestres es mayor que el de cualquier otro grupo
de animales (Lasalle & Gauld 1991). Hymenoptera es uno de los cuatro érdenes megadiversos
de insectos junto a Coleoptera, Diptera y Lepidoptera (Whitfield 1998) presentando entre
115.000 y 199.000 especies (Fernandez 2006) distribuidas entre 79 (Hanson & Gauld 1995) y
99 (Goulet & Huber 1993) familias.

El orden Hymenoptera es un grupo altamente caracteristico y sus atributos mas
notables son: un ciclo de vida holometdbolo (huevo-larva-pupa-adulto), dos pares de alas
membranosas transparentes o translicidas en el adulto, siendo las posteriores mas pequenas
gue las anteriores), un aparato bucal de tipo masticador, la presencia de un ovipositor tipico y
homologado al de los insectos mas primitivos (Unico entre los holometdbolos) y una
tagmatizacidn particular, lo que dificulta relacionarlos claramente con el resto de los érdenes
de holometabolos. En cuanto a su forma de vida, existen muchas diferencias dentro del grupo,
encontrandose tanto especies parasitas como de vida libre (Martinez 2009).

Las especies de Hymenoptera se dividen en dos subdrdenes: Symphyta y Apocrita. El
primero se caracteriza por la falta de un estrechamiento entre el abdomen vy el térax, llamado
“cintura”, las larvas de tipo eruciformes, como las de los lepidépteros pero sélo con un par de
ocelos y, en general, con mas de 5 pares de falsas patas. El segundo contiene la mayoria de los
Hymenoptera, y se caracteriza por tener una "cintura" que separa los dos primeros segmentos
del abdomen, el primero de los cuales esta fusionado al térax, las larvas son dpodas y se crian
en un nido o como parasitos de un huésped (Nieves-Aldrey & Fontal-Cazalla 1999).

Los apdcritos se dividen tradicionalmente en dos grupos, Aculeata y Parasitica. El
grupo Aculeata incluye las especies en las cuales el ovipositor de la hembra se transforma en
un aguijon, por ejemplo las hormigas, las abejas y las avispas; los himendpteros del grupo
Parasitica incluyen las especies parasitas de otros insectos, que se comportan como parasitos
protaleanos, i.e. sélo las formas larvales son parasitas mientras que el adulto es de vida libre. A
estas especies de himendpteros se las conoce como “parasitoides”, término que hace
referencia a que el ciclo vital de estos organismos usualmente implica la muerte de su
hospedador, que generalmente es aproximadamente del mismo tamafio que el parasitoide y
perteneciente al mismo taxén (Martinez 2009).

La biologia de los himendpteros parasitoides presenta muchas variantes y, de
acuerdo al modo en que interactian con los hospedadores y con otros parasitoides, se
clasifican en:

- Ectoparasitoides/endoparasitoides: las formas ectoparasiticas se desarrollan
alimentandose de los tejidos de su hospedador desde el exterior, mientras que los
endoparasitoides se desarrollan dentro de su hospedador. Sin embargo, estos términos no son
absolutos ya que a veces una misma especie puede comportarse como endoparasitoide
durante los primeros momentos del desarrollo larval, luego salir del hospedador y continuar
alimentandose de él externamente (Debach & Rosen 1991).

- ldiobiontes/koinobiontes: esta distincidn se refiere al efecto que el parasitismo
tiene sobre el ciclo vital del hospedador. Los parasitoides idiobiontes inyectan algun tipo de
veneno al momento de la oviposicidn que afecta significativamente el desarrollo ulterior del

4
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hospedador. Tipicamente esta estrategia esta asociada a ectoparasitoides. Por el contrario, los
parasitoides koinobiontes, también llamados cenobiontes, no inyectarian ninguna sustancia
que impida el “normal” desarrollo del hospedador. El hospedador se alimenta y crece
paralelamente con su parasitoide, que usualmente es interno y, finalmente, su muerte se
desencadena cuando la larva del parasitoide ha consumido masivamente sus 6rganos vitales
(Debach & Rosen 1991).

- Solitarios/gregarios: tanto ectoparasitoides como endoparasitoides pueden ser
solitarios, cuando una larva se desarrolla individualmente en el hospedador, o gregarios,
cuando varias larvas se desarrollan a expensas de un individuo (Martinez 2009).

- De huevo/de larva/de pupa/de adulto: segin el estado del hospedero atacado
(huevo, larva, pupa o adulto). Algunos grupos son muy uniformes con respecto al estado del
hospedador atacado. En general, hay pocos parasitoides del estado adulto de hospederos
holometabolos, en cambio, son muy comunes los parasitiodes de larvas (Hanson 1990).

Dentro del grupo Parasitica se incluyen las superfamilias Ceraphronoidea,
Chalcidoidea, Cynipoidea, Evanioidea, Ichneumonoidea, Megalyroidea, Mymarommatoidea (a
veces incluida en Serphitoidea), Platygastroidea, Proctotrupoidea, Serphitoidea (fésil),
Stephanoidea y Trigonaloidea. De interés particular para la presente Tesis Doctoral, es la
superfamilia Ichneumonoidea, que incluye sélo dos familias: Ichneumonidae y Braconidae. En
esta superfamilia se han descripto mas de 80.000 especies, siendo la gran mayoria
controladores bioldgicos de especies nocivas de insectos. Muchas de estas especies de
parasitoides presentan un polyadenovirus asociado para que al poner sus huevos en el interior
del hospedador, el sistema inmunitario de éste no lo rechace (Martinez 2009).

La familia Braconidae es la segunda del orden Hymenoptera en lo que respecta a la
diversidad especifica (Shaw 1995). Sus representantes pueden distinguirse por la siguiente
combinacion de caracteres:

- ala anterior con la vena 2m-cu (segunda vena recurrente) ausente, por lo que la
segunda celda discal se encuentra abierta;

- tergos Il y lll del metasoma fusionados;

- ala anterior con la vena Rs+M generalmente presente, separando la primera celda
submarginal de la primera celda discal;

- ala posterior con la vena 1r-m basal respecto a la separacién de las venas R1 y Rs
(Martinez 2009).

e Importancia agroeconémica del orden Hymenoptera
Los himendpteros son componentes cruciales de los ecosistemas y su conservacion

es esencial por razones econdmicas y ecoldgicas; ademas, constituyen un grupo de estudio de
gran interés ya que incluye especies perjudiciales y benéficas para el ser humano: especies
plaga (i.e. hormigas), especies de gran relevancia por su desempefio como polinizadores (i.e.
abejas, abejorros) y especies con potencial aplicacién en el campo de la agro-tecnologia f(i.e.
parasitoides). (Wilson 1987, Lasalle & Gauld 1993, Allen-Wardell et al. 1998, Kevan & Viana
2003).

La importancia de los himendpteros parasitoides queda evidenciada en el nimero de
interacciones troficas en las que participan, los efectos reguladores sobre las poblaciones de
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hospedadores, la presencia de especies de notable importancia y el efecto cascada que su
remocion podria provocar en un sistema. Se estima que las redes tréficas que involucran a
plantas, insectos herbivoros y parasitoides incluyen aproximadamente a la mitad de los
metazoos conocidos (Hawkins & Lawton 1987). Su potencial como reguladores de poblaciones
de especies herbivoras es dificil de estimar, pero un indicador de su importancia puede ser el
modo en que las poblaciones de insectos fitéfagos se incrementan ante la remocién de los
parasitoides (Lasalle & Gauld 1991). Los Hymenoptera Parasitica podrian regular
indirectamente la estructura del ecosistema al regular el tamafio poblacional de ciertas
especies de herbivoros (Lasalle & Gauld 1991).

Asimismo, los himendpteros parasitoides, y particularmente los bracénidos, han sido
propuestos como bioindicadores para determinar el efecto que ha tenido el hombre sobre las
comunidades naturales. La asociacion estrecha entre parasitoides y hospedadores,
especialmente aquellos parasitoides que han desarrollado estrategias especialistas, permitiria
afirmar que son un estimador de la comunidad de insectos fitéfagos (Delfin & Burgos 2000). A
pesar de su potencial utilizacion como indicadores bioldgicos, su aplicacion quedaria
supeditada al conocimiento y estabilidad de la taxonomia del grupo y a la comprensién de la
biologia e historia de vida de los organismos involucrados (Pearson & Cassola 1992, Favila &
Halffter 1997). En el caso de los parasitoides solitarios, los analisis se ven limitados debido a la
dificultad para la cria del material en condiciones artificiales y para la captura de individuos a
campo (Gokhman 2004).

Desde el punto de vista aplicado, los parasitoides del Orden Hymenoptera,
constituyen un grupo muy importante de agentes de Control Bioldgico. Este conjunto de
técnicas consideradas de bajo impacto ambiental, se utiliza con otras medidas bioldgicas,
biotecnoldgicas, quimicas y comportamentales a fin de minimizar el empleo de insecticidas
para el control de poblaciones plaga. El Control Bioldgico se basa en la liberacidon de enemigos
naturales que incluyen parasitoides, predadores, patdgenos, antagonistas o competidores de
la plaga, con el objeto de suprimirla y bajar su tamafio poblacional a densidades menos
abundantes o por debajo del umbral de dafio econémico (DeBach 1964, van Driesche &
Bellows 1996). En algunos casos las estimaciones realizadas sobre el capital que hubiese sido
necesario invertir para alcanzar el efecto producido por los parasitoides alcanza cifras
millonarias (Lasalle & Gauld 1991).

e Biologia de Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead) (Hymenoptera,

Braconidae)

Diachasmimorpha longicaudata (Figura 1) es un

endoparasitoide koinobionte solitario de moscas plaga de los
frutos. Esta especie es nativa de Malasia, India, Nueva
Inglaterra, Borneo, Saipan y Filipinas (Bess 1961, Clausen et al.
1965). Las hembras adultas depositan sus huevos en estadios
larvales tardios de moscas de los frutos de los géneros
Bactrocera (Macquart), Anastrepha (Schiner) y Ceratitis

(Macleay) (Diptera, Tephritidae), aunque algunos estudios

indican que pueden desarrollarse ocasionalmente en larvas Figura 1. Diachasmimorpha
longicaudata. Barra =5 mm.
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de otras especies de dipteros, como por ejemplo Musca domestica (Linnaeus) (Diptera,
Muscidae) (Teran Lopez 1983).

Su ciclo de vida incluye cuatro estados de desarrollo: huevo, larva (tres estadios),
pupa y adulto (Figura 2) (Carabajal Paladino et al. 2010). Los tres primeros estados se
desarrollan dentro del huésped, mientras que los individuos adultos son de vida libre
(Pemberton & Willard 1918, Greany et al. 1976). La duracién de los estados inmaduros, tanto
en laboratorio como en campo, es dependiente de las condiciones de temperatura y humedad,
asi como de la edad de la larva hospedadora utilizada (Lawrence et al. 1976). En condiciones
de laboratorio con temperaturas de 25 + 1 °C, humedad de 50 - 70 / y fotoperiodos de 12
horas luz/oscuridad, la emergencia de los individuos adultos macho se produce alrededor de
15 dias después de la oviposicion, mientras que las hembras emergen 24 a 48 horas después
(Carabaijal Paladino et al. 2010).

Al ser una especie de comportamiento solitario, a partir de una larva hospedador se
obtiene un espécimen de parasitoide, aunque se han registrado casos de superparasitismo, i.e.
mas de un huevo de parasitoide por hospedador (Greany et al. 1976).

Prepupa 4

Ciclo de vida
Diachasmimorpha longicaudata

Adulto
farado

Pupa

B 50
Adulto
Figura 2. Ciclo de vida del parasitoide Diachasmimorpha longicaudata.

La copula se efectia inmediatamente luego de la emergencia (Hagen 1953), es
sumamente rapida, se efectla en cuestidon de segundos y existe la posibilidad de que la
hembra copule con mds de un macho (Martinez 1992). Por ello, la oviposicién puede ocurrir
inmediatamente después de la emergencia de los parasitoides adultos. Sin embargo, es mas
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frecuente que transcurran alrededor de 9 dias desde la emergencia de los adultos hasta el
inicio de la oviposicion (Vargas et al. 2002, Viscarret et al. 2006a).

El parasitoide es atraido al lugar donde se encuentra el hospedador por la accién de
sustancias volatiles, como acetaldehidos, que son emanadas de la fruta en descomposicién por
la accién de la larva hospedante (Greany et al. 1977); también se encontré que las frutas con
apariencia de dafio son preferidas por los parasitoides (Segura et al. 2004).

Las vibraciones producidas por los movimientos de la larva hospedador en el interior
del fruto y los sonidos que ella produce durante su alimentacidon son considerados como
claves/sefiales que utiliza el parasitoide para encontrar el lugar donde se ubica el huésped
(Lawrence 1981). Diachasmimorpha longicaudata utiliza las antenas para localizar el lugar que
ocupa la larva hospedante dentro de la fruta, y los mecanorreceptores ubicados en los tarsos
de las patas anteriores para detectar a la larva en si (Leyva et al. 1988).

Las pruebas que el parasitoide realiza con el ovipositor dan informacién acerca del
estado fisiolégico del hospedador, asi como de su tamafio. La proporcién de hormonas
ecdisona vy juvenil, ambas componentes de la hemolinfa de la larva hospedador, es un factor
gue el parasitoide utiliza como indicador para seleccionar el individuo adecuado (Martinez
1989). Asimismo, estas pruebas le indican a la hembra si la larva ya fue parasitada, para evitar
el superparasitismo, i.e. colocar mas de un huevo por hospedador (Lawrence 1982).

e |Importancia agroeconémica de Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead)

(Hymenoptera, Braconidae)

Diachasmimorpha longicaudata es un himendptero bracdnido de importancia

agroecondmica por ser ampliamente utilizado para el Control Bioldgico de moscas plaga de los
frutos de la familia Tephritidae, que son causantes de enormes pérdidas econémicas en todo
el mundo (Sivinski 1996). Los fundamentos de su eleccién como agente controlador se basan
en su facil cria y manipulacidn, su rapida adaptacion a los medios naturales donde es liberado
(Marucci & Clancy 1950) y también a que posee un amplio rango de hospedadores. La
capacidad de D. longicaudata de poder reproducirse tanto en Ceratitis capitata (Wiedemann)
como en Anastrepha fraterculus (Wiedemann) (Diptera, Tephritidae) (Carvalho & Nascimento
2002), representa una ventaja muy significativa para controlar estas especies plaga de
tefritidos en dreas donde ambas especies coexisten; por ejemplo, en las regiones citricolas del
Norte y Centro de la Argentina (particularmente Jujuy, Salta, Tucuman y Catamarca) (Ovruski
et al. 1999). Por otra parte, este parasitoide ha demostrado ser efectivo tanto en regiones
tropicales (Cancino et al. 1995, Sivinski 1996) como en ambientes aridos (Greany et al. 1976).

Este parasitoide se cria masivamente en México (Cancino 1998), Guatemala (Sivinsky
1996, Montoya et al. 2000), Costa Rica (Carro et al. 2001), Pert (SENASA — Pert 1999) y Brasil
(Carvalho & Nascimento 2002), siendo la especie de himendptero parasitoide mas
ampliamente utilizada en la actualidad en los programas de Control Bioldgico contra las
moscas de los frutos en América latina. Ademas, se ha establecido exitosamente en la mayoria
de los paises en los que se introdujo: Colombia (Wong & Ramadan 1992), Costa Rica (Jiron &
Mesdn 1989), Guatemala (Eskafi 1990), El Salvador (Ovrusky et al. 1996), México (Cancino Diaz
& Enkerlin 1992), Nicaragua, Trinidad, Estados Unidos (Florida) (Baranowsky et al. 1993),
Venezuela (Ovruski et al. 2000) y Brasil (Carvalho & Nascimento 2002).
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A partir de 1960, D. longicaudata fue introducida en varias oportunidades en nuestro
pais, aunque su liberaciéon a campo no fue evaluada de manera adecuada (Ovruski & Fidalgo
1994). En 1961 el Ministerio de Agricultura y Ganaderia junto con el Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) introdujeron a D. longicaudata desde México. Una cantidad de
100.000 individuos fue liberada en el noreste de las provincias de Misiones (Montecarlo) y
Entre Rios (Concordia) y en el noroeste de las provincias de Tucuman (San Miguel de Tucuman)
y Jujuy (Calilegua). También algunos ejemplares fueron liberados en el centro del pais en
Cérdoba (Cruz del Eje y Yacanto) (Turica 1968). Nuevas liberaciones fueron realizadas en
Tucuman en 1977 y en 1986 (Ovruski & Fidalgo 1994). A principios de septiembre del afio 1999
fue nuevamente introducido a fin de reanudar el empleo de enemigos naturales contra C.
capitata y A. fraterculus. Desde ese momento hasta el presente, esta especie parasitoide esta
siendo criada a nivel semimasivo en la Planta Piloto de Procesos Industriales Microbioldgicos
(PROIMI) de San Miguel de Tucuman (provincia de Tucuman, Argentina) y en el Instituto de
Genética “Ewald A. Favret” (IGEAF), INTA Castelar (provincia de Buenos Aires, Argentina)
(Ovruski et al. 2003, Viscarret et al. 2006a, 2006b). En esa oportunidad el parasitoide se
introdujo en nuestro pais a través de un subsidio del Fondo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(FONCyT, Argentina) desde el Complejo Bioindustrial MOSCAMED-MOSCAFRUT (Metapa de
Dominguez, Chiapas, México) (SENASA, Expte. n° 14054/98).

En relevamientos de parasitoides de moscas de los frutos realizados en Montecarlo
(provincia de Misiones, Argentina) se registraron especimenes de D. longicaudata. El primer
registro de esta especie data de marzo de 2000 y luego fue encontrado en febrero y marzo de
2001 y abril de 2002. Asi, este parasitoide exético se ha establecido en al menos una provincia
argentina, aunque en pequefios nimeros (alrededor de 1/ de parasitismo) (Schliserman et al.
2003).

Para un mejor aprovechamiento de la implementacién de los programas de Control
Biolégico, son necesarios conocimientos tedricos y practicos de las técnicas y de los
organismos comunmente utilizados (Ovruski et al. 1999). El conocimiento de la biologia
general de la especie criada experimentalmente es fundamental. Los estudios sobre la
fisiologia, el comportamiento y la genética constituyen una base esencial para el desarrollo y
mantenimiento de una cria masiva (Cancino 1998).

e Relevancia del estudio genético y citogenético de Diachasmimorpha

longicaudata (Ashmead) (Hymenoptera, Braconidae)

La caracterizacion genética de Diachasmimorpha longicaudata como modelo de

estudio representa una idea innovadora, al brindar informacién de interés para estudiar la
evolucién de los mecanismos de determinacién del sexo en Hymnenoptera, y para dirigir la
produccién masiva de especies de importancia econdmica, obteniendo un mayor rédito con su
aplicacién en el Control Biolégico. Sin embargo, los estudios de genética molecular y de
citogenética en Hymenoptera son relativamente escasos.

Diachasmimorpha longicaudata, a diferencia de otros parasitoides, demostré una
facil adaptabilidad a las condiciones de cria en laboratorio; su manipulacién es sencilla, cuenta
con una amplia variedad de hospedadores y puede soportar variaciones en las condiciones
ambientales. En el contexto de cria artificial muestra una gran versatilidad en el manejo,
permitiendo la realizacién de todo tipo de cruzamientos y la fundacidon de lineas de
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determinadas caracteristicas o en determinadas condiciones, a fin de desarrollar estudios
genéticos y/o bioldgicos detallados. El hecho de contar con una provisién constante de
individuos y en elevado nimero dentro del mismo lugar de trabajo garantiza la realizacién de
diferentes clases de estudios (bioldgicos, genéticos, ecoldgicos, etc.) durante todo el afio.

Las caracteristicas anteriormente mencionadas permiten postular a D. longicaudata
como organismo modelo para la realizacién de distintos analisis bioldgicos, que luego podrian
ser transferidos a otras especies de parasitoides solitarios y cuya cria en condiciones artificiales
estad limitada. Asimismo, los estudios genéticos y citogenéticos realizados sobre esta especie
permitiran mejorar su cria en biofabricas, i.e. plantas dedicadas a su produccién masiva para
su liberacién en Control Biolégico, ampliar la informacion disponible sobre su bionomia y tratar
de dilucidar su mecanismo de determinacién del sexo. La presente Tesis Doctoral contribuird a
profundizar el conocimiento sobre la familia Braconidae que cuenta con una gran cantidad de
especies de importancia econdmica.
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e ¢Qué es la determinacion del sexo?

La mayoria de los organismos eucariontes se reproducen sexualmente para mezclar
su material genético y producir descendencia genéticamente diversa. Los machos y las
hembras difieren en los niveles morfoldgicos, fisiolégicos y de comportamiento. Este
dimorfismo sexual es el resultado de la integracién de dos procesos: la determinacién del sexo
y la diferenciacién sexual (Normark 2003).

Por determinacidon del sexo se entiende al conjunto de factores y mecanismos
genéticos que definen el caracter sexo de un individuo (Lacadena 1988). De este modo, la
determinacién del sexo se refiere al programa de desarrollo de un individuo que lo
compromete hacia el camino femenino o masculino (Sdnchez 2008). La decisién de si el cigoto
se desarrollard en un macho o una hembra se hace de manera diferente en las especies. En
principio, hay dos formas: i) la sefial de la determinacion sexual primaria es proporcionada por
el medio ambiente (determinacién ambiental del sexo), o ii) se determina genéticamente
(determinacién genética del sexo) (Vitkova 2007).

La inmensa mayoria de los organismos eucariontes se basan en la determinacién
genética del sexo, donde un gen o varios genes son responsables de activar la via de la
determinacion del sexo, lo cual se traduce en el desarrollo del sexo deseado,
independientemente de las condiciones ambientales. Los genes que regulan este programa se
denominan genes de determinacién del sexo, y llevan a la diferenciacion sexual a través de la
regulacion de la expresidon de los genes de citodiferenciacidon sexual, que dan origen a la
formacién de estructuras sexualmente dimdrficas que caracterizan a la hembra y al macho
adultos (Sadnchez 2008). En general, los genes de determinacién del sexo estan localizados en
los cromosomas sexuales (Vitkova 2007).

e Mecanismos de determinacion del sexo en insectos

El reino animal posee una gran cantidad de mecanismos a través de los cuales se
decide el género de un individuo, masculino o femenino (Bull 1983). Todos los tipos conocidos
de mecanismos de determinacion del sexo estan representados en la clase Insecta (Sanchez
2008). Existen distintas maneras de analizar la forma en que se determina el sexo en este
grupo de artrépodos, una de ellas se basa en el nivel de ploidia de los machos generados. Bajo
este sistema de clasificacion se pueden reconocer tres clases bdsicas de sistemas de
determinacién del sexo: aquellos donde los machos son diploides (diplodiploidia), aquellos
donde los machos son haploides (haplodiploidia) y aquellos sin machos (telitoquia) (Normark
2003).

- Diplodiploidia

Cada individuo tiene dos padres y lleva un genoma diploide que consiste en los
genomas haploides de cada padre. Cada individuo macho hereda un genoma haploide de su
madre y uno de su padre, y ambos genomas tienen igual probabilidad de transmisién a través
de su esperma. Este mecanismo es caracteristico de la gran mayoria de las especies de
insectos, siendo un sistema ancestral en todos los érdenes excepto Thysanoptera y Hemiptera
(Normark 2003).

12
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- Haplodiploidia

La haplodiploidia estd en el limite entre la determinacidn del sexo ambiental y la
determinacién genética del sexo. Este mecanismo de determinacidn sexual es una
caracteristica bien conocida de Hymenoptera, aunque también esta presente en Thysanoptera,
algunos Homoptera, Coleoptera y Acari (revisado en Leather & Hardie 1995).

La determinacién sexual por haplodiploidia no depende de la presencia de
cromosomas sexuales, pero en ella los machos y las hembras tienen diferente constitucion
cromosOmica (van Wilgenburg et al. 2006). En este caso, el sexo de la descendencia es
controlado por la madre, que produce hembras diploides por fecundacién o machos haploides
generados por partenogénesis y mitosis (White 1973, Bull 1983, Vitkova 2007).

La forma mds conocida de haplodiploidia es la haplodiploidia arrenotdquica, en la
gue los machos se desarrollan a partir de huevos no fertilizados y sélo poseen el genoma
heredado de su madre. Las hembras se desarrollan a partir de huevos fertilizados, por lo que
presentan tanto el genoma paterno como el materno. Este mecanismo de determinacion
sexual también es denominado simplemente arrenotoquia, i.e. el nacimiento virginal de los
machos, y esta presente en los érdenes de insectos Thysanoptera, Hymenoptera, Hemiptera y
Coleoptera (Normark 2003)

Ademas de la haplodiploidia arrenotdquica, hay otra clase de sistemas genéticos en
la que los machos se desarrollan a partir de un cigoto que contiene un genoma haploide
materno y un genoma haploide paterno, pero sélo el genoma materno se transmite a través
de su esperma. Este mecanismo de determinacién sexual se llama sistema de eliminacién de
genoma paterno y se encuentra en Hemiptera, Coleoptera y Diptera (Herrick & Seger 1999,
Normark 2003). El sistema de eliminacidon de genoma paterno es idéntico a la arrenotoquia en
términos de la transmisién genética (Normark 2003).

- Telitoquia

En un sentido amplio, la telitoquia se refiere a los sistemas genéticos en los que las
hembras transmiten sélo genes maternos y producen sélo hijas. Por lo tanto, abarca los
sistemas que carecen por completo de los machos, i.e. partenogénesis telitoca, asi como los
sistemas mas raros en los que el apareamiento con machos de una especie relacionada es
necesario para iniciar el desarrollo, i.e. telitoquia esperma-dependiente (Normark 2003).

Las caracteristicas principales de la telitoquia son: i) la eficiencia reproductiva, con
poco o ningln malgasto de energia (Hamilton 1975) vy ii) la falta de recombinacién entre los
genomas de diferentes individuos. La telitoquia ocurre con frecuencia en muchos grupos de
organismos, pero es especialmente frecuente en los pequerios invertebrados terrestres y que
habitan en agua dulce (Bell 1982, Suomalainen et al. 1987, Chaplin et al. 1994, Judson &
Normark 1996). El gran nimero de linajes de insectos telitocos refleja este patron (Normark
2003).

- Sistemas mixtos

Esta es una categoria muy heterogénea de los sistemas genéticos, que incluye a
todos aquellos sistemas complejos en los que hay una alternancia (ya sea facultativa o ciclica)
entre dos de los diferentes sistemas genéticos descriptos previamente. A pesar de que machos
diploides pueden ocurrir en altas frecuencias en las poblaciones haplodiploides (Krieger et al.
1999) y pueden ser fértiles (Roubik 2001), no se han encontrado sistemas de alternancia entre
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diplodiploidia y haplodiploidia; en general es la telitoquia la que se alterna con cualquiera de
ellos dos. Debido a que estos sistemas mixtos representan transiciones entre los sistemas
genéticos, son potencialmente una fuente rica de informacién sobre la historia evolutiva de
estas transiciones (Normark 2003).

e Mecanismos de determinacion del sexo en Hymenoptera

El mecanismo caracteristico de determinacion del sexo en este orden es la
haplodiploidia, i.e. los machos son haploides, desarrollandose por partenogénesis de huevos
no fertilizados, recibiendo un Unico conjunto de cromosomas maternos; y las hembras son
diploides, proveniendo de huevos fertilizados, presentando los dos juegos de cromosomas,
maternos y paternos (Cook 1993, van Wilgenburg et al. 2006, Sdnchez 2008). Las hembras
arrenotéquicas suelen tener control sobre la fecundacion mediante la liberacion de los
espermatozoides a un huevo en la oviposicién y, facultativamente, pueden ajustar la
proporcién de sexos de su progenie (van Wilgenburg et al. 2006).

Las especies telitdquicas, compuestas enteramente de hembras, también ocurren
pero son menos comunes (Slobodchilcoff & Daly 1971, Luck et al. 1992). En las especies
telitoquicas las hembras diploides se desarrollan por partenogénesis de évulos no fertilizados y
no hay machos (Slobodchilcoff & Daly 1971, White 1973, Bull 1983, Luck et al. 1992). La
distribucién desigual taxondmica de la telitoquia es compatible con varios origenes evolutivos
independientes a partir de especies ancestrales arrenotéquicas (White 1973, Bull 1983).

La haplodiploidia, con la consecuente ausencia de cromosomas sexuales, constituye
un aspecto llamativo. Los genes recesivos deletéreos, que pueden quedar enmascarados en las
hembras heterocigotas, se expresan en los machos haploides, siendo eliminados de la
poblacién (Bruckner 1978, Crozier 1985, Werren et al. 1993, Antolin 1999). Esta capacidad de
purgar con relativa rapidez las mutaciones deletéreas hace que las Hymenoptera se consideren
relativamente inmunes a los efectos de la endogamia (Werren 1993, Hedrick & Parker 1997,
Luna & Hawkins 2004) reduciendo, tedricamente, los riesgos intrinsecos de extinciéon en
comparacion con las especies diplodiploides (Zayed & Packer 2005). Sin embargo, la
haplodiploidia no resulta en una eliminacion total de la carga mutacional (Werren 1993,
Hedrick & Parker 1997), ya que se han predicho y observado niveles de depresion por
endogamia en varias especies (Luna & Hawkins 2004).

A pesar de la generalizacidn del sistema haplodiplonte, en mds de 60 especies se ha
descripto la presencia de machos diploides (Heimpel & de Boer 2008), que suelen aparecer en
poblaciones en condiciones de alta endogamia o de baja diversidad genética (de Boer et al.
2008). Los machos diploides pueden ser viables o inviables, estériles o fértiles (van Wilgenburg
et al. 2006, de Boer et al. 2008). En cualquier circunstancia, los machos constituyen una carga
genética para la poblacidn ya que provocan el desvio de la proporcién de sexos hacia ellos al
originarse a partir de huevos fecundados, a expensas del desarrollo de hembras reproductivas
(Liebert et al. 2004, van Wilgenburg et al. 2006). La produccion de machos diploides en
himendpteros tiene una serie de consecuencias evolutivas importantes, entre las cuales
pueden mencionarse la reduccion del potencial de crecimiento de la poblacién (Stouthamer et
al. 1992) y el tamafio efectivo de la misma (Zayed 2004), lo cual incrementa el riesgo de
extinciéon (Zayed & Packer 2005). En el caso de las especies criadas masivamente para Control
Bioldgico, el desarrollo de machos diploides constituye una pérdida en la productividad y una
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disminucion en la efectividad de la liberacion, porque son las hembras las que, fecundadas o
no, ejerceran su accion sobre la plaga (Stouthamer et al. 1992). Por todo lo expuesto, se
destaca la necesidad de estudiar el sistema de determinacidon del sexo en especies de
importancia econémica, ya que el conocimiento de sus bases permitiria, entre otras cosas,
realizar un manejo apropiado de la poblacién, para asi mejorar su productividad.

El hecho de detectar machos diploides lleva a complejizar el mecanismo de
determinacién del sexo originalmente descripto como haplodiploidia, incorporando otros
elementos. Distintos modelos del mecanismo genético de la haplodiploidia se han planteado
para explicar la existencia de machos diploides y entre ellos pueden mencionarse: balance
materno-cigético (Beukeboom 1995), balance genético (Cunha & Kerr 1957), impronta
genética o “imprinting” genético (Beukeboom 1995), determinacion del sexo por fertilizacion
(Dobson & Tanouye 1998), determinacion del sexo por impronta genémica o “imprinting”
gendémico de efecto materno (Beukeboom et al. 2007) y determinacion del sexo por alelos
complementarios, ya sea por un locus como por multiples loci (Snell 1935, Whiting 1939, 1943,
Crozier 1971, 1977) (Tablas 1y 2):

1) Balance materno-cigotico

El sexo del individuo esta determinado por: i) el genoma de la madre, i.e. por genes
de efecto materno cuyos productos estimulan el desarrollo de machos e inhiben la produccion
de hembras; ii) el genotipo del individuo, es decir genes de efecto cigético; iii) alguna
interaccidn entre estos componentes, de modo tal que, un complemento diploide inhibe
satisfactoriamente el desarrollo de machos y produce hembras, mientras que un complemento
haploide resulta en machos (Beukeboom 1995, Werren et al. 2002).

2) Balance genético

El sexo es determinado por una serie de genes masculinizantes (m) de efecto no
acumulativo y una serie de genes feminizantes (f) de efecto acumulativo. Los efectos de los
genes m son los mismos en individuos haploides y diploides y pueden ser representados como
M, mientras que el efecto de los genes f sera F en individuos haploides pero 2F en los diploides
(Cunha & Kerr 1957). El sexo se determina por la relacién 2F>M>F, de manera que los loci
productores de machos son dominantes en individuos haploides, mientras que los productores
de hembras lo son en organismos diploides y poliploides. Este modelo se observa, por ejemplo,
en colonias de hormigas.

3) Impronta genética o “Imprinting” genético

Este modelo sugiere que no es la ploidia lo que determina el sexo, sino la presencia o
ausencia de impronta genética en el genoma. En este modelo el genoma que es paterno en
una generacion, es materno en la siguiente (Haig 1998). En el genoma materno se asume una
impronta genética especifica del locus determinante de sexo (S), el cual se une a un producto
(P) que esta presente en el huevo o cigoto (Beukeboom 1995). Las hembras anulan el locus S
durante la oogénesis, de modo que no puede unirse a P y entonces los huevos lo llevan en
estado inactivo (Si). Los machos no anulan el locus S y, por lo tanto, puede unirse a P
transmitiéndolo en estado activo (Sa). Cuando P esta unido a S se activan los genes que van a
desarrollar el patréon femenino, mientras que cuando estdn separados, el individuo se
desarrolla como macho. En el genoma paterno, durante el desarrollo de los machos, una
porcién de la linea germinal es modificada. Todos los huevos que posean sélo cromosomas
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derivados de la madre se desarrollaran como machos y cualquier huevo que reciba el genoma
paterno completo se desarrollard como hembra debido a la impronta genética (Mahowald &
von Wettberg 1999).

4) Determinacion del sexo por fertilizacion

El sexo del individuo estd determinado por la fertilizacién y no por la ploidia del
individuo. Asi, embriones no fertilizados se desarrollan en machos y embriones fertilizados se
desarrollan en hembras (Dobson & Tanouye 1998).

En ambos genomas se propone que uno o mas loci tienen una impronta genética
distinta en machos y hembras. Los huevos no fertilizados sélo poseen el genoma materno con
la impronta materna y se desarrollan en machos. Los huevos fertilizados también poseen el
genoma paterno con la impronta paterna, resultando en hembras (Poiré et al. 1993,
Beukeboom 1995).

5) Determinacion del sexo por impronta genémica o “imprinting” gendmico de
efecto materno

El sexo del individuo esta determinado por el gen zsd (“zygotic sex determiner”), cuya
actividad determina el desarrollo de hembras. Un gen de efecto materno (msd, “maternal sex
determiner”) marca por “imprinting” el gen zsd durante la oogénesis, por lo que el alelo de zsd
heredado por via materna esta inactivo en el cigoto. En consecuencia, los cigotos haploides se
desarrollan en machos. Dado que el gen msd es de efecto materno, no estd activo durante la
espermatogénesis y, por lo tanto, el gen zsd heredado por via paterna no estd marcado y
permanece activo y con capacidad de expresarse, dando como resultado el desarrollo de
hembras (Beukeboom et al. 2007, Sanchez 2008).

6) Determinacion del sexo por alelos complementarios
El modelo mas extendido es el de alelos complementarios, que se observa en las
sociedades de insectos matriarcales, como la abeja melifera, donde la reina tiene dotacion
diploide y produce gametos que pueden ser fecundados por machos para dar hembras, o no
ser fecundados y originar machos (Whiting 1939, 1943, Beukeboom et al. 2007, Sdnchez 2008).
En este modelo, el sexo masculino no es una propiedad de la haploidia por si misma.
Al realizar cruzamientos consanguineos se descubre que se podian obtener machos diploides vy,
por ello, se establece que la feminidad es producida cuando en un locus determinado se
produce la heterocigosis para cualquiera de las combinaciones posibles de una serie alélica. La
hemicigosis del estado haploide y la homocigosis de los diploides consanguineos son los que dan
lugar a machos. En caso de varios loci con dos o mas alelos, la heterocigosis en al menos un
locus ya daria lugar a una hembra (Cook 1993, Sanchez 2008).
Este modelo presenta tres variantes:

a) Un locus con varios alelos (“SI-CSD: single locus complementary sex
determination”): los individuos son hembras si llevan dos alelos diferentes (heterocigotas) y
machos si llevan un alelo (hemicigotas) o mas copias del mismo alelo (homocigotas) (Whiting
1939, 1943);

b) Varios loci con dos alelos cada uno (“MI-CSD: multilocus complementary
sex determination”): se asumen varios loci sexuales y de la heterocigocidad en cualquiera de
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ellos surgen hembras, mientras que si todos los loci son homocigotas o hemicigotas, los
individuos se desarrollan como machos (Snell 1935);

c) Mdltiples loci con varios alelos cada uno: es un modelo general que
involucra “n” loci cada uno con “k” alelos sexuales (Crozier 1971, 1977).

e Mecanismo de determinacion del sexo por alelos complementarios en
Hymenoptera

Sobre la base de que los niveles de endogamia suelen ser altos en varias especies de

Hymenoptera, es esperable que la carga genética asociada a la determinacién del sexo por

alelos complementarios conlleve a la seleccion de modos de determinacion del sexo que no
resulten en la costosa produccion, desde el punto de vista genético, de machos diploides. Por
otro lado, no todos los himendpteros presentan este modelo del mecanismo genético de la
haplodiploidia. Sin embargo, estudios filogenéticos (Cook 1993, Cook & Crozier 1995) sugieren
gue el modelo del mecanismo de determinacion del sexo por alelos complementarios seria
ancestral en Hymenoptera (Cook & Crozier 1995) especialmente, en la superfamilia
Ichneumonoidea y la familia Braconidae (Beukeboom et al. 2000). Aun mads, el sistema de
determinacién por alelos complementarios en un locus simple, es considerado el modelo
ancestral en el clado Aculeata-Ichneumonidea. No obstante, muy pocas especies de los grupos
taxondmicos basales han sido analizadas para este sistema (Figura 3) (Beukeboom et al. 2007).

Filogenia csp(+ o —) Taxonomia
Symphyta —— Tenthredinoidea 3 especies + Symphyta
Apoidea 45 especies +
Aculeata Aculeata
Bethyloicea  1especie -
Braconidae 7especies +, 5 especies -
Ichneumonoikiea
Ichneumonidae 12 especies +
i Parasitica
Proctotrupomorpha — Chalcidoidea 12 eSpecies -
Evaniopomorpha —————— desconocido

Figura 3. Distribucién filogenética del modelo de determinacion del sexo por alelos complementarios en
Hymenoptera. Imagen presentada en Beukeboom y colaboradores (2007), a partir de datos de Cook &
Crozier (1995) y van Wilgenburg y colaboradores (2006). Los signos + representan presencia y los signos
—representan ausencia del modelo.

Este modelo de determinacidn sexual por alelos complementarios en un locus o
varios loci, es el Unico que provee un modelo matematico que puede ser puesto a prueba
mediante el estudio comparativo de la proporcion de sexos en condiciones de endo y
exogamia (Carabajal Paladino et al. 2003) y el analisis de la proporcién de machos diploides
producidos. La especie donde fue originalmente descripto es la avispa Habrobracon juglandis
(=Bracon hebetor) (Ashmead) (Hymenoptera, Braconidae) (Whiting 1943). En Apis mellifera
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(Linnaeus) (Hymenoptera, Apidae) se demostré que el sexo estd determinado por alelos
complementarios en un locus Unico y actualmente se cuenta con una descripcién completa de
la secuencia del gen determinante del sexo (csd, “complementary sex determinator”) y de sus
variantes alélicas (Beye et al. 2003). El gen csd, se extiende por 9,3 Kb, tiene 9 exones y una
estructura similar a los genes transformer (tra) de los dipteros. El producto de este gen es un
transcripto de 1,5 Kb que codifica una proteina de 385 aminoacidos, rica en serina y arginina
(Figura 4).

El gen csd se transcribe en ambos sexos y tiene una region altamente variable
responsable de la variabilidad alélica que caracteriza al locus y da origen a diferentes isoformas
de la proteina Csd. Segun el modelo propuesto por Beye y colaboradores (2003) y Beye (2004)
la heterocigocidad en los alelos produce dos isoformas funcionales de la proteina Csd, capaces
de formar un complejo que determina el desarrollo femenino, mientras que la hemicigocidad o
la homocigocidad genera una Unica isoforma de la proteina Csd que no puede generar un
complejo funcional, y por lo tanto determina el desarrollo de machos.

A
[
1453 nt
9/ TAA —_—
csd 1 kb
Regién
B hiper-variable
401- 428 aa

Dominio RS Regidn rica
en prolina

Csd

Figura 4. Representacion grafica del gen c¢sd y su producto proteico segln presentada en Beye (2004).
(A) En amarillo se representan los exones, se indica coddn de inicio y de finalizacién y la longitud del
transcripto final. (B) Representacion de los distintos dominios de la proteina Csd: en rosa el dominio SR
rico en arginina-serina, en gris la regién hipervariable que tiene distinto nimero de repeticiones segun la
variante alélica, y en azul la region rica en prolina. La cantidad de aminodacidos varia entre los valores
indicados, segun la variante alélica.

Hasselman y colaboradores (2008) describieron otro componente de la cascada
regulatoria del gen csd, que también estd localizado en el locus determinante del sexo, a 12 Kb
de distancia del csd. Los autores proponen que el gen feminizer (fem) es el gen ancestral a
partir del cual se origind el csd y codifica para una proteina del tipo SR con un dominio rico en
arginina y serina. Ademas, el gen fem presenta una estructura similar al gen tra de dipteros,
con mayor similitud al de Ceratitis capitata. Al igual que el gen tra, el gen fem genera dos
variantes por corte y empalme o “splicing” alternativo. La variante especifica de machos tiene
un codon de finalizacion que lleva a un producto no funcional, mientras que la variante
especifica de hembras codifica para una proteina funcional (Figura 5). Mediante ensayos con
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ARN de interferencia, tanto para el gen fem como para el csd, se demostré que el producto de
fem es indispensable para el desarrollo de hembras y que estaria controlado por el csd.

Cabe destacar que los estudios filogenéticos, basados tanto en la secuencia génica
como en el producto proteico de los genes fem y csd, indican que este ultimo se origind por
duplicacién a partir del fem luego de la separacidn de las abejas sin aguijén, los abejorros y las
abejas (hace 70 millones de afios), pero antes de la divergencia de las abejas (hace 10 millones
de afios) (Figura 6). Por lo tanto, el gen csd no seria la base molecular universal para la
determinacién del sexo por alelos complementarios en una gran variedad de especies de
himendpteros, incluyendo hormigas y avispas, sugiriendo que existe otra sefial primaria en
estas especies (Hasselmann et al. 2008).

ATG TAA
?
AAA
ATG TGA
a
AAA
1kb

Figura 5. Diagrama de las variantes de corte y empalme de fem segin Hasselmann y colaboradores
(2008). Los exones en comun se representan en blanco y los exones especificos de macho en gris. Se
indican los codones de inicio y de finalizacion y el sitio de poliadenilacion.

Actualmente este modelo de determinacién del sexo por alelos complementarios ha
sido descripto en mas de 60 especies de Hymenoptera, incluyendo moscas de sierra o0 moscas
portasierra (Symphyta), avispas parasitoides (Apocrita, Parasitica) y hormigas, abejas y avispas
(Apocrita, Aculeata).

19



LZ Carabajal Paladino — Tesis Doctoral Determinacion del Sexo

A B
Sustitucione! A. dorsata
. A. = ;
y mellifera | 054 Apis
g A. cerana
8
Fem Apis
em M. compressipes
Fem N. vitripennis
csd & ;
Sustituciones § Ao
sinénimas
por sitio
0.05
o
A
g
A mellifera
fem A. cerana
A. dorsata

] fem M. compressipes[

I fem B. terrestris I

Figura 6. Filogenias presentadas por Hasselmann y colaboradores (2008). (A) Filogenia basada en la
secuencia génica de los genes csd (rojo) y fem (azul). Los nimeros representan los valores de bootstrap
mayores a 80/ . (B) Filogenia basada en la secuencia proteica de los productos Csd (rojo) y Fem (azul),
incluyendo las secuencias disponibles en Nasonia vitripennis (Walker) (Hymenoptera, Chalcidoidea). Los
numeros representan los valores de bootstrap mayoresa 80/ .

e Experimentos para el estudio del modelo de determinacién del sexo por
alelos complementarios
A fin de encontrar evidencias suficientes para poner a prueba o demostrar la
presencia del modelo genético de determinacion sexual por alelos complementarios en
determinadas especies, pueden utilizarse diversos acercamientos, cada uno con distinto grado
de certidumbre (van Wilgenburg et al. 2006). En orden creciente de certeza:
1) Explicaciones post-hoc para un desvio importante hacia machos en la proporcion
de sexos tanto en crias artificiales como en muestreos a campo.
2) Verificacidén y cuantificacién de la presencia de machos diploides a través de
técnicas citogenéticas (conteo cromosdmico), morfoldgicas (medicion de tamafio, peso,
densidad de quetas en las alas), genéticas (estudio de microsatélites) o electroforéticas

(estudio de alozimas).

3) Analisis de la proporciéon de sexos en experimentos de alta endogamia y su
comparacion con las predicciones del modelo.

4) Combinacion de 2y 3.

5) Mapeo de ligamiento del locus sexual y/o su caracterizacion molecular (van
Wilgenburg et al. 2006).
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e Generalidades citogenéticas
Los himendpteros del grupo Parasitica constituyen uno de los grupos taxonémicos

mas complejos de insectos (Rasnitsyn 1980, Quicke 1997) y, a pesar de su importancia
econdmica como controladores de plagas de la agricultura y forestales asi como de ciertos
insectos benéficos, i.e. depredadores y parasitoides primarios (Viktorov 1976, Rasnitsyn 1980,
Godfray 1994), muchos de los problemas de su taxonomia han sido insuficientemente
investigados (Gokhman 2004). El uso de técnicas de investigacion moderna puede ser muy util
en los himendpteros parasitoides, dado que ellas proveen informacidn complementaria para
resolver problemas taxondmicos y filogenéticos (Gokhman 2007a, 2007b).

Los estudios cariotipicos tienen ciertas ventajas indiscutibles sobre los métodos
experimentales utilizados en los estudios taxondmicos y filogenéticos en los himendpteros. Los
datos obtenidos en las ultimas décadas demuestran que los estudios cariolégicos pueden
proporcionar resultados importantes sobre la estructura genética, el ciclo de vida vy

caracteristicas ecoldgicas, taxonomia, evolucion y filogenia de los insectos (Gokhman &
Kuznetsova 2006, Gokhman 2009).

Los estudios citogenéticos permiten revelar ciertas caracteristicas estructurales de
cada uno de los cromosomas y del cariotipo en su conjunto. A nivel de cada cromosoma estas
caracteristicas son: el tipo morfoldgico, que se caracteriza por la presencia o ausencia de un
centromero localizado (cromosomas monocéntricos u holocinéticos, respectivamente); la
longitud absoluta y relativa de los cromosomas (expresado en porcentaje de la longitud total
de todos los cromosomas en el conjunto haploide); la presencia de constricciones secundarias,
que en la mayoria de los casos son regiones organizadoras nucleolares (NORs); el indice
centromérico; presencia, distribucién y composicién de heterocromatina. Las caracteristicas de
los cariotipos son: el nimero de cromosomas, tanto diploide como haploide; el mecanismo de
determinacién del sexo, incluyendo la presencia o ausencia de cromosomas sexuales; el
numero de brazos del cromosoma; el grado de simetria del cariotipo (Borges et al. 2004,
Gokhman & Kuznetsova 2006, Gokhman 2009).

Estas caracteristicas cariotipicas se describen por medio de técnicas de tincién
convencional, eficientes para la caracterizacién numérica y estructural, técnicas de bandas
cromosomicas (bandas C, tincidn argéntica o AgNOR, bandas fluorescentes) y/o hibridacién in
situ fluorescente (FISH) con sondas especificas de ADN. Las técnicas de bandas cromosdmicas
son importantes al permitir un conocimiento mas detallado de la estructura cromosémica, asi
como la deteccién de posibles alteraciones o reordenamientos cromosdémicos que pudieran
haber ocurrido en el cariotipo de una especie (Pompolo & Takahashi 1990a, Gomes et al.
1998).

Si bien hoy en dia se cuenta con informacién sobre el nimero cromosémico de mas
de 400 especies de himendpteros, los estudios mas detallados empleando técnicas de bandas
cromosOmicas y de citogenética molecular se han centrado particularmente en especies
sociales (Gokhman & Kuznetsova 2006).
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¢ Numero, morfologia y tamaino cromosdmico

En el caso particular de los endoparasitoides, la insuficiente informacidn sobre el
genotipo de la mayoria de las especies se debe a que los estados inmaduros de desarrollo
ocurren en el interior del pupario del hospedador, dificultando el acceso al material en el
momento adecuado para su analisis.

El nUmero cromosdmico haploide (n) de las diferentes especies de Hymenoptera del
grupo Parasitica puede variar de 3 a 23. El nUmero cromosémico haploide mas bajo, n = 3, se
describié para Aphidius sp. (Nees) (Hymenoptera, Braconidae), Encarsia protransvena
(Viggiani) (Hymenoptera, Aphelinidae), Brachymeria intermedia (Nees) (Hymenoptera,
Chalcididae) y Perilampus ruschkai (Hellén) (Hymenoptera, Perilampidae) (Hung 1986, Quicke
1997, Baldanza et al. 1999, Gokhman 2000, 2005), mientras que el nimero mas alto, n = 23, se
observé en Fopius arisanus (Sonan) (Hymenoptera, Braconidae) (Kitthawee et al. 2004). La
distribucién de las especies segin el nimero cromosémico haploide es bimodal, con dos
ndimeros cromosoémicos modales, n =6y 11 (Gokhman 2003, 2004, 2006).

Las estimaciones de los niveles de diversidad de los caracteres cromosdmicos en los
Hymenoptera Parasitica han cambiado sustancialmente durante las ultimas décadas. Hasta
mediados de los afios 70, la mayoria de los especialistas proponian que los numeros
cromosoémicos de este grupo de insectos eran muy uniformes (Crozier 1975). Sin embargo,
publicaciones simultdneas demostraron que los miembros de diversas familias podian diferir
en el numero de cromosomas (Goodpasture 1974, 1975, Goodpasture & Grissell 1975).
Actualmente, estd ampliamente aceptado que el nimero cromosdmico de estos insectos es
relativamente estable a nivel de género, aunque algunas veces se observan diferencias en este
ndamero incluso entre poblaciones morfolégicamente indistinguibles de himendpteros
parasiticos (Gokhman & Quicke 1995, Gokhman 1997a, 2000, 2002a).

Los cromosomas de los himendpteros del grupo Parasitica, asi como los del orden en
general, son monocéntricos, es decir, presentan una constriccion primaria conspicua donde se
concentra la actividad cinética durante la migracidon en anafase (Crozier 1975). El tamafo
cromosomico varia entre 12-15 y 0,5-1 um; sin embargo, la mayoria de los cromosomas son de
tamafio mediano (3-5 um) (Gokhman 2003, 2004). En promedio, el tamafio y numero
cromosdmico presentan una correlacidon negativa no sélo en este grupo, sino también en otros
miembros del orden (Gokhman 2009). En general, los cromosomas de la mayoria de los
miembros de este grupo decrecen gradualmente de tamafio y el cromosoma de menor
tamano del complemento usualmente difiere en longitud de 2 a 2,5 veces. Sin embargo, es
comun encontrar importantes diferencias de tamafio entre los cromosomas individuales en
algunos representantes de las familias Ichneumonidae, Braconidae, Drynidae y algunos
calcidoideos de las familias Eulophidae y Trymidae (Gokhman 2001a, 2002b, 2009).

Los cromosomas bibraquiados, i.e. con dos brazos bien diferenciados, prevalecen en
la mayoria de estos himendpteros. Los cromosomas acrocéntricos son relativamente comunes
en Cynipidae (Sanderson 1988) y sdélo estdn presentes en algunos representantes de otros
grupos como Ichneumonidae (Abe 1994, Gokhman 2001a, 2003, 2004). Por lo tanto, las
especies de Hymenoptera del grupo Parasitica se caracterizan por tener cariotipos simétricos
(Stebbins 1950).

Hasta el presente, se analizaron citogenéticamente 170 especies de la superfamilia
Ichneumonoidea, que incluyen 110 especies de la familia Ichneumonoidae y 60 de Braconidae
(Gokhman 2009) (Figura 7). En esta superfamilia, los nimeros cromosémicos haploides varian
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de 3 a 21, con una moda en 11. El mismo numero modal (n = 11) es caracteristico para
Ichneumonidae, con un rango entre n = 6 — 21. Sin embargo, para la mayoria de los miembros
de la familia Braconidae, la variaciéon de los valores de n es mucho menor, de 3 a 20, pero con
dos modas en 7 y 10 (Gokhman 2004).

El analisis de la variacién de los numeros cromosdmicos en las avispas parasiticas de
la familia Braconidae muestra que prevalecen valores diferentes en las tres principales ramas
filogenéticas del grupo. Los numeros cromosdémicos entre 14 y 20 son caracteristicos de los
Braconidae cicléstomos (subfamilias Doryctinae, Opiinae y Alysiinae), entre 3 y 9 son
predominantes en Alysiinae (grupo hermano de los Braconidae cicléstomos) y entre 5 y 11
para los Braconidae no-cicléstomos (subfamilias Meteorinae, Microgastrinae, Cheloninae, etc.)
(Figura 7) (Gokhman 2004).
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n 2n
Aphidius rhopalosiphi De Stefani Perez 7 14

Aphidius sp. 3 6
6 12
Aphidius ervi Haliday 5 10
3,567 6, 10,12, 14
Aphidius matricariae Haliday 7 14
Diaeretiella rapae Mcintosh 6 12

Dyscritulus planiceps Marshall 4 8

Ephedrus sp 27 214

4-79) Ephedrus californicus Baker 7 14
(7) Ephedrus persicae Froggatt 7 14
Aphidiinae | Ephedrus plagiator Nees 7 14
Falciconus pseudoplatani Marshall 7 14
Lysephedrus validus Haliday 7 14
Lysiphlebus confusus Tremblay & Eady 6 12
Lysiphlebus fabarum Marshall 6 12
Pauesia juniperorum Stary 6 12
Pauesia unilachni Gahan 6 12

Praon volucre Haliday 4 8

Praon dorsale Haliday 4 8

Praon abjectum Haliday 4 8
Trioxys pallidus Haliday 9 18
17 Doryctinae § Heterospilus prosopidis Viereck 17 34
Bracon brevicornis Wesmael 10 20
Habrobracon hebetor Say 10 20
10 i Habrobracon sp. aff. hebetor Say 10 20
Braconinae | Habrobracon juglandis Ashmead 10c¢. 20
1 22
Habrobracon pectinophorae Watanabe 10 20
Habrobracon serinopae Ramakrishna 10 20
S Exothecinae I Rhysipolis decorator Haliday 6 12
Biosteres blandus Haliday 14 28
Biosteres carbonarius Nees 14 28
1420 [23] Diachasmimorpha dacusii Cameron 20 40
i " Diachasmimorpha longicaudata Ashmead 20 40
e Opiinae Fopius arisanus Sonan 23 46
Psyttalia carinata Thomson 19 38
Psyttalia fletcheri Silvestri (Opius fletcheri) 17 34
Psyttalia incisi Silvestri 17 34
Alysia manducator Panzer 1" 22
[11] 16-17 Aphaereta tenuicornis Nixon 17 34
(17) Alvsiinae Asobara tabida Nees =16-18 ~32-36
; y Chorebus petiolatus Nees 16 32
Dacnusa sp. 17 34
Phaenocarpa persimilis Papp 17 34
9-11 L Bassus dimidiator Nees 9 18
Agathidinae | Bassus tumidulus Nees 9 18
Earinus gloriatorius Panzer 1 22
— Charmontinae I Charmon cruentatus Haliday L 10
6 12
14 " Macrocentrus thoracicus Nees 13 26
Macrocentrinae I Macrocentrus thoracicus Nees 14 28
?;10? Meteorus gyrator Thunberg 10 20
. Meteorus ictericus Nees 9 18
Meteorinae Meteorus pallipes Wesmael 10 20
Meteorus versicolor Wesmael 8 16
6-7 Chelonus cylindrus Nees 6 12
(6) Chelonus inanitus Linnaeus 6 12
Cheloninae | Chelonus insularis Cresson 7 14
Chelonus scabrator Fabricius 6 12
Microchelonus gravenhorstii Nees 6 12
19 Miracinae § Mirax sp. 10 20
Apanteles sp. 1" 22
Cotesia congregata Say 10 20
9-11 Cotesia glomerata glomerata 10 20
(1) ) : 12 24
| Microgastrinae | Cotesia sp. 1 22
Microgaster curvicrus Thomson 9 18
Microplitis demolitor Wilkinson 10 20
Microplitis ratzeburgi Ruthe 1" 22
Micropilitis tuberculifer Wesmael 1" 22

Figura 7. Arbol filogenético de Braconidae (adaptacién de Gokhman 2009; simplificado de Dowton et al.
2002). Se incluyen los valores limite de los nimeros cromosémicos, el nimero modal y los valores
aberrantes se indican entre paréntesis y entre corchetes, respectivamente. Naranja: Aphidiinae, rosa:
Braconidae ciclostomos, verde: Braconidae no-cicléstomos.
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Cantidad y composicidn de la heterocromatina constitutiva

El ADN del nucleo eucariota esta empaquetado con proteinas estructurales histénicas
y no histdnicas, ordenado en distintos niveles de compactacién (Woodcock & Dimitrov 2001,
Luger & Hansen 2005). El nivel de empaquetamiento varia a lo largo del ciclo celular y de la
diferenciacion celular. La cromatina alcanza su mayor grado de compactacién cuando se
dispone formando los cromosomas metafasicos y su menor grado de compactacién en el
nucleo interfasico. Sin embargo, la cromatina interfdsica no se encuentra completamente
descondensada y comprende dos tipos morfolégicamente diferenciables: la eucromatina
dispersa y la heterocromatina condensada (Hennig 1999, Richards & Elgin 2002). Los estudios
sobre la heterocromatina permitieron entender el papel de la modificacién de las histonas, del
ARN de interferencia y de otros mecanismos epigenéticos en el control de la actividad génica
(Jenuwein & Allis 2001, Lund & van Lohuizen 2004, Bernstein & Allis 2005, Grigoryev et al.
2006).

Se pueden diferenciar dos tipos de heterocromatina, aquella asociada con la
represion diferencial de porciones del genoma, como por ejemplo el silenciamiento de uno de
los cromosomas X en las hembras de mamiferos (Plath et al. 2002), llamada heterocromatina
facultativa, y aquella ubicada usualmente en las regiones teloméricas y pericentroméricas,
asociada a regiones pobres en genes y ricas en secuencias repetitivas y transposones (revision
en Kidwell 2002, Richards & Elgin 2002, Palomeque et al. 2006), llamada heterocromatina
constitutiva. Sin embargo, a pesar de la idea generalizada sobre la heterocromatina
constitutiva como material inerte, hay cada vez mds evidencias sobre su importante papel
durante el apareamiento cromosdmico y la correcta segregacion de los cromosomas
homdlogos, el efecto de posicién variegada y su composicidon en genes y otras secuencias
funcionales de ADN (Sumner 2003, Papeschi & Bressa 2006).

La distribucién, composicidon y cantidad de heterocromatina constitutiva provee
informacién esencial sobre la evolucidén de los cromosomas en eucariotas (Hoshiba & Imai
1993). En Hymenoptera, estudios previos revelaron varios patrones de bandas (Baldanza et al.
1991, Hoshiba & Imai 1993, Odierna et al. 1993). En particular, los cromosomas de avispas
parasiticas tienen usualmente segmentos de heterocromatina en posicién pericentromérica y
telomérica (Reed 1993, Hoshiba & Imai 1993, Gokhman 1997b, Baldanza et al. 1999, Gokhman
& Westendorff 2000), siendo rara la presencia de segmentos intercalares.

En Hymenoptera se utiliza el sistema TAM (Imai 1991) para la clasificacion de los
cromosomas en funcidn de la distribucidn de la heterocromatina en ellos. Existen tres
categorias basicas: telocéntricos (T), acrocéntricos (A) y metacéntricos (M). El cromosoma tipo
T es un cromosoma ideal que surge por fision céntrica de un cromosoma M vy se utiliza sélo
para estudios tedricos, ya que no existe en la practica. Los cromosomas tipo A y M se definen
segln si los brazos son eucromaticos o heterocromaticos y por la relacion en la longitud de los
brazospyq:

- A: brazo corto heterocromatico y brazo largo eucromatico, longitud brazo p <
longitud brazo q.
- M: ambos brazos eucromaticos, longitud brazo p = longitud brazo q.

A su vez, existen casos especiales como:
- A% ambos brazos eucromaticos, longitud brazo p < longitud brazo g.
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- A™: brazo p o q heterocromatico, longitud brazo p = longitud brazo q. Este tipo
de cromosoma ha recibido el nombre de “pseudoacrocéntrico”. Este término se propuso en
Hymenoptera para referirse a aquellos cromosomas con un brazo corto completamente
heterocromatico y un brazo largo eucromatico. Los cromosomas pseudoacrocéntricos son
relativamente frecuentes, encontrandose en mas de 56 / de las especies analizadas hasta el
momento (Tabla 3).

- A" ambos brazos heterocromaticos, longitud brazo p < longitud brazo q.

La técnica de bandas C revela la cantidad, distribucion y localizacion de la
heterocromatina constitutiva tanto en los cromosomas metafasicos como en los nucleos
interfasicos. Al aplicar esta técnica, ocurre la desnaturalizacién de las regiones cromosdmicas
menos condensadas, debido a la accidon de una solucidn alcalina (Macgregor & Varley 1988).
Sin embargo, el grado de condensacién y la habilidad de formar segmentos C positivos no
estan estrictamente correlacionados (Gokhman 2009); de hecho, la definicion citogenética de
heterocromatina debid ser expandida para incluir aquellas regiones que, aunque no
visiblemente condensadas, manifiestan silenciamiento de genes reporteros (Richards & Elgin
2002, Huisinga et al. 2006).

Una ventaja para el estudio de los segmentos heterocromatinicos en Hymenoptera,
es que el andlisis estandar de las preparaciones cromosdmicas muestra la presencia de
regiones mas fuertemente tenidas (Pompolo & Takahashi 1990a). Imai y colaboradores (1977,
1988) observaron que la técnica para la preparacién de cromosomas de hormiga, basada en
dispersidn y tincidon con Giemsa, demuestra regiones heteropicnéticas positivas, que llamaron
bandas C, sin necesidad de pretratamiento.

Bajo el sistema TAM, las bandas de heterocromatina constitutiva o bandas C positivas
localizadas en la regién pericentromérica, intersticial o terminal se representan como A®, A AY
MS, M' y M". Todas las combinaciones posibles, su representacion grafica y nomenclatura se

iEELD
1F

presentan en la Figura 8.
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Figura 8. Extraida de Hoshiba & Imai 1993. Representacion esquematica de los cromosomas con bandas
C de abejas y avispas, con su correspondiente nomenclatura.

La mayoria de los segmentos de heterocromatina constitutiva en los cromosomas
eucariotas contienen altas concentraciones de ADN altamente repetido (ADN satélite). Este
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ADN satélite puede variar en composicidon desde secuencias altamente ricas en pares de base
AT hasta secuencias altamente ricas en nucleétidos GC, y en longitud desde unidades de
repeticion constituidas por dos pares de bases hasta cientos o miles de pares de bases
(Sumner 1990). Sin embargo, no todos los segmentos de heterocromatina contienen ADN
altamente repetido. En los ultimos afios se han incrementado las evidencias sobre la
acumulacion de elementos transponibles en la heterocromatina (Sumner 1990). Ademas,
dentro de una misma especie o en un mismo cromosoma puede haber diferentes tipos de ADN
en la heterocromatina constitutiva; por lo tanto, las propiedades de la heterocromatina no
dependerian Unicamente de la presencia de secuencias de ADN especificas.

La técnica de bandas secuenciales fluorescentes provee informacién sobre la
composicidn de bases de la heterocromatina constitutiva revelada por bandas C, utilizando los
fluorocromos DAPI (4'6-diamidino-2-fenilindol) y CMA; (cromomicina Aj;). El fluorocromo DAPI
permite revelar si las regiones heterocromaticas C positivas estarian constituidas por
secuencias ricas en los nucleétidos AT, mientras que el CMA; revela si las regiones
heterocromaticas son ricas en los nucledtidos GC. Una composicion de bases diferencial
implica origenes independientes de la heterocromatina; por lo tanto, su caracterizacién
molecular resulta esencial para estudios taxondmicos y filogenéticos comparativos
(Domingues et al. 2005).

e Cantidad y distribucién de regiones organizadoras nucleolares (NORs)
En todos los eucariotas existen tres genes de ADN ribosomal (ADNr), 18S, 5,85y 28S,

unidos en una Unica unidad transcripcional y un cuarto gen (5S) que se dispone en repeticiones
pero se transcribe separadamente (Drouin & de Sa 1995). Las tres subunidades 18S, 5,85 y 28S
estdn separadas entre si por secuencias espaciadoras transcribibles internas (“internal
transcribed spacers”, ITS) y, a su vez, estan organizadas formando repeticiones en tandem
separadas entre si por un espaciador no transcribible (“nontranscribed spacer”, NTS) (Figura 9)
(Tautz et al. 1988, Hankeln & Schmidt 1993, Roehrdanz et al. 2010). En el genoma puede haber
100 o mas copias de estos genes; su distribucidon en los cromosomas y la cantidad de
repeticiones en cada locus varian segun la especie, la poblacion y los individuos (Lorite et al.
1997). La actividad de los genes ribosomales genera una estructura subnuclear distintiva, el
nucléolo, que es el sitio donde ocurre la biogénesis de los ribosomas (Scheer & Hock 1999). Es
por esta razdon que las agrupaciones o “clusters” de genes ribosomales constituyen las
denominadas regiones organizadoras nucleolares (NORs).

[ : Repeticion de ADNr NTS pe
” : '/’/
o [ 7
P [
(N T . . 285 I O TS I 285
ETS \5.88/ ETS \5.88/
TS 11s

Figura 9. Disposicion del ADNr eucaridtico 18S, 5,85 y 28S en tandem; el ADNr 5S se codifica
separadamente. NTS: espaciador no transcribible, ETS: espaciador transcribible externo, ITS: espaciador
transcribible interno.
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La regién NOR se suele observar en los cromosomas metafasicos como una
constriccién secundaria y cumple un papel crucial en la organizacién del material nucleolar al
finalizar la mitosis y/o meiosis. El nimero de regiones NORs puede variar de especie a especie;
sin embargo, dentro de un cariotipo dado, el nimero y localizacién de NORs son mas o menos
constantes. Por regla general, al menos una region NOR estd presente por juego de
cromosomas y su eliminacién resulta en un comportamiento nuclear anormal (Sumner 2003).

Las regiones NOR pueden ser detectadas por la técnica convencional de tincién
argéntica (AgNOR), que revela la funcionalidad de los genes ribosomales, y por la técnica de
hibridacidn in situ fluorescente (FISH) con sondas especificas de ADNr, que permite detectar la
localizacién precisa de los genes ribosomales. La tincion AgNOR es un método altamente
selectivo para la tincion del nucléolo en células interfasicas y de las regiones NORs en células
con cromosomas mitéticos y meidticos, que fueron transcripcionalmente activos durante la
interfase anterior (Goodpasture & Bloom 1975, Howell & Black 1980, Papeschi 1995). El
tamano de la sefal revelada con la tincién argéntica en los cromosomas es proporcional al
nivel transcripcional previo de la regién NOR (ver Hubbell 1985). Por otro lado, el FISH con
sondas de ADNr, autdlogas (ADN molde de la misma especie) o heterdlogas (ADN molde de
otras especies), detecta directamente la localizacion de los cistrones ribosomales
independientemente de su estado de actividad (Sumner 1990). El tamafio de la sefial de
hibridacién de una regién NOR es proporcional al nimero de cistrones ribosomales que
contiene (Wachtler et al. 1986, Suzuki et al. 1992, Leitch & Heslop-Harrison 1992).

La determinacién del nimero y localizacion de los loci de ADNr/AgNOR hace de ellos
un importante marcador cromosémico, que puede ser muy Util para la identificacion
taxondmica de especies, el analisis de la evolucidn del cariotipo y para un mejor conocimiento
de la estructura y organizacién cromosomica.

En algunos insectos de los 6rdenes Orthoptera (Camacho et al. 1991), Coleoptera
(Maffei et al. 2001) e Hymenoptera, incluyendo Formicidae, Sphecidae y Meliponini (Costa et
al. 2004), las bandas CMA; positivas colocalizan con las regiones NOR, indicando que los
“clusters” de ADNr son ricos en pares de bases GC y proveyendo una herramienta indirecta de
detecciéon (Schmid & Guttenbach 1988, Cerbah et al. 1995, Reed & Phillips 1995, Vitturi et al.
1999).

En Hymenoptera es comun detectar con bandas CMA; y/o FISH multiples regiones
NOR en el complemento cromosémico haploide (Hirai et al. 1994), pero sélo una cantidad
limitada de estos NORs se detectaron mediante tincién argéntica, i.e. son activos y forman un
nucléolo activo (Matsumoto et al. 2002). En Hymenoptera es muy frecuente la existencia de
sélo un par de NORs activos (Gokhman 2009).

e Comportamiento meidtico: oogénesis y espermatogénesis
El comportamiento de los cromosomas de himendpteros en los distintos procesos de

division celular es diferente en ambos sexos, especialmente durante la produccidn de gametas
(Crozier 1975). Debido al sistema genético de haplodiploidia (arrenotoquia) caracteristico del
orden, las hembras producen gametas mediante una division meidtica normal, mientras que
los machos llevan a cabo una meiosis modificada, similar a una mitosis (Patterson & Porter
1917, Dreyfus & Breuer 1944, Crozier 1975, Palomeque et al. 1990).
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Oogénesis: los ovarios en Hymenoptera son del tipo politréficos, con el desarrollo de
células nodrizas adyacentes a cada oocito. En el germario cada oogonia da origen a un grupo

de células, una de las cuales se desarrolla en oocito y el resto en células nodrizas para su
nutricion. En Parasitica, la meiosis femenina ocurre de una manera similar a la descripta para
otras especies de Hymenoptera (Tagami & Miura 2007). En particular, los cromosomas
meidticos usualmente se disponen en “bouquet” en cigotene (Stille & Davring 1980, Sanderson
1988). Hasta el presente, muy pocos son los antecedentes con respecto a la diverisdad
morfoldgica de los cromosomas meidticos y al niumero y distribucién de quiasmas en la
meiosis femenina (Gokhman 2009). Los antecedentes describen la existencia de un solo
quiasma por bivalente en las avispas parasiticas que poseen numeros cromosomicos altos
(Sanderson 1988, Gokhman et al. 1999). En contraste, en muchas avispas parasiticas con
menor nuimero de cromosomas la mitad de los bivalentes de los cariotipos meidticos
presentan por lo menos dos quiasmas (Gokhman 2001b, 2002b, 2002c, 2003). La mayoria de
los quiasmas son terminales, pero en algunos casos se han observado quiasmas subterminales
e incluso intersticiales (Gokhman et al. 1999, 2002b, 2003). Un fenémeno frecuente es la
disminucion en la tincion de los cromosomas durante la fase de crecimiento del oocito; el
grado de disminucion depende de la especie y termina con la aparicion de los cromosomas en
la metafase | meidtica. La maduracion del oocito se detiene en metafase | hasta que el huevo
es ovipuesto (Crozier 1975).

Espermatogénesis: debido al caracter haploide de los machos, la espermatogénesis
no puede desarrollarse a través de una meiosis normal, ya que no puede existir apareamiento
de homodlogos ni segregacion de genes. Hasta el momento, se describieron los siguientes
sistemas de gametogénesis en machos:

1) La primera divisién meidtica es abortiva, i.e. la primera divisidn meidtica ocurre sin
reduccidon cromosdmica. Todos los cromosomas migran hacia uno de los polos, resultando en
la expulsién de una yema de citoplasma anucleada. La segunda divisidn implica la separacion
de las cromatides hermanas y una divisiéon desigual del citoplasma, la célula méas pequefia
degenera y el Unico espermatocito generado da origen a un solo espermatozoide. Este sistema
de espermatogénesis fue descripto en abejas (Crozier 1975 y referencias incluidas).

2) La primera divisibn meidtica es abortiva, con la expulsién de un brote de
citoplasma anucleado. Sin embargo, en la segunda divisién la segregacion de las cromatidas y
del citoplasma es equitativa, dando origen a dos espermatozoides por cada espermatocito.
Este sistema se describié en una gran variedad de especies de Hymenoptera (Crozier 1975 y
referencias incluidas).

3) La primera division meidtica transcurre con la segregacion de las cromatides
hermanas a cada polo, dando origen a dos espermatocitos iguales. La segunda division
meidtica es abortiva y no resulta en la division del nucleo. En el citoplasma aparece una
constriccién en el lado opuesto al del nucleo, generdndose un glébulo de citoplasma anucleado
gue permanece unido al espermatocito a lo largo de la maduracién del espermatozoide. Como
resultado final, por cada espermatocito se generan dos espermatozoides. Este proceso se
describié en Telenomus fariai (Lima) (Hymenoptera, Scelionidae) (Dreyfus & Breuer 1944).

30



LZ Carabajal Paladino — Tesis Doctoral Antecedentes citogenéticos en Hymenoptera

e Reordenamientos cromosdmicos

Las mutaciones cromosdmicas involucradas en el origen de la diversidad cariotipica
observada en el orden Hymenoptera pueden clasificarse en dos grupos principales: aquellas
debidos a cambios en la estructura de los cromosomas y las que provocan variaciones en el
nuimero cromosémico (Swanson et al. 1981, Ayala & Kiger 1984).

1) Cambios en la estructura cromosdmica: las deleciones son raras en
Hymenoptera (Imai et al. 1977, 1988), ya que la pérdida irreversible de una pequefia parte del
genoma tiende a disminuir significativamente la viabilidad del portador, especialmente luego
de la transicién al estado homocigota (hembras) o hemicigota (machos). El Unico ejemplo de
delecién encontrado en este orden afecta segmentos heterocromaticos, que se supone
contienen pocos genes activos (Imai et al. 1977, 1988).

Por otro lado, las duplicaciones si son frecuentes en este grupo (Hoshiba & Imai
1993). Un claro ejemplo de este tipo de reordenamientos es el aumento en tdndem de la
heterocromatina constitutiva, que conlleva a Ila aparicion de los cromosomas
pseudoacrocéntricos (Gokhman 2009).

Otro tipo de fendmenos, como inversiones y translocaciones, son dificiles de
detectar, especialmente en estado homocigota (Gokhman 2009).

2) Cambios en el nimero cromosémico: las fusiones y fisiones cromosémicas son
los mecanismos mas importantes que afectan el nimero cromosémico (White 1973), siendo
considerados de suprema importancia durante el proceso de evolucién del cariotipo dentro de
este orden (Hoshiba & Imai 1993).

En el grupo Parasitica, al predominar los cromosomas bibragqueados, la posibilidad de
que ocurran fusiones céntricas es bastante limitada (Gokhman 2009). Sin embargo, este tipo
de reordenamientos son comunes en los grupos donde prevalecen los cromosomas
acrocéntricos, como por ejemplo en la familia Aphelinidae (Baldanza et al. 1999). Las fusiones
en tdndem ocurren con mayor frecuencia que las fusiones céntricas, encontrandose muchos
ejemplos en la subfamilia Ichneumoninae (Ichneumonidae) (Gokhman 1990).

El estudio de especies cercanas filogenéticamente permite evidenciar la ocurrencia
de fisiones (Gokhman 2009). Los ejemplos mds claros de este tipo de reordenamiento se
observan en la subfamilia Cheloninae (Braconidae) y en la mayoria de los miembros de la
familia Chalcididae. La evidencia mas comun de este tipo de alteraciones es la presencia de
cromosomas pseudoacrocéntricos, originados luego de la fisiébn por adicion de
heterocromatina (Gokhman 2001a).

Las aneuploidias también son frecuentes en las avispas parasiticas, siendo
principalmente hiperploides, i.e. los individuos contienen material cromosdmico adicional. Sin
embargo, no se han descripto individuos hipoploides, i.e. hembras con parte de su genoma en
estado haploide (Gokhman 2009).

Estos reordenamientos cromosdmicos en su conjunto llevan a alterar diversas
caracteristicas del cariotipo como: i) el nimero de cromosomas, ii) el tamafio de los
cromosomas, iii) la proporcidn entre cromosomas con dos brazos y cromosomas acrocéntricos,
iv) el tamafio y la localizacion de los segmentos de hetrocromatina constitutiva, v) la
localizaciéon y la cantidad de regiones organizadoras nucleolares y vi) la cantidad y localizacidon
de quiasmas (Gokhman 2009).
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e Evolucién del cariotipo
Al realizar estudios evolutivos a nivel de cariotipo, los nimeros cromosdmicos

modales son considerados como ancestrales o iniciales (Emelyanov & Kirillova 1989, Gokhman
& Quicke 1995, Shaposhnikov et al. 1998). Si bien existen diversas opiniones sobre esta
afirmacién (Frolich 1987, Quicke 1993), esta asociacién es muy probable, especialmente si se
consideran grupos externos para realizar comparaciones (Gokhman 2009).

Existen dos teorias principales sobre la tendencia de evolucion del cariotipo en
Hymenoptera. Una teoria general para el orden, propuesta por Imai y colaboradores (1986,
1988, 1994), y otra descripta por Gokhman (2004), especifica para el grupo Parasitica:

Teoria general para Hymenoptera: Imai y colaboradores (1986, 1988, 1994)
propusieron la Teoria de Interaccidn Minima (TIM) para explicar la evolucién del cariotipo en
Hymenoptera. Esta teoria plantea que el cariotipo primitivo tenia un nimero pequefio de
cromosomas de gran tamafio y, con el tiempo, estos cromosomas se hicieron mas pequefios e
incrementaron su ndmero a través de fisiones céntricas, a fin de prevenir interacciones
deletéreas en el nucleo interfasico, tales como translocaciones (Rocha et al. 2003). Esta teoria
supone que el incremento en el nimero cromosdémico ocurre a través de fisiones, que trae
aparejado un incremento en la cantidad de heterocromatina constitutiva debido a la
inestabilidad de los cromosomas luego de la fisidn, y la eliminacion de las nuevas bandas C a
través de fusiones céntricas o inversiones pericentroméricas. La observacién de cromosomas
pseudoacrocéntricos juega un papel muy importante en el desarrollo de esta teoria (Hoshiba &
Imai 1993). La TIM puede ponerse a prueba usando técnicas de citogenética molecular, al
analizar algun tipo de ADN localizado en la heterocromatina constitutiva, ya que el mismo se
dispersard y multiplicard a medida que las bandas C se incrementen durante la evolucién del
cariotipo (Hirai et al. 1994). Las regiones de ADNr constituyen uno de los mejores candidatos
para este tipo de experimentos, ya que en los cromosomas eucariotas se encuentran
frecuentemente en regiones de heterocromatina constitutiva (Babu & Verma 1987, Hadjiolov
1985, King et al. 1990, Hagemann et al. 1993, Hirai et al. 1994).

Teoria especifica para Parasitica: Gokhman (2002d, 2003) describié dos tendencias
principales:

1) Una disminucion en el nimero cromosdmico: este fendmeno pudo haber
ocurrido repetida e independientemente en los diferentes grupos de Hymenoptera parasiticos,
principalmente a través de fusiones en tandem y en menor frecuencia mediante fusiones
céntricas. Esta tendencia se observa principalmente a nivel de superfamilia y familia. Un
incremento en el nUmero cromosémico es caracteristico solo en algunos géneros y especies y
ocurre a través de la formacién de aneuploides o, en la minoria de los casos, mediante fisiones
céntricas (Gokhman 2004).

2) Un incremento en la asimetria del cariotipo: esta tendencia se limita sélo a
algunas familias, subfamilias y tribus de Parasitica. Estos cambios ocurren a través de un
incremento en la diferenciacidon de los cromosomas en cuanto a su tamafio y/o la proporcién
de cromosomas acrocéntricos en el cariotipo.

e Antecedentes sobre la citogenética de Diachasmimorpha longicaudata

El cariotipo de D. longicaudata fue descripto por Kitthawee et al. (1999) usando
preparaciones cromosomicas realizadas a partir de ganglio cerebral y génadas pretratadas con
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colchicina y tefiidas con Giemsa. El cariotipo consiste en 2n = 40 cromosomas en hembrasy n =
20 cromosomas en machos (15 metacéntricos — submetacéntricos y 5 telocéntricos). Dicho
namero cromosOmico fue corroborado en los individuos provenientes de la cria del
Laboratorio de Genética de Insectos de Importancia Econdmica, Instituto de Genética “Ewald
A. Favret”, INTA, Castelar (Figura 10) (Carabajal Paladino et al. 2004, Carabajal Paladino 2005).
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Figura 10. Cariotipo haploide de Diachasmimorpha longicaudata obtenido por aplastado y tincién con
hematoxilina a partir de testiculos de individuos en estado de prepupa. Cromosomas clasificados segun
Levan et al. (1965). Barra = 10 um (Carabajal Paladino et al. 2004, Carabajal Paladino 2005).
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En este marco tedrico, la presente Tesis Doctoral propone analizar dos aspectos del
parasitoide Diachasmimorpha longicaudata (Hymenoptera, Braconidae): su sistema de
determinacién del sexo y su complemento cromosdmico.

Para ello se plantea como objetivo general caracterizar a Diachasmimorpha
longicaudata desde el punto de vista citogenético con vistas a clarificar su sistema de
determinacidn sexual.

Como objetivos particulares se proponen:

1. Establecer el sistema de determinacidn del sexo en D. longicaudata, con el fin de
dilucidar si presenta el sistema de determinacién del sexo por alelos complementarios,
mediante:

1.1. el estudio de la proporcién de sexos secundaria en lineas de alta
endogamia, generadas a partir del cruzamiento de una hembra virgen y su hijo (ENSAYO 1);

1.2. la verificacion de la existencia de machos diploides mediante recuento
cromosémico en hijos descendientes de cruzamientos madre por hijo (ENSAYO 2).

2. Realizar estudios citogenéticos en D. longicaudata con el fin de determinar y
caracterizar el complemento cromosémico, el desarrollo meidtico y el sistema de
determinacion del sexo, mediante:

2.1. la descripcidon del cariotipo por las técnicas de tincidn convencional,
bandas C, impregnacion argéntica (AgNOR), bandas secuenciales fluorescentes (DAPI/CMA;) y
de hibridacion in situ fluorescente (FISH) con una sonda especifica de ADN ribosomal (ADNr)
(ENSAYO 3);

2.2. el andlisis del comportamiento cromosémico durante la meiosis en
machos y hembras, utilizando la heterocromatina constitutiva como marcador citogenético
(ENSAYO 4);

2.3. el estudio de la espermatogénesis en la especie (ENSAYO 5);

2.4. a partir de los estudios citogenéticos realizados en D. longicaudata,
relacionar la informacién obtenida con las teorias sobre evolucidén del cariotipo establecidas
para Hymenoptera.
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e Material Experimental

Los individuos de Diachasmimorpha longicaudata empleados para la realizacidon de
esta Tesis provinieron de una cria experimental mantenida en el Laboratorio de Genética de
Insectos de Importancia Econémica del Instituto de Genética “Ewald A. Favret” del INTA de
Castelar (provincia de Buenos Aires, Argentina). La cepa utilizada para fundar esta colonia
experimental fue importada desde México a Tucuman en 1998 e introducida al INTA de
Castelar en 2001 (SENASA, Expte. n° 14054/98). Esta especie se cri6 empleando larvas de
Ceratitis capitata y se mantuvo en camara de cria a 25 °C, 85 / de humedad relativa y un
fotoperiodo 18:6 (horas luz: horas oscuridad).

A las hembras adultas de D. longicaudata se ofrecieron larvas de C. capitata en
medio artificial (Terdn 1977), en cajas de Petri plasticas (de 5 cm de didametro y 1 cm de
profundidad) cubiertas con tela de algodén (“voile”), por un periodo de seis horas. Luego de
este tiempo, se transfirieron las larvas de C. capitata a una bandeja plastica con medio artificial
fresco para que completaran su desarrollo. Estas bandejas, a su vez, se colocaron dentro de
otras que contenian una capa de vermiculita como sustrato de pupacion. Tanto las larvas como
las pupas de C. capitata (parasitizadas y no parasitizadas) se mantuvieron en las mismas
condiciones ambientales descriptas previamente para los parasitoides adultos. Los
parasitoides en estadio inmaduro de desarrollo se recuperaron de los puparios parasitizados
mediante diseccidn bajo microscopio estereoscopico binocular Olympus SZ11.

e ENSAYO 1: Estudio de la proporcion de sexos secundaria y de la tasa de
mortalidad en lineas de alta endogamia, generadas a partir del cruzamiento

de una hembra virgen y su hijo
ENSAYO 1.1 Obtencién de individuos virgenes
Se tomaron pupas provenientes de una exposicién de larvas de C. capitata a hembras

adultas del parasitoide. Una vez ocurrida la emergencia de las moscas de los hospedadores
gue no fueron parasitizados, se separaron individualmente las pupas no emergidas en frascos
pequeios con vermiculita y se cubrieron con un trozo de “voile”. A medida que fueron
emergiendo, los parasitoides machos y hembras fueron acondicionados independientemente
en frascos de vidrio provistos con agua y miel. De esta manera, los especimenes del
parasitoide se separaron por sexo, evitando cdpulas y asegurando la virginidad de los
individuos.

ENSAYO 1.2 Establecimiento de las lineas
En base a la metodologia descripta previamente (ENSAYO 1.1), se obtuvieron 15

hembras virgenes, se dispusieron individualmente en frascos de vidrio provistos de agua y una
traza de miel. Cuando alcanzaron los siete dias de edad, se les ofrecieron larvas de C. capitata
conforme al procedimiento detallado precedentemente, en unidades de oviposicién de metal
de 1,5 cm de diametro y 0,5 cm de profundidad. Luego de cuatro horas, las larvas de la mosca
se acondicionaron en base al protocolo de cria, pero individualizadas segun la hembra a la cual
fueron expuestas. Una vez emergidos todos los hijos, se selecciond uno aleatoriamente y se lo
colocd con su madre. Dos dias después, se realizd otra exposicidon de larvas de C. capitata y se
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obtuvieron sus descendientes virgenes. Luego de la emergencia de todos los hijos, se
seleccionaron dos hermanos y dos hermanas al azar formando asi las dos parejas parentales
(FO), dos por cada hembra virgen original. De esta manera, se formaron 15 lineas endogamicas
con dos réplicas cada una (30 familias en total). El mismo protocolo de exposicidn, obtencion
de individuos virgenes y formacién de parejas se realizé durante cuatro generaciones (F1 a F4),
con la excepcidon de que se armd una sola pareja de hermanos por familia, manteniendo el
numero de lineas (15) y réplicas (dos) constante (Figura 11).

Endocria Exocria
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Parentales (FO) e g e e
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Figura 11. Representacion esquematica de los cruzamientos realizados para la generacion de las lineas
de alta endogamia y sus respectivos controles exogamicos.

ENSAYO 1.3 Controles exogamicos
Como control exogdmico se formaron 10 parejas por generacidn, con un macho y una

hembra virgen cada una, no emparentados, provenientes de la cria experimental y
seleccionados aleatoriamente (Figura 11).

ENSAYO 1.4 Andlisis estadistico
Por cada generacion se registrd el nimero de machos y hembras parasitoides

emergidos, calculando la “proporciéon de machos” como:

N° de machos
N° de machos + N° de hembras

p:

La variable de interés “proporcion de machos” se analizé con un modelo lineal
generalizado mixto, asumiendo una distribucién Binomial para la variable respuesta
condicionada a los efectos aleatorios:

Yii |f,r ~ independientes Binomial (pj)

Logit(piu)=TiHG+ TG+ +ri
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f ~indN(0,0%)

r ~indN(0,6°,), p= proporcién de machos.

La parte fija del modelo considerd el efecto del tipo de cria (T), efecto de la
generacion (G) y la interaccion entre ambos (TG). La parte aleatoria considerd el efecto de la
familia (f) y de la réplica dentro de cada familia (r) para incorporar en el modelo la correlacién
entre observaciones de la misma familia y de la misma réplica dentro de la familia.

e ENSAYO 2: Verificacidn de la_existencia_de machos diploides mediante
recuento cromosémico en hijos descendientes de cruzamientos madre x
hijo

ENSAYO 2.1 Establecimiento de los cruzamientos

Se dispusieron individualmente en frascos de vidrio provistos de agua y una traza de
miel, 15 hembras virgenes obtenidas segin ENSAYO 1.1. Cuando alcanzaron los siete dias de
edad, se les ofrecieron larvas de C. capitata en unidades de oviposicion de metal de 1,5 cm de
diametro y 0,5 cm de profundidad. Luego de cuatro horas, las larvas se acondicionaron y se
individualizaron segun la hembra a la cual fueron expuestas. Posteriormente a la emergencia
de todos los hijos, se eligié uno aleatoriamente y se lo colocd con su madre. Dos dias después
se realizé otra exposicidn de larvas de C. capitata.

ENSAYO 2.2 Preparaciones cromosdmicas

Durante los dias 11, 12 y 13, después de la exposicion de C. capitata, se disecaron
todas los puparios y se realizaron preparaciones cromosdmicas de los testiculos de los hijos en
estadio de larva 3, prepupa, pupa y adulto farado. Las preparaciones se realizaron por
dispersidon en plato caliente a 45 °C de acuerdo con el protocolo descripto por Sahara y
colaboradores (1999), con algunas modificaciones que se detallan a continuacion:

1. Disecar las génadas bajo microscopio binocular estereoscépico colocando al
ejemplar sobre una capsula de Petri con parafina en solucion fisiolégica fria (Glaser 1917).

2. Pretratar las génadas disecadas con solucién hipotdnica durante 10 - 15 minutos a
temperatura ambiente.

3. Fijar las génadas en solucién de Carnoy 6:3:1 (etanol: cloroformo: acido acético
glacial) fresca durante 15 minutos.

4. Colocar las génadas en una gota de acido acético 60 % (7 ul) sobre un portaobjetos
de vidrio, previamente incubado en una soluciéon de HCl 1/ en etanol 96/ .

5. Dilacerar los tejidos empleando agujas de tungsteno.

6. Colocar la preparacion cromosdmica sobre el plato caliente a 45 °C y dispersar la
gota con la aguja de tungsteno sobre el portaobjeto, cubriendo una superficie rectangular del
tamano de un cubreobjetos de 24 x 24 mm, hasta que la gota se haya evaporado casi por
completo. El resto se descarta apoyando el portaobjetos sobre papel absorbente.

7. Deshidratar las preparaciones cromosdmicas en una serie de alcoholes de
concentracién creciente (etanol 70/, 80/ y 100 / ), durante 30 segundos cada uno. Dejarlas
secar.

8. Revisar las preparaciones cromosdmicas bajo microscopio éptico de contraste de
fase Olympus BX40.
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ENSAYO 2.3 Analisis cromosdmico de los descendientes
Las preparaciones cromosdmicas se observaron bajo microscopio dptico de contraste

de fases Leica DMLB con sistema de epifluorescencia y equipado con una cdmara fotografica
digital Leica DFC 350 FX CCD y el software Leica IM50 versién 4.0 (1992-2004) (Leica
Microsystems Imaging Solutions Ltd., Cambridge, UK).

ENSAYO 2.4 Tincién con el fluorocromo 4'6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)
En caso de detectar machos diploides, las preparaciones se tifileron con el

fluorocromo DAPI para tener un mejor detalle de la morfologia cromosdmica y poder realizar
un conteo mas fidedigno. A continuacidn se detallan los pasos involucrados en el protocolo de
tincion:

1. Lavar las preparaciones en una solucién de Tritdn X-100 1/ en 2x SSC en un bafio
con agitacién a 25 °C durante 5 minutos.

2. Teiir con DAPI (Fluka BioChemika, Sigma Aldrich Production GmbH, Buchs,
Switzerland) 0,1 pg / ml en una solucidn de Tritdn X-100 1 / en 2x SSC en un bafio con
agitacion a 25 °C durante 15 minutos.

3. Lavar con Kodak PhotoFlo 1/ en 2x SSC en un bafio con agitacién a 25 °C durante
4 minutos.

4. Lavar con Kodak PhotoFlo 1/ en H,0 bidestilada en un bafio con agitacién a 25 °C
durante 1 minuto.

5. Montar con 30 ul de medio de montaje (Vectashield Mounting Medium, Vector
Laboratories, Burlingame, CA) y cubrir con un cubreobjetos de vidrio de 24 x 24 mm.

6. Distribuir homogéneamente el medio de montaje, evitando la formaciéon de
burbujas y eliminar el excedente realizando una ligera presion con papel absorbente.

7. Sellar el cubreobjetos con esmalte de uias.

8. Conservar a 4 - 8 °C en caja oscura durante al menos 24 horas antes de la
observacion bajo microscopio de epifluorescencia.

ENSAYO 2.5 Andlisis estadistico
La cantidad total observada de machos diploides y hembras se comparé con los

valores de machos y hembras esperados bajo los modelos de alelos complementarios en un
locus y en dos, tres y cuatro loci, mediante un analisis de chi-cuadrado de bondad de ajuste
con un grado de libertad. La cantidad esperada de machos diploides se calculé multiplicando la
cantidad total de descendientes diploides por la frecuencia de machos diploides esperada para
cada modelo: un locus (0,50), dos loci (0,25), tres loci (0,125) y cuatro loci (0,0625). Las
frecuencias esperadas se calcularon considerando segregacién independiente y al azar de los
alelos en los loci sexuales (no ligamiento) e igual probabilidad de fecundaciéon de los
espermatozoides portadores de cada una de las variantes alélicas. Sélo se consideraron dos
alelos en cada locus ya que el uso de hembras virgenes y su cruzamiento con un hijo, limita la
cantidad de alelos a ese nimero. La cantidad esperada de hembras se calculé restando la
cantidad de machos diploides al total de descendientes diploides.
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e ENSAYO 3: Descripcion del cariotipo por las técnicas de bandas C,
impregnacion ___argéntica _ (bandas _AgNOR), bandas _secuenciales
fluorescentes (DAPI/CMA:) y de hibridacién in situ fluorescente (FISH) con
una sonda especifica de ADN ribosomal (ADNr)

ENSAYO 3.1 Bandas C
Se analizaron entre dos y 10 metafases meidticas de 10 machos, y entre dos y 10

metafases oogoniales y paquitenes de 10 hembras del parasitoide. Las preparaciones
cromosdmicas se obtuvieron a partir de génadas de machos y hembras en estado de pupa, por
dispersidn en plancha caliente segun el protocolo descripto en ENSAYO 2.2.

El protocolo para la obtencidn de las bandas de heterocromatina constitutiva se
describe a continuacion:

1. Deshidratar los preparados en soluciones de concentracién creciente de etanol (70
/ —80/-100/ ), sumergiéndolos 30 segundos en cada una. Dejarlos secar.

2. Incubar en HCI 0,2 N a temperatura ambiente durante 5 minutos.

3. Incubar en solucidon saturada de hidréxido de bario (Ba (OH), 5/ ) a temperatura
ambiente durante 10 minutos.

4. Lavar bajo agua corriente en forma enérgica durante un minuto.

5. Incubar en 2x SSC a 60 °C en bafio térmico durante 1 hora 30 minutos.

6. Eliminar el excedente de 2x SSC con agua destilada.

7. Dejar secar.

8. Teiiir las preparaciones con DAPI segun la metodologia descripta en ENSAYO 2.4, a
fin de tener una mejor definicién de las bandas.

ENSAYO 3.2 Impregnacidn argéntica o bandas ASNOR

Se analizaron metafases, espermatocitos y espermatidas de 10 machos del
parasitoide. Las preparaciones cromosdmicas se obtuvieron a partir de génadas de individuos
en estado de pupa, por dispersion en plancha caliente segun el protocolo descripto en ENSAYO
2.2.

Se utilizo la técnica descripta por Stack y colaboradores (1991) con modificaciones:

1. Colocar 50 pl de solucién acuosa de nitrato de plata 25/ en agua destilada pH 3
sobre la preparacidon cromosdmica.

2. Cubrir la gota con un cuadrado de tela de nylon de 1,5 cm de lado.

3. Incubar los preparados en bafio térmico a 60 °C durante 50 minutos.

4. Sacar la tela de nylon agitando vigorosamente el portaobjetos en un contenedor
con agua destilada.

5. Dejar secar.

6. Hacer las preparaciones permanentes con medio de montaje para histologia DPX
(Fluka BioChemika, Sigma Aldrich Production GmbH, Buchs, Switzerland).

ENSAYO 3.3 Bandas fluorescentes DAPI/CMA,
Se analizaron entre dos y seis metafases de 10 machos del parasitoide. Las

preparaciones cromosémicas se obtuvieron a partir de génadas de estado de pupa, por
dispersién en plancha caliente segun el protocolo descripto en ENSAYO 2.2.
El protocolo utilizado se detalla a continuacion:
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1. Deshidratar las preparaciones cromosémicas en alcohol etilico 70 / frio durante
dos minutos, luego en alcohol etilico 80 / vy alcohol etilico 100 / durante 30 segundos cada
uno. Dejar secar a temperatura ambiente.

2. Colocar las preparaciones en un vaso de Koplin con metanol a temperatura
ambiente durante dos horas. Dejar secar a temperatura ambiente.

3. Lavar las preparaciones con Buffer Mcllvaine (pH 7,0).

4. Colocar 75 pl de una solucion de DAPI en Buffer Mcllvaine (concentracién final 0,1
ug / ml). Cubrir con cubreobjeto plastico 24 x 50 mm e incubar en oscuridad en camara
himeda a temperatura ambiente durante 20 minutos.

5. Lavar alternando agua destilada (asegurarse de retirar el cubreobjetos), buffer
Mcllvaine, agua destilada. Entre lavado y lavado retirar el exceso de liquido golpeando el
portaobjetos contra la pared de la bandeja.

6. Colocar 50 pl de una solucion de CMA; 0,6mg/ml (Fluka BioChemika, Sigma Aldrich
Production GmbH, Buchs, Switzerland) en Buffer Mc llvaine en oscuridad. Colocar un
cubreobjeto plastico 24 x 50 mm e incubar en cdmara humeda a temperatura ambiente
durante una hora.

7. Lavar alternando agua destilada (asegurarse de retirar el cubreobjetos), Buffer Mc
llvaine, agua destilada. Entre lavado y lavado retirar el exceso de liquido golpeando el
portaobjetos contra la pared de la bandeja.

8. Colocar el preparado sobre papel absorbente y dejar secar a temperatura
ambiente.

9. Colocar 30 ul de medio de montaje Vectashield, colocar un cubreobjeto de vidrio
de 24 x 40 mm, retirar el exceso con papel filtro y sellar con pegamento UHU.

10. Dejar en oscuridad a 4 °C durante una semana o a 37 °C durante 3 dias.

ENSAYO 3.4 Hibridacidn in situ Fluorescente (FISH) con ADNr
Se analizaron entre tres y siete metafases meidticas de nueve machos, y entre tres y

siete metafases oogoniales y paquitenes de cuatro hembras del parasitoide. Las preparaciones
cromosdmicas se obtuvieron a partir de génadas de machos y hembras en estado de pupa, por
dispersidn en plancha caliente segun el protocolo descripto en ENSAYO 2.2.

Para la hibridacién in situ fluorescente se utilizaron sondas autélogas de la secuencia
18S de los genes ribosomales de D. longicaudata, generadas por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando cebadores disefiados sobre la secuencia completa del gen de ADNr
de la subunidad 18S de Galleria mellonella (Linnaeus) (Lepidoptera, Pyralidae) por Fukova y
colaboradores (2005), cuya secuecia es 185-Gal forward 5’-CGATACCGCGAATGGCTCAATA-3' y
18S-Gal reverse 5’- ACAAAGGGCAGGGACGTAATCAAC-3'. La PCR se realizd en un termociclador
Mastercycler ® Gradient Eppendorf (Eppendorf AG, Hamburg, Alemania). Las reacciones se
realizaron utilizando como templado ADN gendmico total extraido a partir de individuos
adultos de D. longicaudata mediante el protocolo descripto en Baruffi y colaboradores (1995).
El producto de PCR mostré una banda uUnica de aproximadamente 1000 pb en gel de agarosa 1
/ en buffer TBE 0,5x. La banda se recuperd del gel y se purificé utilizando el kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega, Byodinamics S.R.L., Buenos Aires, Argentina). La sonda de
ADNr se marcéd por Nick translation con 14-dUTP biotinilados (BioNick Labeling System,
Invitrogen Life Technologies Inc., Buenos Aires, Argentina).
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La técnica de FISH se realizd segln Sahara y colaboradores (1999) con modificaciones
descriptas en Fukova y colaboradores (2005) y Bressa y colaboradores (2009):

ENSAYO 3.4.1 Desnaturalizacion de la sonda e hibridacion

1. Mezclar en un tubo de centrifuga de 1,5 ml la sonda marcada (5 - 50 ng /
preparacién cromosoémica), ADN de esperma de salmén (2,5 pl = 25 pg / preparacién) y agua
ultra pura.

2. Agregar 1/10 de volumen de acetato de sodio (CH;COONa) 3M y 2,5 volimenes de
alcohol etilico 100/ . Mezclar cuidadosamente.

3. Precipitar a -80 °C durante 60 minutos.

4. Centrifugar a 13.000 rpm durante 20 minutos.

5. Descartar el sobrenadante y lavar con 400 pl de etanol 70 % frio.

6. Centrifugar a 13.000 rpm durante 10 minutos.

7. Descartar el sobrenadante con ayuda de una micropipeta a fin de remover la
mayor cantidad posible. Centrifugar brevemente a 13.000 rpm y dejar secar destapado a 37 °C
durante 3 minutos.

8. Disolver el pellet obtenido en formamida deionizada (precalentada a 37 °C) e
incubar en bafio térmico a 37 °C durante 30 minutos (5 pl / preparacién).

9. Agregar sulfato de dextrano 20 / (precalentado a 37 °C) (5 ul / preparacion) y
mezclar en un vortex.

10. Desnaturalizar la mezcla de hibridacién a 90 °C en bafio térmico durante 5
minutos.

11. Enfriar inmediatamente en hielo. Incubar por al menos 3 minutos.

ENSAYO 3.4.2 Pretratamiento de las preparaciones cromosoémicas y desnaturalizacion

1. Deshidratar los preparados en alcohol etilico 70 / frio durante dos minutos,
alcohol etilico 80/ y alcohol etilico 100 / durante 30 segundos cada uno. Dejar secar.

2. Colocar 200 pl de ARNasa A (100 pg / ml en 2x SSC), cubrir con un cubreobjetos
pldstico de 24 x 50 mm e incubar a 37 °C en camara humeda durante 60 minutos.

3. Remover el cubreobjetos plastico cuidadosamente y realizar dos lavados en 2x SSC
a 25 °C en un bafio térmico con agitacion durante 15 minutos cada vez.

4. Incubar las preparaciones en solucidon Denhart 5x a 37 °C en bafio térmico con
agitacion durante 30 minutos.

5. Sacar las preparaciones de la solucién, drenando el excedente de liquido y secando
la parte de atras del preparado.

6. Desnaturalizar cada preparaciéon en formamida 70 / (100 pl por preparacion),
cubriendo con un cubreobjetos de vidrio de 24 x 50 mm, en un plato caliente a 72 °C durante
tres minutos y medio.

7. Remover el cubreobjetos y deshidratar las preparaciones en alcohol etilico 70 /
frio durante dos minutos, y en alcohol etilico 80 / y alcohol etilico 100 / a temperatura
ambiente durante 30 segundos cada uno. Dejar secar a temperatura ambiente.

ENSAYO 3.4.3 Hibridizacion
1. Agregar 10 pl de la mezcla de hibridacion en cada preparacion.
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2. Colocar un cubreobjetos de vidrio de 24 x 24 mm, presionar para distribuir la
mezcla homogéneamente.

3. Sellar los bordes con cemento de contacto.

4. Incubar a 37 °C en cdmara humeda durante toda la noche (“overnight”).

ENSAYO 3.4.4 Lavados
1. Retirar cuidadosamente el cemento de contacto con pinza y remover el
cubreobjetos en 2x SSC.
2. Lavar las preparaciones en la siguiente serie de soluciones en bafio térmico con
agitacion a 42 °C:
a. en una solucion de 2x SSC durante 10 minutos.
b. en una solucién de formamida 20/ en 0,1x SSC durante 10 minutos.
c. en una solucion de 0,1x SSC durante 5 minutos.
d. en una solucidon de Tween 20 0,2 / en 4x SSC durante 5 minutos.
3. Lavar dos veces en una solucion de Tween 20 0,2 / en 4x SSC a temperatura
ambiente en un rotador durante 5 minutos cada uno.

ENSAYO 3.4.5 Deteccion de la sonda (en oscuridad, luz roja)

1. Agregar en cada preparacidn 150 pl de solucién de suero fetal bovino (SFB) 5/ en
4XSSC / Tween 20 0,2 /, colocar un cubreobjetos de plastico de 24x50 mm e incubar en
camara humeda en oscuridad a temperatura ambiente durante 20 minutos.

2. Retirar el cubreobjetos y agregar 50 pl en cada preparaciéon de una solucion de
estreptavidina conjugada a Cy3 en SFB 5 / (0,16 ul / 50 ul de SFB 5 /), colocar un
cubreobjetos de pldstico de 24 x 24 mm e incubar en cdmara hiumeda en oscuridad a 37 °C
durante 60 minutos.

3. Remover el cubreobjetos sumergiendo los preparados en una soluciéon de Tween
200,2/ en4xSSC.

4. Lavar tres veces en una solucion de Tween 20 0,2 / en 4x SSC en bafio térmico con
agitacion a 37 °C durante 3 minutos cada uno.

ENSAYO 3.4.6 Tincion con DAPI a 25 °C en bafio termostatizado con agitacion

1. Lavar en una solucion de Triton X-100 1/ en PBS durante 5 minutos.

2. Tedir en una solucion de Tritdon X-100 1 / en PBS conteniendo 40 ul de DAPI
(concentracidn final 0,1 pg / ml) durante 15 minutos.

3. Lavar en una solucién de Kodak PhotoFlo 1/ en PBS durante 4 minutos.

4. Lavar en una solucién de Kodak PhotoFlo 1/ en agua ultra pura durante 1minuto.

5. Drenar el contenido excesivo de liquido, pero no dejar secar.

6. Agregar 30 pl de medio de montaje Vectashield por preparacién, quitar el exceso
de medio de montaje con un papel de filtro y evitar que se formen burbujas de aire.

7. Colocar un cubreobjetos de vidrio de 24 x 24 mm.

8. Sellar con esmalte de uias.

9. Conservar a 4 — 8 °C en oscuridad.
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ENSAYO 3.5 Captura de imagenes
Las preparaciones cromosémicas se observaron bajo microscopio éptico Leica DMLB

con sistema de epifluorescencia y equipado con una camara fotografica digital Leica DFC 350
FX CCD vy el software Leica IM50 version 4.0 (1992-2004) (Leica Microsystems Imaging
Solutions Ltd., Cambridge, UK). Las imdagenes de los cromosomas y de las células en los
distintos estadios en blanco y negro se registraron separadamente para cada fluorocromo. Las
imagenes fueron pseudocoloreadas (azul claro para DAPI, amarillo para CMA; y rojo para Cy3)
y procesadas utilizando un programa de procesamiento de imagenes.

El tamafio cromosémico, indice centromérico y cantidades relativas de
heterocromatina y eucromatina se midieron utilizando el programa MicroMeasure version 3.3
(disponible en linea en http://www.colostate.edu/Depts/Biology/Micromeasure) (Reeves &
Tear 2000).

e ENSAYO 4: Andlisis del comportamiento cromosémico durante la meiosis
en_machos y hembras, utilizando la_heterocromatina_constitutiva como
marcador citogenético

ENSAYO 4.1 Preparaciones cromosdmicas

Las preparaciones cromosdmicas se realizaron por dispersién en plato caliente a
partir de génadas de machos y hembras en estado de prepupa o adulto farado, segun el
protocolo descripto en ENSAYO 2.2.

ENSAYO 4.2 Bandas C
Se analizaron células interfasicas de 10 machos y 10 hembras del parasitoide. El

protocolo para la obtencién de las bandas de heterocromatina constitutiva se describe en
ENSAYO 3.1.

ENSAYO 4.3 Captura de imagenes
Las preparaciones cromosdmicas se observaron bajo microscopio dptico Leica DMLB

con sistema de epifluorescencia y equipado con una camara fotografica digital Leica DFC 350
FX CCD y el software Leica IM50 versidn 4.0. Las imagenes de los cromosomas en blanco y
negro fueron grabadas, pseudocoloreadas (azul claro para DAPI) y procesadas utilizando un
programa de procesamiento de imagenes.

e ENSAYO 5: Estudio de la espermatogénesis en la especie
ENSAYO 5.1 Realizacion de las preparaciones cromosémicas

Los individuos a analizar se obtuvieron a partir de una exposiciéon de larvas de C.
capitata a hembras virgenes del parasitoide. Las preparaciones se realizaron diariamente, por
aplastado, iniciando el analisis con material en estadio de larva 3 temprana (cinco dias luego
de la exposicion) y hasta la emergencia de los machos adultos. El protocolo utilizado fue el
siguiente:

1. Disecar los testiculos en solucion fisioldgica.

2. Fijar las gdénadas en solucidn fijadora fresca 3:1 (etanol absoluto: acido acético)
durante 20 minutos.

45



LZ Carabajal Paladino — Tesis Doctoral Materiales y Métodos

3. Transferir a un portaobjetos con una gota de hematoxilina férrica acética y
utilizando como mordiente citrato férrico.

4. Cubrir con un cubreobjetos de 24 x 24 mm vy realizar presion verticalmente.

5. Una vez logrado el nivel de aplastado deseado, sellar el preparado con cera.

ENSAYO 5.2 Captura de imagenes

Las preparaciones cromosémicas se observaron bajo un microscopio Optico Leica
DMLB con sistema de epifluorescencia y equipado con una cdmara fotografica digital Leica DFC
350 FX CCD vy el software Leica IM50 version 4.0. Las imagenes de los cromosomas en blanco y
negro fueron grabadas y procesadas utilizando un programa de procesamiento de imagenes.
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e Estudio de la proporcién de sexos secundaria en lineas de alta endogamia,
generadas a partir del cruzamiento de una hembra virgen y su hijo (ENSAYO

1)

La cantidad de hijos e hijas, y la proporcidn de machos obtenida por réplica, por

generacion, tanto para endogamia como para exogamia se presenta en la Tabla 4. Una de las
hembras virgenes (Familia 13) murié antes de llegar a ser cruzada con su hijo, por lo tanto se
contd con 14 familias para el tratamiento de alta endogamia. En la primera generacion de
endogamia, la réplica B de las familias 2 y 4 produjeron sélo machos y sélo hembras
respectivamente, llevando a la extincidn de las réplicas por la imposibilidad de crear parejas.
En la segunda generacidon de endogamia se perdieron ambas réplicas de la familia 15, ya que
no se obtuvieron descendienes; la réplica A de las familias 3 y 4 se perdieron ya que sélo
produjeron machos. En la tercera generacién de endogamia se perdié la réplica B de la familia
10, ya que no se obtuvieron descendientes; la réplica B de la familia 11 sélo produjo machos.
En la cuarta generacion de endogamia se perdieron la réplica A de la familia 5 y la réplica B de
la familia 8, ya que no se obtuvieron descendientes. En lo que respecta a los controles
exogamicos, en la tercera generacion sdlo se obtuvieron descendientes en dos de las diez
parejas analizadas.

Los datos se grafican en la Figura 12. Los valores representados en el grafico por
generacion para el tratamiento de endogamia, se corresponden con el promedio entre los
valores de proporcién de machos obtenidos por familia, que a su vez se calcularon
promediando las réplicas dentro de ellas. En el caso del tratamiento control exogamico el valor
graficado es el promedio entre los valores obtenidos para las parejas exogdmicas analizadas en
cada generacion (10 para las generaciones 1, 2 y 4, y dos para la generacién 3). Cada punto del
grafico presenta las barras de error estdandar correspondientes. Como se menciond en el
parrafo anterior, el control correspondiente a la tercera generacion, sélo conté con dos datos,
ya que ocho familias no dieron descendientes. Por esta razén la barra de error es
significativamente mds grande que para los otros puntos de las curvas.

1,00

0,50 i - —4—Endogamia
+ Exogamia

Proporcion de sexos promedio {macho/machothembra)

Generacion 1 Generacién 2 Generacién3 Generacidn 4

Figura 12. Proporcién de sexos promedio (+ error estandar) para los tratamientos de endogamia y
exogamia, para cada una de las cuatro generaciones analizadas.
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El analisis estadistico para la estimacién de las varianzas de los efectos aleatorios
para la variable “proporcidon de machos” arrojo los siguientes resultados:
Familia (f)=0
Réplica en Familia (r) = 0,00895
Residual = 0,02444
Los valores de probabilidad para el andlisis de los efectos fijos dieron los siguientes
resultados:
Tipo de cria (T) (exogamia o endogamia) = 0,0258
Generacion (G) =0,0174
Interaccidn Tipo de cria — Generacion (TxG) = 0,8335.

Como la interacciéon es estadisticamente no significativa, el modelo pudo
simplificarse descartdandola del andlisis, y obteniéndose los siguientes resultados:
Tipo de cria (T) (exogamia o endogamia) = 0,0068
Generacién (G) =0,0011

Los resultados indican que existe un efecto estadisticamente significativo del tipo de
cria sobre la proporcién de machos generados. Al ocurrir un incremento en la endogamia, la
produccién de machos es mayor y por ende aumenta dicha proporcion.

e Verificacion de la_existencia_de machos diploides mediante recuento
cromosomico _en _hijos descendientes de cruzamientos madre por _hijo

(ENSAYO 2)

Diez de los 12 cruzamientos realizados produjeron descendientes de ambos sexos,

indicando que la hembra fue fertilizada. Los resultados obtenidos por pareja se presentan en la
Tabla 5.

Se cariotiparon entre tres y 21 machos por linea. Se realizaron en total 108
preparaciones cromosomicas, de las cuales, 49 correspondieron a machos haploides (n = 20
cromosomas) (Figura 13 a), 6 a machos diploides (2n = 40 cromosomas) (Figura 13 b), nueve se
registraron como machos haploides pero con mayor grado de incertidumbre, ya que no se
encontraron suficientes metafases para contar, y otros nueve se catalogaron como machos
diploides bajo las mismas circunstancias. El resto de los individuos (35) no presentaron células
en metafase, por lo que no fue posible determinar su nivel de ploidia por conteo
cromosoémico.

Estos datos indican que, en promedio, 15,53 / de los machos descendientes de un
cruzamiento madre por hijo, son machos diploides. Asimismo, estos individuos representan
11,45/ de la totalidad de la descendencia diploide.

Los valores observados y esperados de machos diploides y hembras, y los resultados
obtenidos del andlisis de chi-cuadrado se presentan en la Tabla 6. Considerando un valor
estadistico de referencia de 3,841, correspondiente a un grado de libertad, estos resultados
indican que las cantidades totales obtenidas se corresponden a las esperadas bajo un modelo
de alelos complementarios con un promedio de 3 loci independientes.
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Figura 13. Preparaciones obtenidas por dispersion en plancha caliente de gdénadas de machos
descendientes de cruzamientos madre por hijo. (a) metafase de macho haploide, (b) metafase y dos
anafases de macho diploide. Barra = 10 um.

e Descripcion del cariotipo de D. longicaudata por las técnicas de bandas C,
impregnaciéon _argéntica (AgNOR), bandas secuenciales fluorescentes
(DAPI/CMA:;) v de hibridacidn in situ fluorescente (FISH) con una sonda
especifica de ADN ribosomal (ADNr) (ENSAYO 3)

ENSAYO 3.1 Bandas C
En las metafases de machos y hembras, todos los cromosomas presentan bandas C-

positivas en la regién pericentromérica. En sélo 13 cromosomas del complemento haploide (n
=20) y en 26 del complemento diploide (2n = 40) dichas bandas abarcan la totalidad del brazo
corto, confirmando la presencia de cromosomas pseudoacrocéntricos en esta especie.
Ademas, en 11 cromosomas del complemento haploide y en 20 del complemento diploide la
heterocromatina constitutiva se extiende hasta la mitad del brazo largo (Figura 14 a y b). En
células en paquitene se reconocen 20 bivalentes y en todos ellos las regiones
pericentroméricas son C-positivas (Figura 14 c).
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Figura 14. Preparaciones obtenidas por dispersion en plancha caliente a partir de génadas en individuos
en estado de prepupa, tratadas por la técnica de bandas C y tefiidas con DAPI (azul). (a) Metafase
masculina, (b) metafase femenina, (c) paquitene. Barra =10 um.

Se realizé un idiograma de los cromosomas en metafase del complemento haploide
de la especie incluyendo la proporcidn de heterocromatina de cada cromosoma. De acuerdo a
la nomenclatura propuesta por Imai (1991) para la descripcidn de cariotipos caracterizados por
bandas C, D. longicaudata tiene n = 20 cromosomas = 10 AM + 3 AM + 2 A* + 5 M° (diez
cromosomas metacéntricos — submetacéntricos con brazo corto heterocromatico vy
heterocromatina pericentromérica, tres cromosomas pseudoacrocéntricos, dos cromosomas
acrocéntricos — submetacéntricos con ambos brazos eucromdticos y heterocromatina
pericentromérica, cinco cromosomas metacéntricos — submetacéntricos con heterocromatina
pericentromérica) (Figuras 8 y 15).

El andlisis del contenido de heterocromatina mostré que el 40,19 / del cariotipo de
D. longicaudata esta compuesto por heterocromatina constitutiva.
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Figura 15. Idiograma de D. longicaudata. Negro: heterocromatina, blanco: eucromatina.

ENSAYO 3.2 Impregnacidn argéntica o bandas ASNOR
No se pudieron detectar fehacientemente bandas AgNOR positivas en las metafases

de los machos analizados (Figura 16 a y b). Debido al tamafio pequefio de los cromosomas, no
pudieron identificarse correctamente las sefales ya que las regiones que se tifieron mas
oscuras colocalizaron con los segmentos heterocromaticos. Sin embargo, de una a tres sefiales
positivas se identificaron tanto en espermatidas como en espermatocitos (Figura 16 cy d).
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Figura 16. Preparaciones obtenidas por dispersion en plancha caliente a partir de testiculos de
individuos en estado de prepupa, tratadas con nitrato de plata. (a y b) Metafases sin sefales claras, (c)
espermatida con una banda NOR, y (d) espermatocito con una sefial NOR. Barra = 10 um.
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ENSAYO 3.3 Bandas fluorescentes DAPI/CMA;

Las sefiales positivas de ambos fluorocromos colocalizaron en el nucleo interfasico
(Figura 17 a y b), pero se detectaron diferencias cuando las bandas se estudiaron en
metafases. En 17 de los 20 cromosomas que conforman el complemento cromosémico
masculino, las bandas DAPI/CMA; colocalizaron, mientras que en el resto, dos cromosomas
presentan su brazo largo DAPI y CMA; positivo y su brazo corto DAPI negativo (Figura 17 cy d,
cabezas de flechas), y el cromosoma restante es enteramente negativo para los dos
fluorocromos (Figura 17 cy d, flechas).

Figura 17. Preparaciones obtenidas por dispersion en plancha caliente a partir de testiculos de
individuos en estado de prepupa, tratados con la técnica de bandas fluorescentes DAPI/CMA;_(a) Nucleo
interfasico tefiido con DAPI (azul), (b) nucleo interfasico tefiido con CMA; (amarillo), (c) metafase tefiida
con DAPI, y (d) metafase tefiida con CMA;. Barra = 10 um. Flecha: cromosomas DAPI'/CMA;'. Cabezas de
flechas: cromosomas con el brazo largo DAPI*/CMA;" .y el brazo corto DAPI".
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ENSAYO 3.4 Hibridacidn in situ Fluorescente (FISH) con ADNr
La hibridacidn con sondas autdlogas de la secuencia 18S de ADNr revel6 seis regiones

organizadoras nucleolares (NOR) en el complemento haploide (Figura 18 a — c). Hay seis
cromosomas portadores de genes ribosomales, todos ellos en el brazo corto y en regiones
heterocromaticas. Los cromosomas mostraron dos sefiales de hibridacion fuertes, dos
medianas y dos de baja intensidad. La localizacion de estas sefales en el complemento
haploide se incluyd en el idiograma de la especie (Figura 19).

El mismo patréon de intensidades y distribucién se observé en los paquitenes
analizados, aunque las sefiales fueron menos conspicuas debido a la falta de condensacidn de
los bivalentes (Figura 18 d —e).

Este estudio constituyd la primera descripcion de la distribucion de sitios NOR en la
familia Braconidae, empleando una sonda autdloga, y el primer analisis en la especie,
utilizando la metodologia de hibridacidn in situ fluorescente.

Figura 18. Preparaciones obtenidas por dispersion en plancha caliente a partir de testiculos y ovarios de
individuos en estado de prepupa. FISH con sonda de ADNr 18S marcada con Cy3. (a) Metafase de macho
tefiida con DAPI (azul), (d) paquitene teiiido con DAPI, (b y e) sefiales de hibridacion con Cy3 (rojo), y (cy
f) fusion. Barra= 5 um.
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Figura 19. Idiograma de D. longicaudata. Negro: heterocromatina, blanco: eucromatina,
puntos amarillos: sefiales de hibridacién con ADNr (su tamafio representa la intensidad de la
fluorescencia).

e Analisis del comportamiento cromosémico durante la meiosis en machos y

hembras, utilizando la heterocromatina constitutiva como marcador
citogenético (ENSAYO 4)
Las interfases goniales mostraron un patrén diferencial en la distribucién de la

heterocromatina constitutiva en machos y hembras. En los machos sdélo se observan dos o tres
puntos heteropicnoticos positivos (Figura 20 a), mientras que en las interfases oogoniales la
heterocromatina aparece completamente dispersa en el nicleo (Figura 20 b).

Figura 20. Preparaciones obtenidas por dispersion en plancha caliente a partir de génadas de individuos
en estado de prepupa. (a) Nucleos interfasicos de machos, y (b) nucleos interfasicos de hembras. Barra =
10 um. Flecha: (a) sefala nucleos interfasicos con dos y tres regiones heteropicndticas positivas; (b)
sefiala nucleo interfasico con regiones hereocromaticas dispersas.
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e Estudio de la espermatogénesis en la especie (ENSAYO 5)
Las observaciones realizadas durante el estudio de la espermatogénesis de D.

longicaudata se correlacionan con las esperadas bajo un sistema con una meiosis | abortiva y
una meiosis Il con division ecuacional de las cromatidas.

Al momento de iniciar la elaboracién de preparaciones los individuos se encontraron
en el estadio de larva 3. Se observaron metafases espermatogoniales caracterizadas por
presentar cromosomas de tamafio pequeiio (Figura 21 a), también se identificaron anafases
mitéticas (Figura 21 b). A continuacidn las células aumentan su tamafo y se observan nucleos
redondeados con aspecto puntilloso que se corresponderian a una profase meiédtica | (Figura
21 c). Los puntos heteropicnéticos positivos se agrupan formando uno o dos focos que se
disponen hacia uno de los lados del nucleo (Figura 21 d). A medida que avanza el proceso la
célula adquiere una forma de “pera” con el nicleo hacia un lado y una protuberancia
citoplasmatica hacia el otro (Figura 21 e). Sin mediar un estadio claro de profase Il, comienzan
a distinguirse cromosomas en metafase I, de mayor tamafio que los cromosomas de
metafases mitéticas y que presentan dos cromatidas (Figura 21 f). A continuacidon comienza el
proceso de maduracion de las espermatidas, que pasan de tener una seccién redondeada
(Figura 21 g) a una mas ahusada (Figura 21 h, i), hasta llegar a la formacién de
espermatozoides maduros de morfologia filiforme (Figura 21 j).

56



LZ Carabajal Paladino — Tesis Doctoral Resultados

Figura 19. Estadios de la espermatogénesis en D. longicaudata. (a) Metafase espermatogonial, (b)
anafase mitética, (c) profase meidtica con regiones heteropicnéticas positivas, (d) célula con nucleo
redondo y focos heteropicnéticos positivos, (e) célula alargada con forma de “pera”, (f) metafase II,
cromosomas con dos cromatidas cada uno, (g) espermatida temprana, (h) espermatida intermedia, (i)
espermatida tardia, (j) espermatozoides. Barra = 10 um.
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e Determinacion del sexo en Diachasmimorpha longicaudata

A lo largo de la historia, los procesos embriolégicos de determinacion del sexo han
sido un gran interrogante que se ha intentado resolver de formas muy diferentes. La
determinacién del sexo resulta en el desarrollo de individuos con caracteristicas que les
permiten ser identificados como machos, hembras, o en algunos casos, hermafroditas
(Hake & O'Connor 2008). El primer avance importante en la comprension de la determinacion
del sexo fue el descubrimiento de los cromosomas sexuales en el afio 1900. Desde el andlisis
minucioso de los cromosomas de insectos machos y hembras, los cientificos descubrieron que,
aunque la mayoria de cromosomas estan presentes en igual nimero en machos y hembras,
habia uno o dos cromosomas adicionales que han estado representados de forma desigual en
los dos sexos. Los analisis de nuevas especies en los Ultimos afios han puesto de manifiesto
qgue las diferencias cromosdmicas son los principales responsables de la determinacién del
sexo en la mayoria de los animales (Hake & O'Connor 2008). Por otro lado, durante las ultimas
décadas, el estudio de los mecanismos de determinaciéon del sexo en organismos de
reproduccion sexual ha jugado un papel clave para entender la biologia evolutiva (Salin et al.
2004).

Los insectos son la clase mds diversa de organismos en el planeta, por lo que no es
demasiado sorprendente que muestren una considerable diversidad en sus mecanismos de
determinacién del sexo (Saccone et al. 2002). Ademds, han desempefiado un papel
fundamental en la comprension de la diversidad de los sistemas genéticos y su evolucidn,
desde la primera demostracién de partenogénesis en afidos (Suomalainen et al. 1987) hasta la
elucidacion de los conflictos intragendmicos (Howard & Lively 1994, Werren & Beukeboom
1998, Normark 2003). Los Hymenoptera muestran una gran variedad de sistemas sociales y
relaciones de sexo y han jugado un papel clave en el desarrollo y comprobacién de modelos de
la evolucién (Cook & Crozier 1995).

El interés acerca de la determinacién del sexo en los insectos himendpteros es de
larga data, debido a la ausencia de cromosomas sexuales heteromoérficos y a su modo de
reproduccion mas predominante, la arrenotoquia: los machos son haploides y se desarrollan
por partenogénesis de évulos no fertilizados, mientras que las hembras son diploides y se
desarrollan de huevos fertilizados. En este orden de insectos el género macho o hembra estd
regulado por el mecanismo de determinacion sexual haplodiploidia, el cual da a la hembra un
alto grado de control sobre la proporciéon de sexos de su descendencia, ya que durante el
proceso de oviposicidon ella controla la fertilizacion o no de sus huevos, dando origen a
hembras o machos, respectivamente; por ejemplo, a través de la liberacién de los
espermatozoides almacenados en la espermateca, en funcién del tamafo de la larva
hospedera (Godfray 1994). Este modo de determinacion del sexo fue descubierto por Johann
Dzierzon, un sacerdote catélico, en 1845. Su informe fue la primera descripcion rigurosa de un
sistema de determinacion del sexo, 50 afios antes del descubrimiento de los cromosomas
sexuales (McClung 1902, Wilson 1905).

Ademads, este mecanismo tiene consecuencias importantes para la evolucion de los
sistemas de apareamiento, la ecologia de poblaciones y la evolucidon del caracter social
(Charnov 1982, Cook & Crozier 1995, Pen & Weissing 2002, West et al. 2002). Sin embargo,
muchas especies también producen regularmente machos diploides (Cook & Crozier 1995). La
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primera descripcion de machos diploides en Hymenoptera se realizd en Bracon hebetor Say
(Braconidae) por Whiting & Whiting en 1925; desde entonces se han descripto en otras 11
especies de la misma familia: Aphidius rhopalosiphi (De Stefani Pérez) (Salin et al. 2004),
Bracon brevicornis (Wesmael) (Speicher & Speicher 1940), Bracon serinopae (Cherian) (Clark et
al. 1963), Cotesia rubecula (Marshall) (van Wilgenburg et al. 2006), Microplitis croceiceps
(Cresson) (Steiner & Teig 1989), Asobara tabida (Nees) (Beukeboom et al. 2000), Alysia
manducator (Panzer) (Beukeboom et al. 2000), Cotesia glomerata (Linnaeus) (Gu & Dorn
2003), Cotesia flavipes (Cameron) (Niyigibira et al. 2004), Cotesia sesamiae (Cameron)
(Niyigibira et al. 2004) y Heterospilus prosopidis (Viereck) (Wu et al. 2005).

Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral constituyen el primer
antecedente de machos diploides en el parasitoide Diachasmimorpha longicaudata. Estos
resultados sientan precedente sobre el impacto de la endogamia en el nivel de productividad
de este parasitoide en biofdbrica, debiendo ser considerado al momento de desarrollar
protocolos de cria y manejo (Stouthamer et al. 1992).

Los machos diploides suelen ser no viables o eliminados de la poblacidn durante sus
estados inmaduros. Si estos individuos llegan al estado adulto, no son fértiles, o bien, debido a
la produccion de esperma diploide, pueden generar hembras triploides estériles (van
Wilgenburg et al. 2006). En el caso de los machos diploides del parasitoide D. longicaudata, los
individuos alcanzan un estado de desarrollo inmaduro relativamente avanzado, detectandose
especimenes hasta el estado de adulto farado (ultimo estado de desarrollo sobre el cual se
realizaron las preparaciones cromosémicas).

El hecho de haber demostrado la existencia de machos diploides para D.
longicaudata bajo condiciones de endogamia y, por otro lado, el efecto significativo de la
endogamia sobre la proporcién de sexos al sesgarla hacia machos, apoya la teoria de
determinacién del sexo por alelos complementarios.

Los valores obtenidos en el presente trabajo de Tesis Doctoral concuerdan con los
esperados bajo un sistema de determinacién del sexo por alelos complementarios de un
promedio de tres loci sexuales. Los dos aspectos que se tuvieron en cuenta al momento de
determinar la cantidad de loci involucrados en el sistema son:

1) Del total de los hijos descendientes de cruzamientos madre por hijo se determind
el nimero cromosémico en 67,59 / (73 de 108 individuos), mientras que en 32,41/ restante
(35 de 108 individuos) no pudo analizarse el cariotipo. A pesar de ello, el nimero total de
individuos que pudo estudiarse resultd ser una muestra representativa.

2) El estudio se llevd a cabo a partir de un material cientifico con una base genética
estrecha, dado que:

a. No se contd con poblaciones salvajes de D. longicaudata por ser originaria
de Asia.

b. Esta especie sufri6 numerosos cuellos de botella debido a su
mantenimiento en condiciones artificiales semimasivas desde 1999, tanto en Tucuman como
en Castelar; a las alteraciones en las condiciones de temperatura y humedad que ocurren en
invierno y verano y, por ultimo, a los inconvenientes en el funcionamiento del equipamiento
responsable de mantener las condiciones ambientales de cria.

c. El material que se importé hacia Tucuman fue una muestra de la cria
masiva mantenida en México, cuya fecha de fundacién y cantidad de inyecciones de material
salvaje no pudo ser determinada.
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Contemplando estas limitantes, es factible que algunos de los loci sexuales se
encuentren en homocigosis en la poblacién estudiada, lo cual lleva a una subestimacién de la
cantidad de loci involucrados en la determinacidn sexual, causando el colapso del sistema
desde un modelo de alelos complementarios con mas loci a uno de menos.

Ademas, el modelo establece que el individuo diploide serda hembra si al menos uno
de sus loci es heterocigota. Como no puede evaluarse el genotipo de la hembra, la misma
puede tener un locus, dos, tres, cuatro, etc. loci heterocigotas, lo cual se refleja en la varianza
de los datos obtenidos. Por tal razdn, se utilizaron los totales al momento de poner a prueba el
modelo, con el fin de obtener un valor promedio de loci involucrados.

La informacién obtenida en el presente trabajo de Tesis Doctoral sobre el sistema de
determinacién del sexo en Diachasmimorpha longicaudata permitird mejorar los protocolos
implementados actualmente para su cria masiva. El haber demostrado el efecto detrimental
de la endogamia sobre la proporcion de sexos, sesgandola hacia machos, permitird tomar las
medidas necesarias para mantener el nivel de heterocigosis en el locus sexual lo mas alto
posible. Para tales fines se pueden mencionar distintas alternativas: i) el mantenimiento de
una poblacién lo suficientemente grande como para mantener una gran variabilidad de alelos
sexuales, o ii) el mantenimiento de pequefias poblaciones, donde aleatoriamente se fijen
distintas variantes, pero que en conjunto representen la variabilidad esperada en una
poblacién de gran tamaiio (Stouthamer et al. 1992).

e Andlisis citogenético de Diachasmimorpha longicaudata
Numero cromosémico

Kitthawee y colaboradores (1999,2004) describieron el cariotipo mitdtico de machos
y hembras de D. longicaudata a partir de ganglio cerebral de individuos en estado de prepupa,
y a partir de testiculos y ovarios de adultos farados. Los autores concluyeron que, ya que los
ganglios cerebrales son pequefios y es dificil manipularlos, se obtienen mejores resultados a
partir de génadas. En el presente trabajo de Tesis Doctoral, las preparaciones cromosémicas
realizadas a partir de génadas, permitieron obtener mds informacidn sobre las caracteristicas
citogenéticas de esta epecie debido al nivel de elongacién de sus cromosomas
espermatogoniales y oogoniales.

Dentro del orden Hymenoptera se considera como cariotipo ancestral al constituido,
predominantemente, por cromosomas metacéntricos y submetacéntricos. Ademas, teniendo
en cuenta que las avispas parasiticas con valores cromosdmicos generalmente altos
pertenecen a taxa menos avanzados de la superfamilia Ichneumonoidea, estos valores altos (n
=14 - 17) son considerados plesiomdrficos (Gokhman 1997a). En particular, en varios linajes
de la familia Braconidae se observaron nimeros cromosémicos mas bajos como resultado de
multiples reducciones, n =8 — 11y luego n =5 — 7 (Gokhman 2009).

El andlisis de la variacién de los nimeros cromosémicos en las avispas parasiticas
pertenecientes a Braconidae muestra que prevalecen valores diferentes en las tres principales
ramas filogenéticas del grupo. Los nimeros entre 14 y 20 son caracteristicos de los Braconidae
ciclostomos (Subfamilias Doryctinae, Opiinae y Alysiinae), entre 3 y 9 son predominantes en
Alysiinae (grupo hermano de los Braconidae ciclostomos) y entre 5 y 11 para los Braconidae
no-ciclostomos (Subfamilias Meteorinae, Microgastrinae, Cheloninae, etc.) (Gokhman 2004)
(Figura 6).
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A partir del analisis citogenético realizado en el presente trabajo de Tesis y del
analisis comparativo con otras especies de Braconidae, se concluye que Diachasmimorpha
longicaudata presenta un cariotipo masculino con un alto nimero cromosémico (n = 20
cromosomas) compuesto mayoritariamente por cromosomas con brazo corto y largo, siendo
algunos de ellos pseudoacrocéntricos y que este nimero cromosdmico es concordante con la
distribucién de numeros cromosémicos descripta precedentemente.

Contenido y composicion de la heterocromatina constitutiva

De las aproximadamente 170 especies de Ichneumonoidea analizadas
citogenéticamente, sélo dos especies de Braconidae fueron estudiadas por la técnica de
bandas C: Apanteles sp. (n = 11) (Hoshiba & Imai 1993) y Aphidius ervi (Haliday) (n =5, 2n =10
— 12) (Gokhman & Westendorff 2003). En la primera especie mencionada el cariotipo esta
compuesto por n = 11 cromosomas = 1AM + 9A' + 1M, i.e. un cromosoma pseudoacrocéntrico,
uno acrocéntrico — submetacéntrico con heterocomatina intersticial y un cromosoma
metacéntrico con ambos brazos eucromaticos). En la segunda especie, la Unica descripcion
disponible corresponde a la de un par extra de cromosomas acrocéntricos completamente
heterocromaticos y con un comportamiento meiético diferencial, Unicamente en un grupo de
hembras. En el parasitoide D. longicaudata la técnica de bandas C realizada en este trabajo de
Tesis, permitié la caracterizaciéon de sus cromosomas, observandose n = 10 A + 3 AV + 2 A* +
5 M, lo cual indica que su contenido de heterocromatina es superior al de las otras dos
especies de bracénidos.

Se ha descripto la presencia de un gran contenido de heterocromatina constitutiva
en algunos taxa animales como Diplopoda (Vitturi et al. 1997), Coleoptera (Juan & Petitpierre
1989, Plohl et al. 1993, Bruvo et al. 1995), Hymenoptera (Gomes et al. 1998) y Amphibia (King
1980, Schmid et al. 1988). La distribucién de heterocromatina constitutiva en los cromosomas
juega un papel importante en la diferenciacién de los cariotipos (Rocha & Pompolo 1998). Por
lo tanto, la diversidad cariotipica puede deberse a la variabilidad de las regiones
heterocromaticas a lo largo de los cromosomas (Hoshiba & Imai 1993, Rocha et al. 2003, Costa
et al. 2004). El incremento en el contenido de heterocromatina del cariotipo de una especie
puede ser explicado por adicidn intersticial y pericentromérica, a través de la amplificacién de
la heterocromatina, o por incorporacion/agregado de heterocromatina nueva. La técnica de
bandas secuenciales fluorescentes DAPI/CMA; provee un andlisis de la complementariedad de
los segmentos de heterocromatina constitutiva, indicando si tienen o no origenes
independientes (Domingues et al. 2005).

A partir del andlisis de los resultados obtenidos en D. longicaudata mediante la
técnica de bandas C y bandas fluorescentes DAPI/CMA;, se observd la presencia de un sélo
cromosoma completamente eucromatico y negativo para ambos fluorocromos,
respectivamente. Por ello, se sugiere que el cromosoma totalmente C negativo se corresponde
con el cromosoma DAPI/CMA; negativo (Cromosoma 12). Por todo lo expuesto, se concluye
que este cromosoma carece de heterocromatina constitutiva. El resto del complemento
presenté bandas DAPI positivas que colocalizaron con las bandas CMA; positivas; por lo tanto,
se concluye que estas bandas fluorescentes son regiones ricas en pares de bases AT y GC. Por
ultimo, en base a los resultados, se sugiere que la heterocromatina constitutiva en
Diachasmimorpha longicaudata tiene un origen comun, producto de la amplificacién.
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Distribucion de los “clusters” de genes ribosomales

La mayoria de las regiones NOR en los genomas eucariotas estan situadas en regiones
particularmente ricas en heterocromatina (Goessens 1984, Hadjiolov 1985, Babu & Verma
1987), probablemente debido a que las estructuras asociadas a la heterocromatina sirven para
silenciar algunas repeticiones y suprimir la recombinacién entre ellas (Gottlieb & Esposito
1989). Los genes ribosomales tienen una gran propension a la auto-duplicacién y crecimiento
(Rousselet et al. 1999), dado que se necesitan en grandes cantidades y, por ende, la
amplificacién en la cantidad de genes ribosomales parece ser una adaptacion evolutiva (Long
& Dawid 1980).

En cuanto a las herramientas que pueden utilizarse para el estudio de determinacién
del niumero y la localizacidn de ADNr, el FISH constituye la Unica metodologia que detecta de
manera precisa las secuencias de genes ribosomales (Vitturi et al. 1999). La tincidn con plata y
con CMA; son metodologias indirectas basadas en la detecciéon de las proteinas acidas
asociadas a los loci de ADNr o de su riqueza en bases GC.

Cuando se aplica la técnica de hibridacién in situ fluorescente (FISH) con una sonda
de ADNr, las diferencias en la intensidad de las sefiales de hibridacion reflejan las diferencias
en el nimero de repeticiones de los genes (Appels et al. 1980, Wachtler et al. 1986, Leitch &
Heslop-Harrison 1992). La presencia de varios “clusters” ribosomales en el complemento
cromosémico haploide fue descripta para insectos (Hirai et al. 1994), mamiferos (Gosden et al.
1978, Suzuki et al. 1992) y peces (Pendas et al. 1993).

En la Tabla 7 se detalla la cantidad de “clusters” de ADNr detectados por FISH en
distintas especies de Hymenoptera. El nimero de sefiales de hibridacién observadas por
complemento diploide varia entre dos (en 10 de las 17 especies analizadas hasta el momento)
y 19 (Myrmecia arnoldi (Clark), Formicidae). La cantidad de loci de ADNr y el nimero de genes
en cada locus varia no sélo entre especies sino también entre poblaciones y entre individuos
(Lorite et al. 1997). Ejemplo de esta variabilidad es el caso de D. longicaudata y Cotesia
congregata (Say), ambas pertenecientes a Braconidae. La primera presenta 12 sefiales de
hibridacién en el complemento diploide, mientras que la segunda especie sélo posee dos
sefiales de hibridacidn en su complemento cromosémico (Belle et al. 2002). Otro ejemplo es el
de Partamona helleri (Friese) (Hymenoptera, Apidae), cuyo nimero cromosémico diploide es
2n = 34 cromosomas y presenta seis y ocho sefales de hibridaciéon en dicho complemento
(Brito et al. 2005).

Hasta el presente, dentro de la familia Braconidae, C. congregata ha sido la Unica
especie en la cual se ha estudiado mediante FISH la localizacién de las secuencias de ADNr 188,
5,8S y 28S, utilizando una sonda heterdloga de Drosophila melanogaster (Linnaeus) (Diptera,
Drosophilidae) (Belle et al. 2002). Por tal motivo, es importante sefialar que los resultados
obtenidos en esta Tesis de Doctorado mediante la técnica de FISH constituyen el primer
antecedente para esta familia con una sonda autéloga de ADNr.

Rousselet y colaboradores (1998, 1999) detectaron las regiones NOR activas
mediante la técnica de impregnacion argéntica (AgNOR) en la hormiga Tapinoma nigerrimum
(Nylander) (Hymenoptera, Formicidae). Esta técnica mostrd regiones positivas en varios
cromosomas, adyacentes a las regiones centroméricas y coincidentes con los sitios de
heterocromatina constitutiva (Palomeque et al. 1988, Lorite et al. 1997). Sin embargo, sélo se
reveld una sefial de hibridacion por la técnica de FISH. De acuerdo a los autores, esto podria
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deberse a la presencia de un bajo numero de copias de los genes ribosomales, las cuales no
pudieron ser detectadas por la sonda (Lorite et al. 1997).

En D. longicaudata, los resultados de la técnica de impregnacién argéntica revelaron
la presencia de bandas AgNOR que colocalizan con las regiones de heterocromatina
pericentromérica. Esto puede explicarse ya que el nitrato de plata se une a las proteinas acidas
asociadas a los ribosomas y no directamente a los genes ribosomales (Miller et al. 1976,
Goessens 1984, Hernandez-Verdun 1986), lo cual produce un patrén de bandas AgNOR similar
al de bandas C. Estos resultados también pueden ser explicados por la gran capacidad de
tincién con plata de las proteinas ricas en residuos acidos en las regiones libres de genes
ribosomales (Sumner 1990, Sdnchez et al. 1995, Hirai et al. 1996, Dobigny et al. 2002). Adn
mas, la tincidn con plata de la heterocromatina se observd en varias especies incluyendo trigo
(Murray et al. 1992), el erizo Athelerix algirus (Lereboullet) (Insectivora, Erinaceidae) (Sanchez
et al. 1995), e insectos como T. nigerrimum (Rousselet et al. 1998, 1999) y algunas especies de
Coleoptera (Vitturi et al. 1999, Colomba et al. 2004).

La variabilidad en la capacidad de tincidn a lo largo del ciclo celular fue descripto en
la hormiga Myrmecia croslandi (Taylor) (Hymenoptera, Formicidae). Hirai y colaboradores
(1994) observaron que las regiones NOR no se tefiian con el nitrato de plata durante la profase
mitética y metafase, mientras que si se tefiian los cinetocoros. Lo mismo fue observado por
Imai y colaboradores (1992) en Myrmecia pilosula (Smith) (Hymenoptera, Formicidae), quienes
postularon que los genes ribosomales se inactivan completamente durante la division celular,
y las particulas de nitrato de plata no pueden unirse a las proteinas (Sumner 1990), o que los
nucleolos de las hormigas carecen de los centros fibrilares observados en Drosophila
(Knibiehler et al. 1982). En el parasitoide Diachasmimorpha longicaudata los Unicos estadios
del ciclo celular donde se detectaron de una a tres marcas con plata fueron espermatocitos y
espermatidas, constituyendo esta especie otro ejemplo de esta variabilidad en la capacidad de
tincion.

En insectos como Orthoptera (Camacho et al. 1991), Coleoptera (Maffei et al. 2001) e
Hymenoptera (Formicidae, Sphecidae y Meliponini) (Costa et al. 2004), las bandas positivas
con DA/CMA; (Distamicina/Cromomicina A;) estarian asociadas con las regiones NOR, incluso
en el nucleo interfasico (Rocha et al. 2003). Sin embargo, en D. longicaudata no se ha puesto
en evidencia tal asociacion debido a que ninguna de las bandas de heterocromatina
constitutiva presentd una composicion rica en pares de bases GC (ninguna banda CMA;
positiva) y dado que las sefiales de hibridaciéon con las sondas de ADNr se detectaron en
regiones heterocromaticas, se deduce que la unidad de repeticién de los genes ribosomales no
es rica en dichos pares de bases.

Gametogénesis
Las diferencias en la distribucidon de la heterocromatina constitutiva en los nucleos

interfasicos de machos y hembras de D. longicaudata puede deberse a las diferencias en el
proceso de gametogénesis que ocurre en ambos sexos. Como se menciond en la introduccidn,
mientras las hembras producen sus gametas por una meiosis normal, los machos, al ser
haploides, producen sus gametas mediante una meiosis modificada (Palomeque et al. 1990).
En este caso, los cromosomas no deben reorganizarse en el nicleo interfdsico, como si lo
deben hacer en la meiosis femenina, y por lo tanto las asociaciones entre la heterocromatina
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pueden mantenerse durante el proceso. Por esta razon, las hembras presentan una
heterocromatina mas dispersa y los machos presentan uno o dos focos bien definidos.

Todos los modelos de espermatogénesis propuestos incluyen una primera o segunda
division abortiva, la formacién de una prolongacidn citoplasmatica sin nucleo y una division
igual o desigual del citoplasma durante la segunda divisidn, conduciendo a la formacién de uno
a dos espermatozoides maduros (Patterson & Porter 1917, Dreyfus & Breuer 1944, Crozier
1975, Palomeque et al. 1990, da Cruz-Landim 2001, Moreira et al. 2008). En el caso del
parasitoide Diachasmimorpha longicaudata, las observaciones se ajustan a un modelo con una
primera division abortiva, con la formacién de un brote de citoplasma anucleado y una célula
nucleada, continuada por una nueva divisién ecuacional donde se separan las cromatides
hermanas, formandose dos espermatozoides maduros.

A medida que avanza el estado de desarrollo del individuo analizado, los distintos
estados de division celular comienzan a solaparse, llegando a encontrar metafases
espermatogoniales junto con espermdtidas y espermatozoides maduros. Esto se debe al
caracter moderadamente sinespermatogénico descripto para el parasitoide (Ramadan et al.
1991). Esta caracteristica se refiere a la capacidad de los machos de generar espermatozoides
a lo largo de su vida adulta, a diferencia de los machos proespermatogénicos que emergen con
una carga completa de espermatozoides, siendo incapaces de producir mas (Boivin et al.
2005).

Aportes de la informacion citogenética obtenida en D. longicaudata para el estudio
de la evolucion del cariotipo en Parasitica
A pesar de la heterogeneidad en la composicidn de bases, las bandas C cominmente

se asocian inespecificamente en el nucleo interfasico, lo que puede causar interacciones
deletéreas (Hirai et al. 1994). De acuerdo a la Teoria de Interaccidon Minima (TIM), la evolucién
de los cromosomas en eucariontes procede de manera tal que se minimizan estas
interacciones. A tal fin, se considera que un incremento en el nimero cromosémico mediante
fision céntrica es una adaptacion evolutiva. Sin embargo, luego de este tipo de
reordenamientos, se generan extremos cromosémicos inestables. Estas terminaciones
desnudas finalmente se sellan con un telémero generado “de novo” por la enzima telomerasa
(Blackburn 1991, Werner et al. 1992, Greider et al. 1993, Richards et al. 1993), por un
incremento de la heterocromatina constitutiva (Hirai et al. 1994) mediante duplicacién de
genes en tandem o replicacién (Britten & Kohne 1969) o debido a la presencia de secuencias
teloméricas en la regién centromérica del cromosoma ancestral (Hall & Parker 1995).
Asimismo, los sitios de heterocromatina constitutiva y los “clusters” de ADNr podrian
constituir sitios fragiles y representar puntos de ruptura preferenciales cuando ocurren
reordenamientos cromosémicos como las fisiones (Hall & Parker 1995, Cerbah 1997). La TIM
toma en cuenta estos hechos e indica que puede generarse también un incremento en la
cantidad de loci de ADNr proponiendo una hipdtesis que involucra los siguientes eventos
evolutivos: i) luego de la fision céntrica de un cromosoma metacéntrico portador de ADNr, se
generan dos cromosomas telocéntricos, ii) en la siguiente etapa de la evolucidn se produce un
crecimiento de las bandas C que trae aparejado un incremento en el nimero de loci de ADNr al
estar localizados en dichos bloques heterocromaticos, origindndose un par de cromosomas
pseudoacrocéntricos, iii) las fusiones céntricas y/o las inversiones pericentroméricas (que
generan cromosomas metacéntricos a partir de cromosomas pseudoacrocéntricos) eliminan el
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exceso de ADNr y de bandas C extra (Hirai et al. 1994). Teniendo en cuenta que estas
eliminaciones no siempre son efectivas, los ADNr remanentes permanecen en las regiones
heterocromaticas pericentroméricas de los cromosomas metacéntricos generados. Por lo
tanto, los cromosomas portadores de ADNr tenderan a aumentar en el genoma a medida que
el nimero cromosdmico se incrementa mediante fision céntrica y ocurran inversiones
pericentroméricas que restauren la morfologia metacéntrica (Hirai et al. 1994).

La presencia de un alto contenido de heterocromatina y de cromosomas
pseudoacrocéntricos en Hymenoptera, constituye una prueba fehaciente que sirve de sustento
para la TIM cuando se explican los procesos involucrados en la evolucion cariotipica del orden.
Como parte de la presente Tesis Doctoral, los resultados obtenidos de los estudios
citogenéticos en Diachasmimorpha longicaudata permitieron revelar un alto contenido de
heterocromatina, la presencia de cromosomas pseudoacrocéntricos, de un alto nimero de
regiones NOR y de un numero cromosdmico mayor respecto de las especies basales de
Braconidae constituyen por si mismos evidencias fidedignas que promueven esta teoria
evolutiva.

Los cientificos han trabajado durante cientos de afios para comprender los sistemas de
determinacion sexual. Por ejemplo, en el afio 335 AC, Aristételes propuso que el calor de la
pareja durante las relaciones sexuales determinaba el género de un individuo. Si el calor del
macho podria abrumar a la frialdad de la hembra, a continuacién, un hijo varén se formaba;

por el contrario, si la frialdad de la hembra era demasiado fuerte (o el calor del macho era
demasiado débil), lo que se formaba era una nifia. Estas teorias de Medio Ambiente como
mecanismos responsables de la determinacion del sexo, fueron populares hasta alrededor de
1900, cuando Wilson y Stevens demostraron la existencia de cromosomas sexuales en los
insectos.

La Grecia del Siglo V creia que el sexo venia determinado por el lado del Gtero en el que el
individuo se formaba, y que era posible elegirlo recostandose sobre un lado u otro durante las
relaciones.

Aun a finales del siglo XIX se decia que la constitucion fisica, edad, nutricion y medio ambiente
de los padres deben ser especialmente considerados en todos los andlisis acerca de
determinacién sexual. Se argumentaba que los factores que favorecian el acumulamiento de
energia y nutrientes predisponian a tener descendencia femenina, mientras que los factores
que favorecian la utilizacion de la energia y nutrientes predisponian para la masculina.

En resumen, a lo largo de la historia la ciencia se ha generado un gran abanico de hipdtesis en
las cuales diferentes factores fueron considerados responsables de la determinacién del sexo
en las especies, con el fin de establecer cuales son los elementos tempranos en la ontogenia
gue son comunes a un sexo y que lo distinguen del otro sexo, incluyendo efectos ambientales
o genéticos que actlan en padres y cigotos para influir diferencialmente la probabilidad de
producir un macho o una hembra.

Asi pues, queda claro que la finalidad de este trabajo de Tesis Doctoral fue contribuir
y profundizar en el conocimiento de los mecanismos de determinacion del sexo, asi como el
modo de funcionamiento, usando como modelo al parasitoide bracénido Diachasmimorpha
longicaudata, perteneciente al orden Hymenoptera.
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1) El presente trabajo de Tesis Doctoral constituye la primera descripcion de
machos diploides en el parasitoide Diachasmimorpha longicaudata.

2) Diachasmimorpha longicaudata presentaria un modelo de determinacién del
sexo por alelos complementarios con un promedio de tres loci involucrados.

3) Los cdlculos de frecuencia esperada de produccion de machos diploides
permitiran desarrollar protocolos de manejo para mejorar la cria masiva de la especie.

4) El nimero cromosémico de los machos haploides y hembras analizados se
corresponde con el valor previamente descripto en la bibliografia.

5) Diachasmimorpha longicaudata presenta un contenido de heterocromatina
mayor al de otros miembros de la familia Braconidae.

6) Los resultados de bandas secuenciales fluorescentes son indicativos de un
origen comun de la heterocromatina constitutiva.

7) La técnica de impregnacion argéntica o bandas AgNOR no podria aplicarse de
manera satisfactoria en cromosomas metafasicos de especies con alto contenido de
heterocromatina, debido a reacciones de tincion inespecificas.

8) El parasitoide presenta seis loci de genes ribosomales, todos asociados a
heterocromatina y sélo dos de ellos son activos.

9) El alto nimero cromosémico de la especie, asi como su alto contenido de
heterocromatina, la presencia de cromosomas pseudoacrocéntricos y la gran cantidad de
regiones organizadoras nucleolares asociadas a heterocromatina, proveen mas informacion a
favor de la Teoria de Interaccion Minima propuesta para interpretar la evolucidon de los
cariotipos en Hymenoptera.

10) Los machos de Diachasmimorpha longicaudata producen sus gametas
mediante una meiosis modificada con una primera division meidtica abortiva y una segunda
divisién meidtica que consiste en la distribucion de las cromatides hermanas y la consecuente
generacion de dos espermatozoides.

11) Diachasmimorpha longicaudata, en su caracter de especie de facil cria
artificial, constituye un modelo adecuado para estudios de genética y citogenética.
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Anexo Tablas

Tabla 1. Comparacion entre los distintos modelos de determinacion del sexo descriptos para

Hymenoptera.
Haploide Diploide
Modelos
% Macho Macho Hembra
3
3 Balance genético M>F - 2F>M
]
E Alel
2 elos Locus simple Ax Ax / Ax Ax / Ay
© complementarios
g (CSD) Multiples loci AxBx AxBx / AxBx AxBx/ AyBy
s o Genes efecto Genes
Balance materno-cigético - L
materno cigdticos
Modelos Macho Hembra
Genoma . . . . .
S inactivo S inactivo / S activo
materno
Impronta genética Genoma S6lo genoma G. materno + G. paterno
(Imprinting) paterno materno

En base a diferencias en el genoma

Ambos genomas

Sélo genoma

G. materno + G. paterno

materno
s e Huevos sin
Determinacion del sexo por fertilizacion Huevos fecundados
fecundar
Determinacion del sexo por “imprinting” . . zsd activo (padre) / zsd
zsd inactivo

gendmico de efecto materno

inactivo (madre)
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Anexo Tablas

Tabla 2. Evidencias a favor y en contra de los distintos modelos de determinacién del sexo

descriptos para Hymenoptera.

Modelos

Evidencias a favor

Evidencias en contra

Balance genético

- Existencia de machos diploides.
- No existe hasta el momento
ningun disefio experimental que
permita la demostracion del
modelo.

Alelos complementarios (CSD)

- En ensayos donde se
emplearon lineas de alta
endogamia, la frecuencia
observada de machos diploides
concuerda con la esperada bajo
este modelo.

- Ausencia de machos diploides
en algunas especies de alta
endogamia.

- Existencia de hembras
partenogenéticas (homocigotas)
infectadas con Wolbachia.

Balance materno-cigético

- Existencia de machos diploides.
- El modelo no fue probado en
Hymenoptera.

Impronta genética

- Agentes de distorsién sexual.

- Existencia de hembras
partenogenéticas.

- Los resultados obtenidos
pueden explicarse por CSD.

Determinacion del sexo por
impronta genética de efecto
materno

- Explica variantes observadas
en Nasonia vitripennis
(Pteromalidae).

Determinacion del sexo por
fertilizacion

- Lineas poliploides de N.
vitripennis.

- Agentes de distorsion sexual.
- Existencia de machos diploides.
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Tabla 3. Distribucion de la heterocromatina en distintas especies del orden Hymenoptera. La

descripcién de la distribucién de la heterocromatina constitutiva se realiza utilizando la mencionada en

los trabajos originales y segin Hoshiba & Imai 1993 (Figura 7). Het

heterocromatina, crom =

cromosoma/s, pericen = pericentromérica.
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Continuacién Tabla 3.
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Tabla 4. Cantidad de machos (&), hembras (%) y proporcién de machos por réplica por
generacion. En verde se resaltan las celdas para las que no se obtuvieron datos debido a que no fue
posible formar parejas parentales (extincion de la linea), en rosa se resaltan las celdas donde no se
pudo calcular la proporcion de sexos debido a que no nacieron descendientes.

Tratamiento | Familia | Réplica Generacién 1 Generacién 2 Generacién 3 Generacién 4
S| @ |Prop.| &| | Prop.| | @ | Prop.| & | @ | Prop.
A 20| 18| 0,53 | 23| 11| 0,68 | 9 51064 | 18| 2 | 0,90
! B 12112 | 050 |10 20| 0,33 | 4 6 | 040 | 26| 9 | 0,74
A 26 (11| 0,70 | 21| 8 | 0,72 | 11| 11| 0,50 | 38 | 13| 0,75
2 B 51| 0 | 1,00
3 A 14| 15| 048 | 15| 0 | 1,00
B 14 | 24 | 0,37 7 31070 | 8 | 13| 0,38 | 27 | 20| 0,57
A 19 132|037 | 24| 0 | 1,00
4 B 0 5 | 0,00
A 11| 9 | 055 | 24| 6 | 080 | 10| 5 | 0,67 0 0 -
> B 10 19| 0,34 | 12| 11| 0,52 3 51038 | 45| 15| 0,75
A 16 | 20| 0,44 | 30 | 10 | 0,75 12| 0,29 | 25| 13 | 0,66
6 B 15113 | 054 | 12| 8 | 0,60 3 1063 |23]15]| 0,61
A 6 9 | 040 | 15|22 | 041 10| 0,23 | 33| 17 | 0,66
Endocria ’ B 14| 9 | 061 |21 |10| 068 | 17| 6 | 0,74 | 20| 5 | 0,80
A 12 125|032 | 15|23 | 0,39 | 2 11067 | 16| 8 | 0,67
8 B 324|108 | 13| 7 | 065 |10| 1 | 091 0 0 -
A 27 | 10| 0,73 | 12| 12| 0,50 | 8 1089 |23 |19 0,55
? B 9 | 14| 0,39 7 6 | 054 | 4 31057 (34| 9| 079
A 16 | 17| 0,48 | 18| 7 | 0,72 | 9 8 | 053 |14 13| 0,52
10 B 3 2 | 060 |18 19| 049 | O 0 -
A 20| 15| 0,57 | 33| 7 | 0,83 6 11086 |37 11| 0,77
1 B 14 | 24 | 0,37 8| 4| 067 |14 0 | 1,00
A 9 31075 (15| 8 | 065 | 8 51062 |25| 5| 0,83
12 B 17| 7 071 |10| 5 | 067 | 9 51064 | 34| 10| 0,77
A 11|12 | 0,48 9 (12| 043 | 9 | 18| 0,33 | 27| 8 | 0,77
14 B 12| 9 | 057 |16 | 22| 0,42 6 51055 |22 11| 0,67
1s A 27 15| 064 | O | O =
B 9 51064 | 0| O -
1 - 14|12 | 054 | 15|14 | 0,52 | 4 7 1036 |16 | 24| 0,40
2 - 10 | 13 | 0,43 8 |12 040 | O 0 - 17 | 21 | 0,45
3 - 131281032 |13 |15| 046 | O 0 - 39| 0 | 1,00
4 - 17 | 21| 045 | 14|23 | 038 | O 0 - 34 | 38| 0,47
Exocria 5 - 14 |1 14| 050 | 12| 7 | 063 | O 0 - 19 | 16 | 0,54
6 - 19 |1 27| 041 |17 |26 | 040 | O 0 - 25 | 35| 0,42
7 - 10| 7 | 059 |18 (33| 0,35 | 4 2 | 067 |47 | 0 | 1,00
8 - 9 51064 31| 1097 |0 0 - 26 | 25| 0,51
9 - 141231 038 | 12|12 | 050 | O 0 - 27 | 31| 0,47
10 - 141221039 | 4|9 |031 |0 0 - 31|22 0,58
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Tabla 5. Sexo y nivel de ploidia de los descendientes de cruzamientos madre por hijo.

Familia In.dividuos Hembras - I\./Iachos — -
sin sexar Haploides Diploides Ploidia desconocida

2 12 9 (+1?) 2 3

4 5 13 7 (+1?) 3 (+1?) 9

5 7 10 5(+1?) 0 7

6 4 6 6 0 (+1?) 2

8 3 3 5 0 0

11 10 5 5 0 3

12 5 7 2 (+1?) 0 3

13 5 9 5(+2?) 0 (+1?) 7

14 10 0(+1?) 1(+1?) 0

15 9 5(+27?) 0 (+5?) 1
Totales 55 84 58 15 35
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Tabla 6. Cantidad total de machos diploides y hembras observada en el ensayo, y cantidades

esperadas bajo los modelos de determinacién del sexo por alelos complementarios en un locus y en

dos, tres y cuatro loci.

Esperado
Observado
1 locus 2 loci 3 loci 4 loci
Machos 15 49 25 12 6
Hembras 84 50 74 87 93
Total 99 99 99 99 99
Frecuencia esperada de
Lo 0,5 0,25 0,125 0,0625
machos diploides
Chi cuadrado 46,712 5,351 0,853 14,379
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Tabla 7. Especies analizadas por FISH con ADNr. Sondas: (a) pAr.28S2 (28S de Athalia rosae) y

pArl18S3 (18S de A. rosae); (b) Py12 en pBr322 (18S, 5.8S y 28S de Drosophila melanogaster); (c) pD103
en pMI2 (de D. melanogaster); (d) pDm238 (18.2S y 5.8S de D. melanogaster); (e) 18S rDNA de Zea

mays; (f) 45S rDNA de Arabidopsis thaliana; (g) pDm238 en pBr322; (h) pMc.rsSB0.5 (28S de Myrmecia

croslandi); (i) pMc.r2 (28S de M. croslandi); y (j) pDm r.a 51#1 (18S y 28S de D. melanogaster).
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Anexo soluciones

e 0,1xSSC, 2x SSC, 4x SSC
1. Diluir a concentracion deseada la solucidon stock de 20x SSC.

e 20xSSC
NACl (B3 M)eeeeeeeeereeeeeeeeeeeae 175,32 gr
Citrato sédico (0,3 M) ......uuuuees 88,23 gr

1. Disolver los sélidos en 800 ml de agua miliQ.
2. Llevar avolumen de 1000 ml.

e Buffer Mcllvaine pH7

Solucion A
Acido citrico monohidratado

1. Disolver el acido citrico en 100 ml de agua bidestilada.

2. Conservar a4 °C.

Solucion B
Na,HPO,.2H,0 .o, 35,6 gr

1. Disolver el Na,HPQO,.2H,0 en 1000 ml de agua bidestilada.
2. Conservar a4 °C.

Armado del Buffer
1. Mezclar 8,8 ml de Solucién Ay 41,2 ml de Solucién B.

e Buffer PBS (Fosfato) 1x

NaCl.....coooie, 8 gr
KCl it 0,2gr
NayHPO, v 1,44 gr
KHoPOgooiiiiiiiiiiiiii, 0,24 gr

1. Disolver los sdlidos en 800 ml de agua bidestilada estéril.
2. LlevarapH7,4.
3. Llevar a volumen final de 1000 ml con agua bidestilada estéril.

e Buffer TBE (Tris Borato) 5x

Tris base ..oooeeeeeeeeccccc, 54 gr
Acido bOriCO...ceeeeeeereeeseeeenn. 27,5gr
EDTA (0,5 M) (pH 8) ...............e. 20 ml

1. Disolver las drogas en agua bidestilada llevando a un volumen final de 1000 ml.
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° %3
CMAG e 10 mg
Buffer Mcllvaine ............c......... 5 ml
CbMg.6H,01 Moo 0,05 ml
Agua bidestilada estéril............ 5 ml

1. Disolver las drogas, fraccionar y guardar en microtubos tapados con papel de

aluminio.

e EDTA (Etilen-diamino-tetraacetato de disodio) 0,5 M pH8

Disolver el EDTA en 800 ml de agua bidestilada.
Agitar vigorosamente en un agitador magnético.
Ajustar el pH con NaOH.

Llevar a volumen final de 1000 ml.

A W N -

e Hematoxilina férrica acética

Hematoxilina ..............oooeiiii e, 1lgr
Alumbre de hierro (FeNH4(S04)2.12H,0)............. 0,25gr
Acido aCtICO 45/ v 100 ml

Mezclar todos los componentes en un frasco de vidrio color caramelo.
Dejar madurar una semana.
3. Filtrar y almacenar en oscuridad.

e Solucidon Denhart 50x

[ Tolo] | IS 2,5g
Polivinilpirrolidon.................... 2,5gr
BSA ... 2,5gr

1. Disolver las drogas en 250 ml de agua destilada.
2. Filtrar con un filtro de 0,45 um.
3. Alicuotar y conservara -20 °C.

e Solucidn fisioldgica

NaHCO3 (0,02/ ) eveveeiieeeenee 0,2gr
NaCl (0,97 ) coeeeeeieeeeiiree e, 9gr
KCI(0,042/ )eveeereieeeeiieaeeee 0,42 gr
CaCl;.2H,0 (0,025 / ).eeeevvenneee. 0,33 gr
1. Disolver NaHCO; 100 ml de agua bidestilada estéril.
2. Disolver NaCl, KCl y CaCl,.2H,0 en 800 ml de agua bidestilada estéril.
3. Meazclar las dos soluciones en un matraz de 1000 ml y llevar a volumen.
4. Conservara4 °C.
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e Solucién hipotdnica
KCI (0,075 M) ..cuuvrvveeeeeeenrreen. 0,5592 gr

1. Disolver KCl en 100 ml de agua bidestilada.
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