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Resumen

Helicoverpa gelotopoeon (D.) (Lepidoptera: Noctuidae) es una plaga polifaga de
la subfamilia Heliothinae que ocasiona dafios a los cultivos de soja, garbanzo, algodén y
alfalfa, entre otros. Algunas especies de este complejo han desarrollado resistencia a
cultivos genéticamente modificados e insecticidas, lo cual ha llevado a incrementar el
interés sobre la biologia, diversidad genética y estructuracion poblacional de H.
gelotopoeon. El objetivo de este trabajo fue determinar la existencia de estructura genética
de poblaciones de H. gelotopoeon en funcion de distintas plantas hospederas y regiones
de la Argentina en base a caracteristicas bioldgicas y moleculares. Los parametros
bioldgicos evaluados fueron: duracion de los estados de huevo, larva y pupa, nUmero de
estadios larvales, masa pupal y longevidad de adultos. Los parametros reproductivos
evaluados fueron: nimero de espermatdforos, periodo de pre, ovi y postoviposicion,
fecundidad y fertilidad. Para los ensayos de compatibilidad reproductiva se realizaron
cuatro tipos de cruzas: parentales, hibridas, retrocruzas y cruzas entre hibridos. Para la
caracterizacion molecular se utilizaron marcadores nucleares (microsatélites) y
mitocondriales (de las regiones Citocromo oxidasa | y Citocromo b), ya que se considerd
que ambos marcadores podian proveer informacion complementaria y mas precisa para
entender la estructura poblacional de esta especie. A partir de los resultados obtenidos en
esta investigacion, se observé que H. gelotopoeon completa su ciclo aproximadamente en
45 dias en condiciones de laboratorio, observandose la mayor mortalidad en el estado de
huevo y los primeros estadios larvales. Las poblaciones pertenecientes a distintos cultivos
y regiones mostraron parametros bioldgicos y reproductivos similares. A su vez, las
cruzas intra e interpoblacionales no mostraron signos de incompatibilidad reproductiva,
sugiriendo un flujo génico sustancial entre las poblaciones. Los marcadores nucleares

microsatélites mostraron que las poblaciones de H. gelotopoeon no estan estructuradas y



hay flujo génico entre ellas, correlacionandose este resultado con lo observado a nivel
bioldgico. Sin embargo, los marcadores mitocondriales mostraron que en general existiria
cierta estructuracion genética entre las poblaciones de H. gelotopoeon. Se consideran
diversas causas que podrian haber contribuido a esta estructuracion, como ser: region
geogréfica, planta hospedera, afio de recoleccion, influencia de plantas silvestres,
distintos sistemas de manejo, etc. Se destaca también la necesidad de realizar mas
estudios, abarcando una escala geografica mayor, asi como otros cultivos y posibles
hospederos silvestres a lo largo de varias campafas. Todo esto ayudara a comprender
mejor el grado de flujo génico y la repercusion del comportamiento migratorio de H.
gelotopoeon en las distintas campafias. Este trabajo de tesis constituye el primer estudio
de caracterizacion bioldgica y genética de H. gelotopoeon, informacion que servira para
desarrollar estrategias de manejo de esta plaga en Argentina, sobre todo haciendo énfasis

en el retraso del desarrollo de resistencia a insecticidas y cultivos Bt.



Abstract

Helicoverpa gelotopoeon (D.) (Lepidoptera: Noctuidae) is a polyphagous pest of
the subfamily Heliothinae that causes damage to soybean, chickpea, cotton and alfalfa
crops, to name a few. Some species within this complex have developed resistance to
genetically modified crops and insecticides, which has led to an increased interest in the
biology, genetic diversity and population structure of H. gelotopoeon. The objective of
this study was to determine the existence of genetic structure of H. gelotopoeon
populations according to different host plants and regions of Argentina on the basis of
biological and molecular characteristics. The biological parameters measured were: egg,
larvae and pupa stage duration, number of larval instars, pupal mass and adult longevity.
The reproductive parameters measured were: number of spermatophores, pre-, ovi- and
post-oviposition periods, fecundity and fertility. To determine reproductive compatibility
four types of crosses were performed: parental crosses, hybrid crosses, backcrosses and
inter-hybrid mating crosses. Nuclear (microsatellites) and mitochondrial (from
Cytochrome oxidase | and Cytochrome b regions) markers were used for molecular
characterizations, since it was considered that both markers could provide complementary
and more precise information in order to understand the population structure of this
species. The results obtained from this study showed that H. gelotopoeon completed a
single generation in approximately 45 days in laboratory conditions, and the highest
mortality was observed in egg stage and the first larval instars. Populations from different
crops and regions displayed similar biological and reproductive parameters. In addition,
intra- and inter-populational crosses did not show signs of reproductive incompatibility,
suggesting that extensive gene flow occurs among populations. Microsatellite nuclear
markers showed that H. gelotopoeon populations are not structured and gene flow occurs

among them, which is consistent with biological results. However, mitochondrial markers



showed that in general there is certain genetic structure among H. gelotopoeon
populations. Several causes are considered to have contributed to this genetic structure,
such as: geographical region, host plant, collection date, wild plants influence, different
management systems, etc. It is also important to perform more studies, encompassing a
wider geographical scale, as well as other crops and possible wild hosts over several
seasons. All of this would help to better understand the extent of gene flow and
implications of migratory behaviour of H. gelotopoeon in different seasons. This study is
the first report of biological and genetic characterization of H. gelotopoeon, information
which will be helpful to develop management strategies for this pest in Argentina,
particularly emphasizing in the delay of the development of resistance to insecticides and

Bt crops resistance.



Capitulo 1

Introduccion general




1.1. Helicoverpa gelotopoeon, la oruga bolillera

1.1.1. Posicién taxondmica

Helicoverpa gelotopoeon (Dyar) es un insecto del orden Lepidoptera,
perteneciente a la familia Noctuidae, subfamilia Heliothinae. Esta subfamilia comprende
381 especies descriptas y distribuidas en 28 géneros (Pogue 2013). Dentro de esta
subfamilia, las especies econdmicamente mas importantes estan incluidas dentro de los
géneros Helicoverpa Hardwick y Chloridea Duncan. Las especies nativas de Helicoverpa
en Sudamérica estan divididas en dos grupos: (a) gelotopoeon, incluyendo H.
gelotopoeon, Helicoverpa titicacae Hardwick, Helicoverpa bracteae Hardwick y
Helicoverpa atacamae Hardwick; y (b) zea, incluyendo sélo Helicoverpa zea (Boddie).
A su vez, las especies de Chloridea estan representadas por Chloridea virescens
(Fabricius), Chloridea tergemina (Felder y Rogenhofer) y Chloridea subflexa (Guenée)
(Mitter et al. 1993, Pastrana 2004, Pogue 2013). Sin embargo, la deteccion reciente de
Helicoverpa armigera (Hubner) en varios paises de Sudamérica (Czepak et al. 2013,
SENAVE 2013, Murua et al. 2014, Kriticos et al. 2015) ha llevado a la inclusion de esta

especie en el listado de los Heliothinae presentes en Sudamérica.

1.1.2. El complejo Heliothinae

Actualmente, el complejo Heliothinae de importancia agrondmica en Argentina
estd compuesto por las especies H. armigera, H. zea, C. virescens, C. subflexa y H.
gelotopoeon (Murua et al. 2016). La diferenciacion taxonomica basada en caracteres

externos entre estas especies en los estados de huevo, larva y pupa es muy complicada



(Murua et al. 2016). Sin embargo, los adultos pueden ser distinguidos por el patrén de las
venas alares y sobre todo por la genitalia masculina mediante métodos taxonémicos
tradicionales (Figura 1.1). Los caracteres taxondmicos son principalmente la forma de las
valvas y la vesica y la forma y el nimero de los cornuti dentro del aedeago (Pogue 2004,
Navarro et al. 2009). Por otro lado, Arneodo et al. (2015) disefiaron una herramienta
molecular rapida y facil para distinguir entre H. armigera, H. zea y H. gelotopoeon, que
son las especies mas complicadas de diferenciar entre si. Esto genera nuevos desafios, ya

que antes de disefiar una determinada estrategia de control, es necesario poder identificar

correctamente a estas especies.

Figura 1.1. Adultos de Helicoverpa. (A) Helicoverpa gelotopoeon, (B) Helicoverpa

armigera y (C) Helicoverpa zea.

1.1.3. Origen y distribucion geogréfica

El género Helicoverpa necesita ser estudiado en el contexto de la subfamilia a la
cual pertenece, Heliothinae, que se considera que se ha diversificado en la segunda mitad
de la era Cenozoica, es decir, hace aproximadamente veinte millones de afios (Cho et al.

1995). Los origenes de los linajes de este género no son claros pero probablemente
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correspondan a Australia, ya que la especie basal de este género, Helicoverpa punctigera
(Wallengren) y otros antecesores del clado Heliocheilus se encuentran alli (Matthews
1999). Se considera que el linaje de estas especies posiblemente divergio en Australia
debido a la naturaleza arida predominante en sus hébitats, caracterizados por lluvias
variables y flora diversa a lo largo de grandes areas. La diversificacion subsecuente del
género ha sido caracterizada a través de la migracion y el establecimiento de especies
aisladas alrededor del mundo, presumiblemente mediante eventos fundadores. La especie
de ramificacion més antigua encontrada fuera de Australia es justamente H. gelotopoeon,
presente en Sudamérica (Goldsmith y Marec 2010).

Helicoverpa gelotopoeon es una especie endemica de Sudamérica, ha sido
reportada en la Argentina, Uruguay, Paraguay, Brasil y Chile (Hardwick 1965, Biezanko
etal. 1974, Gonzélez 1989, Pastrana 2004, Specht et al. 2005, Navarro et al. 2009, Candia
2013). Dentro de Argentina, se encuentra en las provincias de Buenos Aires, Chaco,
Cordoba, Entre Rios, Jujuy, La Rioja, Misiones, Salta, Santa Fe, Santiago del Estero, Rio

Negro y Tucuman (Hardwick 1965, Pastrana 2004).

1.1.4. Biologia y ciclo de vida de H. gelotopoeon

Las hembras de H. gelotopoeon depositan sus huevos individualmente en los
brotes terminales de los cultivos. Los huevos son de color blanco perlado, estriados y de
0,5 mm de diametro aproximadamente. El periodo embrionario es de tres dias (Figura
1.2A). De estos huevos nacen larvas de color oscuro. Las larvas de esta especie presentan
cinco estadios, alcanzando un tamario entre 35 y 40 mm al final de su periodo larval, el
cual se desarrolla entre 15 y 20 dias (Figura 1.2B). La larva tiene cuerpo de grosor

uniforme, segmentos bien marcados y el ultimo segmento abdominal tiene una caida



particular en &ngulo de 45 grados. La coloracion es variable segun el régimen alimenticio,
desde castafio verdoso a castafio oscuro (Figura 1.3). Su cuerpo estd cubierto de setas
largas y claras. Se destaca a lo largo del cuerpo una banda lateral amarilla de forma
zigzagueante y cuando cae al suelo, presenta el habito de enroscarse en espiral sobre si
misma (Navarro et al. 2009). Posteriormente las larvas pupan en el suelo, siendo este el
estadio en el que pasan las condiciones adversas durante el invierno (Margheritis y Rizzo
1965) (Figura 1.2C).

El adulto presenta las alas anteriores de color castafio amarillento, con una tenue
banda subterminal y una mancha orbicular parda oscura. Las alas posteriores son de color
castafio claro (Figura 1.2D). Esta especie completa su ciclo en aproximadamente 30 a 40

dias (Navarro et al. 2009).

Figura 1.2. Detalle de los estados de desarrollo de Helicoverpa gelotopoeon. (A)
Huevo, (B) Larva, (C) Pupa, (D) Adulto.



Figura 1.3. Larvas de Helicoverpa
gelotopoeon mostrando distinta

coloracion

1.1.5. Plantas hospederas

Helicoverpa gelotopoeon es una plaga polifaga que ha sido citada alimentandose
de varios cultivos y plantas hospederas tales como soja (Glycine max L.; Fabales:
Fabaceae), garbanzo (Cicer arietinum L.; Fabales: Fabaceae), algodon (Gossypium
hirsutum L.; Malvales: Malvaceae), girasol (Helianthus annuus L.; Asterales:
Asteraceae), maiz (Zea mays L.; Poales: Poaceae), alfalfa (Medicago sativa L.; Fabales:
Fabaceae), tomate (Solanum lycopersicum L.; Solanales: Solanaceae), lino (Linum
usitatissimum L.; Malpighiales: Linaceae), poroto (Phaseolus vulgaris L.; Fabales:
Fabaceae), papa (Solanum tuberosum L.; Solanales: Solanaceae), cebolla (Allium cepa
L., Asparagales: Amaryllidaceae), arveja (Pisum sativum L., Fabales: Fabaceae) y
también fue citada en malezas como Physalis angulata (L.; Solanales: Solanaceae) y
Carduus spp (Asterales: Asteraceae) (Biezanko et al. 1974, Gonzalez 1989, Cork y Lobos

2003, Navarro et al. 2009).
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1.1.6. Dafios e importancia economica

Es una oruga tipicamente semillera ya que busca alimentos con elevados
contenidos proteicos, atacando preferentemente las vainas de soja, las capsulas del lino,
las peras del algodon y los cascabullos del garbanzo (Parisi y lannone 1978). En soja
también suele actuar como cortadora de tallos, peciolos e inflorescencias, asi como
defoliadora (lannone y Leiva 1993) (Figura 1.4).

Entre los factores que favorecen su ataque, se destacan la ocurrencia de sequia,
las altas temperaturas y la presencia de cultivos con entresurcos abiertos (por cultivares
de ciclo corto, fecha de siembra o sequia), que son propicios para la oviposicion de los
adultos (Navarro et al. 2009). En sus primeros estadios la larva teje una tela de seda con
la que pliega el foliolo donde se encuentra causando una defoliacién leve y lo abandona
a partir del tercer estadio larval, dando comienzo al corte de brotes terminales y peciolos.
Vacia capsulas de lino, consume flores y semillas de girasol, frutos de tomate y peras de
algodén. En alfalfa y trébol, ataca brotes, hojas y flores (Navarro et al. 2009).

Estudios realizados en garbanzo por Moscard6 et al. (2013), determinaron una
disminucidn en el rendimiento de garbanzo de hasta el 38% producido por esta plaga. Asi
mismo, Scalora et al. (2012) reportaron que H. gelotopoeon es capaz de dafar el 81,80%
del stand de plantas de soja. También hay reportes de que esta especie puede consumir
340 cm? de hojas de soja (Navarro et al. 2009) y que las larvas de los Gltimos estadios
pueden consumir hasta 15 granos de soja (lannone y Leiva 1993). Por lo tanto, si se tiene
en cuenta que Argentina es el tercer productor mundial de soja (18 millones de ha de
acuerdo a Bolsa de cereales 2018), la ocurrencia de esta especie inflige grandes pérdidas

economicas para el pais.
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Figura 1.4. Dafios producidos por Helicoverpa gelotopoeon en distintas etapas y

cultivos. (A y B) Darfios en garbanzo en etapa vegetativa, (C y D) Dafos en
garbanzo en etapa reproductiva, (E) Dafios en soja en etapa vegetativa y (E) Dafios

en soja en etapa reproductiva (F)

1.1.7. Monitoreo de H. gelotopoeon

El monitoreo, tanto de huevos, larvas y adultos, es fundamental para aplicar
estrategias de manejo eficientes. Para el monitoreo de larvas se recomienda el uso del
pafio vertical, evaluandose el numero de larvas por metro lineal de cultivo y
discriminandolas en orugas chicas (<1 cm) y grandes (>1 cm) (Figura 1.5B) (Scalora et
al. 2012). También se recomienda la observacion directa de brotes ya que H. gelotopoeon
acostumbra en sus primeros estadios plegar el foliolo en donde se encuentra, pudiendo
pasar de esta manera desapercibida. Esta observacién directa de brotes es importante ya
que permite también detectar los huevos (Figura 1.5A) (Scalora et al. 2014). Para el

monitoreo de adultos se pueden utilizar trampas de luz y feromonas, siendo esta ultima la
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mas comun (Figura 1.5C). Para ello se recomienda una revision semanal para determinar
el nimero de adultos de H. gelotopoeon capturados (Scalora et al. 2012, 2014).
Considerando que esta especie es dificil de identificar, tanto en estado de larva
como adulto, debido a su semejanza con las otras especies del complejo Heliothinae
presentes en el Noroeste Argentino (H. armigera, H. zea y C. virescens), es importante
realizar una correcta identificacion a fin de corroborar que la especie se trata con

seguridad de H. gelotopoeon.

-”h—-‘

Figura 1.5. Tipos de monitoreo de Helicoverpa gelotopoeon. (A) Monitoreo mediante
observacion directa de brotes, (B) Monitoreo mediante pafio vertical y (C) Monitoreo

mediante trampa de feromonas.

1.1.8. Manejo y control de la plaga

Dentro de las estrategias utilizadas para el control de la plaga se destacan las

siguientes:

Control guimico: Es una de las herramientas de mayor eficacia para el control de orugas

bolilleras. Sin embargo, es importante tener en cuenta que esta especie pertenece a un
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género gque cuenta con numerosos antecedentes de resistencia a insecticidas (Forrester et
al. 1993, Armes et al. 1996, Pietrantonio et al. 2007), por lo cual la rotacién de insecticidas
con diferentes modos de accion resulta fundamental.

Otro aspecto a tener en cuenta es el habito propio de las larvas de los primeros
estadios que se encuentran protegidas dentro del brote (Figura 1.6A). En este caso, las
mismas moriran por ingestion y no por contacto, siendo fundamental garantizar la calidad
de laaplicacion, procurando cubrir toda la hoja y utilizar productos de accion translaminar
para llegar al blanco. Estudios realizados en la EEAOC indicaron que se obtuvieron
mejores controles cuando las aplicaciones fueron realizadas sobre larvas pequefias
principalmente; las larvas grandes ingresan al interior de las vainas a consumir los granos,
lugar donde es dificil lograr una llegada aceptable de los insecticidas (Figura 1.6B)
(Herrero et al. 2015).

En estos casos, cuando la bolillera est4d comiendo solo los granos y tiene una parte
del cuerpo introducida dentro de las vainas, se deben utilizar insecticidas con poder de
volteo, para detener el dafio inmediatamente, e insecticidas de contacto (ya que estan
ingiriendo granos que dificilmente sean alcanzados por el insecticida). Ademas, es
fundamental la calidad de la aplicacién en bajo volumen y con gotas chicas y

concentradas (Alvarez y Abbate 2013).
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Figura 1.6. Aspectos comportamentales de Helicoverpa gelotopoeon a
considerar para su control. (A) Larva pequefia protegida dentro del brote,

(B) Larva del ultimo estadio ingresando al cascabullo.

Control biolégico: No hay alternativas de control biolodgico desarrolladas para el manejo

de H. gelotopoeon. Sin embargo, hay reportes de ciertos enemigos naturales afectando a
esta especie, como por ejemplo nematodos del género Steinernema (Caccia et al. 2014),
baculovirus (Ferrelli et al. 2016) y el parasitoide ocasional Campoletis grioti (Murua et

al. 2009).

Cultivos Bt: Actualmente, para el manejo de esta plaga en el cultivo de soja y algodén,
una de las herramientas mas recomendadas es la tecnologia Bt que presenta toxinas de la
bacteria Bacillus thuringiensis Berliner (Bt). La principal preocupacién con respecto a
esta tecnologia es la aparicion de la resistencia a las endotoxinas Bt, ya que el uso masivo
de estos cultivos ejerce una alta presion de seleccion sobre la poblacion de insectos
blanco. Esto trae aparejado un alto riesgo de desarrollo de resistencia si no se realiza un
manejo adecuado (Roca 2002). Una de las estrategias actuales se basa en el uso de
“refugios”, es decir parcelas de cultivos convencionales (no Bt) o de plantas hospederas
naturales dentro del lote Bt, cuyo objetivo es garantizar nuevas generaciones de insectos

susceptibles que se crucen con aquellos especimenes resistentes que eventualmente
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puedan surgir del cultivo Bt, a fin de garantizar una descendencia también susceptible
que siga siendo controlada por tecnologia Bt (Tabashnik y Carriére 2008, Garcia Degano
et al. 2009). Sin embargo, para que estos individuos puedan ser considerados
efectivamente como una fuente de susceptibilidad para el manejo de la resistencia, las
plantas hospederas alternativas deben contener una poblacion capaz de cruzarse al azar
con los individuos que emerjan de los cultivos Bt (Martel et al. 2003, Tabashnik y Carriére
2008) (Figura 1.7). Por lo tanto, las medidas que se adopten (uso de refugios de cultivos
convencionales o plantas hospederas naturales como pasturas), deben contemplar el grado
de flujo génico entre individuos provenientes de distintas plantas hospederas y/o regiones.
Si bien aun no se han detectado biotipos para especies del género Helicoverpa, se sabe
que los biotipos encontrados para otras especies plagas presentan diferencias genéticas y
mecanismos de aislamiento reproductivo (Pashley 1986, Groot et al. 2010, Velasquez-
Vélez et al. 2011).

Esto agrega complejidad al problema, ya que se restringiria ain mas el espectro

de plantas hospederas fuente de individuos susceptibles.
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REFUGIO CULTIVO Bt

Figura 1.7. Esquema representando la funcion de un refugio en la generacion de individuos

susceptibles al cultivo Bt. (Fuente: Dow AgroSciences)

1.1.9. Variacion fenotipica y/o genotipica

No existen estudios sobre la variacion fenotipica y/o genotipica de poblaciones de
H. gelotopoeon. Sin embargo, hay numerosos estudios al respecto para otras especies de
Helicoverpa (Manjunath et al. 1970, Silva et al. 2017, 2018).

Hay estudios que sugieren que H. armigera podria ser categorizada en biotipos,
basados en sus preferencias por plantas hospederas y donde se encontrd que estos biotipos
no se aparean al azar (Bhattacherjee y Gupta 1972). Kranthi et al. (1997) encontraron
variacion en mecanismos metaboélicos variables mediando la resistencia a piretroides en
H. armigera, sugiriendo que esto podria estar relacionado a que las poblaciones utilizadas
para el estudio provenian de diferentes cultivos. Del mismo modo, también se registraron
respuestas diferenciales a feromonas (Tamhankar et al. 2003) y parasitoides (Manjunath

et al. 1970) para poblaciones de H. armigera.
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Por otro lado, Vijaykumar et al. (2007) y Silva et al. (2017) no encontraron
diferencias significativas en pardmetros biol6gicos y reproductivos cuando trabajaron con
poblaciones de H. armigera provenientes de distintos cultivos y/o regiones.

En cuanto a estudios genéticos, andlisis realizados con marcadores moleculares
revelaron poblaciones estructuradas para H. armigera y C. virescens (Bashasab et al.
2004, Scott et al. 2005, Subramanian y Mohankumar 2006, Khiaban et al. 2010,
Domingues et al. 2012, Yenagi et al. 2012, Behere et al. 2013). Sin embargo, otros autores
encontraron para estas mismas especies poblaciones no estructuradas (Vassal et al. 2008,
Albernaz et al. 2012, Asokan et al. 2012, Mastrangelo et al. 2014, Silva et al. 2018), con
lo cual se puede concluir que la estructuracién poblacional de los Heliothinae no presenta
un patrén definido y es necesario estudiar cada situacion en particular.

El estudio fenotipico y genotipico de las poblaciones de una especie plaga influye
en la implementacién de estrategias de manejo adecuadas, ya que el habito polifago de
algunas especies puede provocar la aparicion de biotipos (Drés y Mallet 2002), los cuales
pueden presentar diferencias en parametros bioldgicos, reproductivos, aspectos
comportamentales y/o polimorfismos genéticos (Lu y Adang 1996). La falla en reconocer
estos biotipos puede complicar los esfuerzos para su erradicacion, dado que distintos

biotipos pueden responder de manera diferente a las mismas medidas de control.

1.2. Especiacion

1.2.1. Concepto de especie

Cualquier proceso que implique la aparicion de independencia genética o

ecologica es un factor de especiacion, siendo estos factores los que en conjunto han
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generado la gran abundancia de categorias de seres vivos que pueblan la tierra (Perfectti
2002).

Aunque el concepto de especie es basico dentro de la biologia, no hay un claro
consenso para su definicion, como se pone claramente de manifiesto por el gran nimero
de intentos de definicion de “especie” que han ido apareciendo a lo largo de los afios (de

Queiroz 2007).

Sin embargo, la definicién que mas se ajusta a los objetivos del presente estudio,
es el concepto bioldgico de especie propuesto por Mayr en 1942 segun el cual se define
a una especie como: “Grupos de poblaciones con capacidad real o potencial de
entrecruzarse entre si, que estan aislados reproductivamente de otros grupos similares”.
Esta definicidn es la més utilizada por los bidlogos evolutivos interesados en identificar
los mecanismos de especiacion, puesto que establece criterios tangibles (reproduccion

sexual y viabilidad de la descendencia) sujetos al escrutinio experimental de especiacion.

Si bien la mayoria de los investigadores aceptan que la especiacion es mas o
menos un proceso continuo en el cual la variacidn genética se vuelve segregada entre las
poblaciones, la ruta exacta hacia la especiacion continua siendo discutida (Turelli et al.

2001).

1.2.2. Aislamiento reproductivo y barreras al flujo genético entre especies

El aislamiento reproductivo puede ser producido por diversas barreras
reproductivas, que se pueden clasificar en precigoticas y postcigoticas, dependiendo de
en qué momento actlan. Las barreras precigoticas implican impedimentos para la
formacion de cigotos. Las barreras postcigoticas, por otro lado, resultan de todas aquellas

situaciones en las que los cigotos, o los individuos adultos en caso de que lleguen a
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completar su desarrollo, tienen practicamente anulada su eficacia biologica (Coyne y Orr
2004).

Las barreras precigoticas engloban todas aquellas situaciones que implican que

las dos especies no puedan aparearse:

-Aislamiento temporal: Ocurre cuando las poblaciones no coinciden en sus periodos
reproductivos (Templeton 1989).

-Aislamiento por diferenciacion de hébitat: Ocurre frecuentemente entre especies que se
han especializado en un determinado recurso o habitat y la fecundacién se localiza en un
mismo hé&bitat. Otro ejemplo es cuando los migrantes entre poblaciones sufren una
supervivencia reducida porque estan pobremente adaptados a su hébitat no nativo. Esta
inviabilidad de los inmigrantes puede reducir directamente el flujo génico entre las
poblaciones al disminuir la tasa de encuentros de apareamiento heteropoblacionales
(Nosil et al. 2005, Matsubayashi et al. 2010).

-Aislamiento etolégico: Se produce cuando individuos de sexo opuesto pero de especies
diferentes se encuentran pero no se reconocen como potenciales parejas sexuales (Ehrman
1964, Dobzhansky et al. 1967, Nosil et al. 2005).

-Aislamiento mecanico o fisiolégico: Aparece cuando hay una imposibilidad morfoldgica
para que se produzca la transferencia de gametos, debido principalmente a que las
genitalias de ambas especies han divergido sustancialmente (Eberhard 1985, 2009, 2010,

Sirot 2003, Hosken y Stockley 2004).

Las barreras postcigoticas pueden deberse a incompatibilidades genéticas entre

genomas divergentes, causados por interacciones negativas entre genes que difieren entre
las poblaciones, cuando estos genes son reunidos en los hibridos (Rice y Hostert 1993,

Rundle y Whitlock 2001). Estas incompatibilidades reducen la eficacia biologica de los

20



hibridos y no dependen de una interaccidn ecoldgica entre fenotipo y ambiente. Dentro
de estas barreras encontramos la mortalidad de los cigotos, la inviabilidad de los hibridos
y la esterilidad de los hibridos. Los cigotos hibridos pueden no desarrollarse y abortarse
al poco tiempo de su formacion o bien durante alguna fase mas tardia de su
desarrollo/metamorfosis (Dobzhansky 1937, Muller 1942). Sin embargo, algunos
hibridos pueden presentar heterosis o vigor hibrido, aunque por el contrario, generalmente
son estériles. La inviabilidad y esterilidad de los hibridos puede aparecer tanto en F1 como
en F2 o en los retrocruzamientos con los parentales (Coyne y Orr 2004, Johnson 2008).
A veces los hibridos no presentan ningin problema reproductivo, pero pueden tener su
eficacia bioldgica reducida frente a las especies parentales. Eso es lo que se conoce como
“subdominancia ecoldgica” (Dobzhansky 1937, Muller 1942). Esto puede producirse
cuando la eficacia bioldgica del hibrido es reducida a causa de una desigualdad entre los
fenotipos intermedios del hibrido y el ambiente. En este caso, los hibridos F1 son
intermedios entre las formas parentales en caracteres adaptativos y por lo tanto exhiben
una eficacia bioldgica menor en la planta hospedera/ ambiente que la forma parental

nativa (Matsubayashi et al. 2010).

1.2.3. Tipos de especiacion

Existen varios criterios para clasificar los tipos de especiacion, siendo el méas

empleado el espacial. De esta manera, de acuerdo a los patrones de separacion geografica

que presentan las poblaciones en proceso de divergencia, se puede distinguir la

especiacion alopatrica, parapatrica y simpatrica.
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La especiacion alopatrica consiste en la separacion geografica de un acervo
genético continuo, de tal forma que se lleguen a producir dos o méas poblaciones
geogréficas aisladas (Mayr 1963, Campbell et al. 1999).

La especiacion parapatrica se produce sin una separacion geografica completa de
las poblaciones. De hecho, la especie hija puede compartir parte del rango de distribucion
con la especie madre e hibridar en las zonas de contacto (Gravilets et al. 2000).

La especiacion simpatrica, por ultimo, implica la divergencia de algunos demos
hasta conseguir independencia evolutiva dentro de un mismo espacio geografico, es decir,
es la evolucion del aislamiento reproductivo sin barreras geogréficas (Berlocher y Feder
2002, Bolnick y Fitzpatrick 2007). Este tipo de especiacion ha estado intimamente
relacionada a la entomologia desde el afio 1867, cuando Benjamin Walsh propuso que
muchos insectos especificos de una planta hospedera surgieron en el proceso de cambiar
y adaptarse a nuevas especies de plantas. Walsh fue inspirado por el cambio de Rhagoletis
pomonella (Walsh), del espino (Crataegus spp.) a la manzana domesticada (Malus pumila
Borkh), formando lo que se conoce como “raza de hospedero”, siendo este uno de los
modelos méas conocidos de especiacion simpétrica (Walsh 1867).

Desde entonces, si bien la aceptacion de la especiacion simpatrica ha tenido sus
altibajos, en las ultimas décadas, con la evidencia de razas de hospedero en insectos y
divergencia ecoldgica en peces, la especiacion simpatrica ha ganado una aceptacién
mucho mas amplia. Es asi que un nimero cada vez mayor de casos de diferenciacion
asociada al hospedero ha sido documentada en insectos (Berlocher y Feder 2002, Dopman
et al. 2002, Funk et al. 2002, Simon et al. 2003, Wang et al. 2017).

En relacion a esto, Drés y Mallet (2002) elaboraron una definicion actualizada de

raza hospedera, construida a partir de los criterios enunciados en Jaenike (1981) y Bush
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(1992). Segun ellos, las razas de hospedero son grupos de poblaciones que son definidas
de la siguiente manera:

e Usan diferentes taxones de hospederos en su estado silvestre.

e Consisten en individuos que exhiben “fidelidad al hospedero”, es decir, estan
asociados a hospederos particulares.

e Coexisten en simpatria en al menos una parte de su rango.

o Estan genéticamente diferenciadas en méas de un locus.

e Estdn mas diferenciadas genéticamente de poblaciones en otro hospedero en
simpatria (y al mismo tiempo) que de algunas poblaciones distantes
geogréficamente en el mismo hospedero.

e Muestran una correlacion entre la eleccién del hospedero y la eleccion de la
pareja.

e Experimentan flujo génico a una tasa apreciable (aproximadamente m> 1% por

generacion)

Finalmente, es probable que las especies de diferentes razas de hospedero:
e Tengan mayor eficacia biol6gica en los hospederos nativos que los alternativos.

e Produzcan hibridos menos aptos que las formas parentales.

Sin embargo, recientes trabajos sobre insectos fitéfagos han mostrado que el
proceso frecuentemente extendido de especiacién puede tener multiples modalidades
involucrando etapas tanto simpatricas como alopatricas (Feder et al. 2003, Xie et al.

2007).

23



1.3. Genética de poblaciones

La genética de poblaciones es el estudio tedrico y experimental del modo en que
se hereda la variacion genética en las poblaciones y como cambia esa variacion en el
tiempo y en el espacio (Griffiths et al. 2002). La variabilidad genética provee la materia
prima para todo cambio evolutivo.

El concepto moderno postula que el cambio evolutivo se produce por los efectos
combinados de varias fuerzas: seleccion natural, flujo génico, deriva génica y mutacion
(Merrell 1981). Justamente, un foco primario de la genética de poblaciones molecular es
hacer inferencias acerca de la contribucion de cada una de estas fuerzas para producir los
patrones de variacion en las secuencias de ADN que se observan en la actualidad en

determinadas poblaciones (Hartl y Clark 1997).

1.3.1. Flujo génico y estructura genética de las poblaciones

El flujo génico es el movimiento de genes de una poblacion a otra (Mallet 2001).
El flujo génico es indudablemente uno de los procesos mas importantes en la genética de
poblaciones. En su ausencia, la combinacién de mutacién, deriva génica y seleccion
natural ocasiona que las poblaciones diverjan genéticamente unas de otras, mientras que
en presencia del flujo génico las poblaciones pueden ser mantenidas como unidades
(Freeland 2005). Si el flujo génico entre poblaciones de una especie es alto, entonces
todas las poblaciones evolucionan de manera conjunta, pero si es muy bajo, las
poblaciones de una especie empiezan a divergir y pueden evolucionar casi

independientemente. Si continta la diferenciacion, puede llegar a surgir aislamiento
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reproductivo y en consecuencia el establecimiento de linajes evolutivamente
independientes (es decir, se da un proceso de especiacion) (Eguiarte et al. 2015).

A su vez, la estructura genética puede ser descripta como la distribucion de la
variacion genética como el resultado de la migracion, seleccion, mutacion, deriva génica
y factores relacionados (Roderick 1996).

El estudio de la estructura genética de una especie es de vital importancia porque
permite identificar poblaciones que requieren ser consideradas como distintas unidades
de manejo. Esto adquiere importancia en el marco del manejo integrado de plagas, ya que
poblaciones genéticamente diferentes pueden variar en su susceptibilidad a enemigos
naturales y otras tacticas de control (Joyce et al. 2014). Por lo tanto, el éxito en la
implementacién de una herramienta de manejo adecuada para una determinada especie,
dependeré en gran medida de la capacidad para determinar correctamente la estructura

genética de sus poblaciones.

1.3.2. Uso de marcadores moleculares para el analisis genético de poblaciones

Actualmente, avances en la biologia molecular proveen herramientas poderosas
que permiten revelar variaciones genéticas. Los marcadores moleculares permiten, entre
otras cosas, cuantificar la diversidad genética, estimar la deriva génica, medir la
endogamia, identificar fosiles, caracterizar nuevas especies e inferir patrones historicos
de dispersion. Los marcadores moleculares son una fuente muy grande de informacion
dado que son capaces de generar datos de las moléculas altamente variables de ADN que
pueden ser encontradas en casi todos los seres vivos (Freeland 2005).

Los diferentes tipos de marcadores se distinguen principalmente por la forma en

que se generan, la capacidad para detectar polimorfismos en loci Gnicos o multiples y el
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comportamiento de tipo dominante o co-dominante (Simpson 1997). Los marcadores
“ideales” cumplen una serie de caracteristicas, entre las que se destacan (Kesawat y Das
2009):

*Altamente polimorficos,

*Herencia codominante,

*Facil generacion,

*Comportamiento selectivo neutral,

*Bajo costo,

*Fécil y rapido anélisis,

*Ocurrencia frecuente en el genoma

*Alta reproducibilidad

Los marcadores moleculares pueden generarse tanto a partir del ADN nuclear
como del ADN mitocondrial (ADNmt) (Freeland 2005). EI ADNmt esté involucrado en
la respiracion celular; en insectos contiene 13 genes codificantes de proteinas, 22 ARNs
de transferencia y dos ARNSs ribosémicos. La mayoria de las secuencias son unicas, no
son repetitivas y hay poca evidencia de secuencias espaciadoras entre genes o secuencias
intervinientes entre genes transcriptos. Aunque se ha encontrado reorganizacion en
algunos genes mitocondriales en diferentes especies animales, en general la estructura,
tamafio y organizacion de sus genes es relativamente conservada. En la mayoria de los
animales, el ADNmt es heredado maternalmente, lo que significa que se transmite de las
madres a sus hijos (Freeland 2005).

Hay varias razones por las cuales los marcadores de ADNmt han sido usados
extensivamente en la genética de poblaciones de animales. Primero, el ADNmt es

relativamente facil para trabajar. Su tamafio pequefio, sumado a la organizacion
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conservada de los genes, permite que muchos pares de cebadores universales amplifiquen
regiones del ADN de la mitocondria en una amplia variedad de vertebrados e
invertebrados. Esto significa que los datos pueden ser obtenidos sin ningin conocimiento
previo de la secuencia del ADNmt de una especie (Freeland 2005).

En segundo lugar, aunque la organizacion de los genes es conservada, la tasa de
mutacion es alta (ha sido estimada en 5,7 x 108 por sitio por afio) (Brown et al. 1982).
Esto significa que el ADNmt revela niveles de polimorfismo relativamente altos y por lo
tanto con frecuencia revelaran mdaltiples linajes genéticos tanto dentro como entre las
poblaciones (Freeland 2005).

La tercera propiedad relevante del ADNmt, es su falta de recombinacion general,
lo que significa que la descendencia usualmente tendra (sin tener en cuenta la mutacién)
exactamente el mismo genoma mitocondrial que la madre. Esto significa que los linajes
individuales pueden ser rastreados a través del tiempo y el espacio con relativa facilidad,
razén por la cual son muy usados en filogeografia (Freeland 2005).

Finalmente, como el ADNmt es haploide y heredado uniparentalmente, es
efectivamente un cuarto del tamafio poblacional del ADN nuclear diploide. Como hay
menos copias de ADNmt con las cuales comenzar, es relativamente sensible a eventos
demogréficos como cuellos de botella. Esto ocurre cuando el tamafio de la poblacion es
temporalmente reducido; aun si la poblacion se recupera rapidamente, tendra pocos
haplotipos mitocondriales sobrevivientes comparado con los genotipos nucleares
(Freeland 2005).

Sin embargo, en eucariontes, la mayor parte de la informacion genética se
encuentra contenida en el nucleo de la célula. EI ADN nuclear se encuentra empaquetado
y asociado a proteinas histonas, conformando los cromosomas (Klug et al. 2006). EI ADN

nuclear contiene regiones unicas (de una sola copia) y no Unicas (duplicadas) o regiones
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repetitivas (Stansfield 1992). Se considera que los organismos diploides tienen dos copias
de cada locus en los pares homologos de los cromosomas, llamadas alelos, sin tener en
cuenta si contienen regiones codificantes (exones) o no codificantes (intrones) (Alcantara
2007).

Los marcadores nucleares ofrecen la promesa de casi ilimitados loci para el
andlisis de la estructura genética (Roderick 1996). En forma general, son amplificados
(via PCR, de sus siglas en inglés de “polymerase chain reaction’) usando cebadores de
ADN que flanquean una region en particular y las variantes en tamafio resultantes pueden
ser visualizadas a través de la electroforesis. Dentro de los marcadores nucleares, los
microsatélites ofrecen un conjunto valorable de variacion genética que es particularmente
util cuando otros métodos muestran variabilidad insuficiente. Ademas, son marcadores
codominantes, lo que permite distinguir a los heterocigotas (Roderick 1996).

Tanto el ADNmt como el nuclear se han usado extensivamente en estudios
filogenéticos y evolutivos, aunque los genomas nucleares son de mayor preferencia,
porque en general evolucionan mas rapidamente que los de las organelas y porque su
mayor tamafio genémico proporciona un nimero mucho més alto de polimorfismos. Por
otra parte, la informacion evolutiva que ambos tipos de genomas (mitocondrial y nuclear)
aportan es distinta y complementaria en aquellas especies (la mayoria) en que las
organelas son heredadas uniparentalmente (Pérez de la Vega 1997).

Por lo tanto, teniendo en cuenta las ventajas y desventajas de la informacion
provista por los genomas de distinta herencia, es interesante estudiar las ventajas que
ofrece el uso de multiples marcadores moleculares que tengan modos de herencia
contrastantes (Freeland 2005).

Teniendo en cuenta todo lo previamente mencionado y considerando la falta de

informacion sobre la biologia, compatibilidad reproductiva y genética de poblaciones de
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H. gelotopoeon, en el marco de esta tesis doctoral se realizaron estos estudios. Esta
investigacion permitira aportar conocimientos sobre los aspectos bésicos de esta plaga en

vistas de proponer estrategias para un manejo adecuado de la especie en Argentina.

1.4. Hipdtesis

Las caracteristicas bioldgicas y la distribucion de plantas hospederas de H.
gelotopoeon favorecen la aparicion de biotipos que pueden ser caracterizados a nivel

molecular y bioldgico.

1.5. Objetivo general

Determinar la naturaleza de la estructura genética de las poblaciones de H.
gelotopoeon en funcidn de distintas plantas hospederas y regiones de la Argentina en base

a caracteristicas bioldgicas y moleculares.

1.5.1. Objetivos especificos

1. Caracterizar los parametros bioldgicos de poblaciones de H. gelotopoeon provenientes

de diferentes cultivos de distintas regiones de la Argentina.

2. Determinar el grado de compatibilidad reproductiva entre las poblaciones de H.

gelotopoeon recolectadas en diferentes cultivos de distintas regiones de Argentina.

3. Determinar la presencia de biotipos o “strains” de H. gelotopoeon a través de la

deteccion de polimorfismos genéticos.
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4. Analizar la diversidad genética dentro y entre las poblaciones de H. gelotopoeon sobre

la base de marcadores moleculares.

5. Establecer si las diferencias biologicas y el grado de compatibilidad reproductiva
detectadas entre las distintas poblaciones de H. gelotopoeon se correlacionan a aquellas

obtenidas a nivel molecular.
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Capitulo 2

Tabla de vida y determinacion del potencial

biotico de Helicoverpa gelotopoeon




2.1. Introduccién

El desarrollo de una estrategia de control adecuada, con el minimo uso de
pesticidas, requiere el conocimiento basico de la dindmica poblacional de la plaga (Pascua
y Pascua 2002). Esto permite oportunamente predecir, planear, programar, organizar e
integrar todos los métodos posibles de control. La informacion obtenida, posibilita
diagnosticar la situacion con respecto a una plaga antes de que se desarrolle (Romero
2004). En este sentido, las tablas de vida son una importante herramienta para entender
las dinamicas poblacionales de los insectos y para generar conocimientos basicos para
estudios adicionales, tales como andlisis de comportamiento, cria masiva, respuesta a
agentes y métodos de control, entre otros. Estas proveen una descripcién resumida de la
tasa especifica de mortalidad por rango de edad, supervivencia para cada estado de
desarrollo y reproduccion y son Utiles para revelar el méximo potencial de crecimiento de
una poblacion. El potencial bidtico, a su vez, revela la maxima capacidad reproductiva de
un organismo bajo condiciones ambientales 6ptimas (Silveira Neto et al. 1976). Desde el
punto de vista del manejo de plagas, es muy importante conocer el estado mas susceptible
de una plaga y por ende los periodos mas oportunos para su control (Kakde et al. 2014).

Actualmente no hay estudios utilizando tablas de vida, pardmetros poblacionales
ni evaluaciones del potencial bi6tico de H. gelotopoeon. Por lo tanto, para contribuir con
informacion util para el manejo de esta especie plaga, el objetivo de este capitulo fue la
construccion de una tabla de vida y la estimacion de parametros poblacionales y el

potencial bidtico de esta especie criada sobre dieta artificial bajo condiciones controladas.
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2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Recoleccion de las poblaciones

Se recolectaron adultos de H. gelotopoeon en enero de 2017 con una trampa de
luz en un campo comercial de soja en la localidad de San Agustin, departamento Cruz
Alta, provincia de Tucuman, Argentina. Estos adultos fueron identificados acorde a los
trabajos de Velasco de Stacul et al. (1969) y Navarro et al. (2009). Los adultos
recolectados fueron colocados en jaulas cilindricas con red metélica (40 cm de altura 'y
20 cm de diametro) y transportados al laboratorio. Estas jaulas fueron colocadas en
camaras bajo condiciones controladas (27 £+ 2°C, 70-75% HR, 14: 10 L:O de fotoperiodo
artificial) para iniciar las colonias experimentales. Se depositaron algunos individuos
como especimenes voucher en la coleccion de insectos de la Seccion Zoologia Agricola,

Estacion Experimental Agroindustrial Obispo Colombres.

2.2.2. Cria de las poblaciones

Los adultos recolectados en el campo comercial fueron colocados en cinco jaulas
de oviposicién similares a las descriptas arriba con aproximadamente 25 hembras y 25
machos por jaula. Para permitir la aireacion, ambos extremos de la jaula fueron cubiertos
con tela de nylon. Esta poblacion fue mantenida en la misma camara bajo las mismas
condiciones controladas a 27 + 2°C, 70-75% HR y 14: 10 L:O de fotoperiodo artificial.
La comida para adultos fue provista a través de un algodédn saturado con una mezcla de
agua y miel (1:1 vol:vol), que fue reemplazado todos los dias. Las jaulas fueron revisadas

todos los dias para determinar la oviposicion y la mortalidad de adultos.
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Los huevos depositados fueron recolectados y colocados en recipientes plasticos
de 750 ml. Una vez que emergieron, las larvas neonatas fueron ubicadas individualmente
en tubos de vidrio con dieta artificial que incluia harina de garbanzo (Grandiet®, Buenos
Aires, Argentina), germen de trigo (Grandiet®, Buenos Aires, Argentina), levadura de
cerveza (Calsa®, Tucuman, Argentina), agar-agar (Todo Droga®, Cordoba, Argentina),
vitamina C (Anedra®, Buenos Aires, Argentina), acido sérbico (Anedra®, Buenos Aires,
Argentina), benzoato de sodio (Todo Droga®, Cdérdoba, Argentina), suplemento
vitaminico con aminoécidos (Ruminal®, Buenos Aires, Argentina), sales de Wesson
(Todo Droga®, Cérdoba, Argentina) y metilparaben (Todo Droga®, Cérdoba, Argentina)
(Murua et al. 2003).

La dieta fue reemplazada cada dos o tres dias. A medida que las larvas pupaban,
las pupas fueron colocadas en recipientes de plastico con papel filtro humedecido hasta
la emergencia de los adultos (Figura 2.1).

Luego de establecer una colonia para cada poblacién, los individuos de la segunda

y tercera generacion fueron usados para estos estudios.
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Figura 2.1. Elementos y materiales utilizados para la cria de los distintos estados de

desarrollo de Helicoverpa gelotopoeon. (A) Jaula para adultos, (B) Recipiente para

pupas, (C) Recipiente para huevos y (D) Tubos para individualizacion de larvas.

2.2.3. Parametros bioldgicos y reproductivos

De la colonia experimental de H. gelotopoeon, se eligieron al azar 241 huevos
para analizar el tiempo de desarrollo y la supervivencia de los diferentes estados (huevo,
estadios larvales, pupa y adulto) y la proporcién sexual resultante.

Cada huevo fue examinado por separado. Luego, en el estado de pupa, el sexo fue
determinado de acuerdo a la forma y la posicion de las aberturas genitales. Este
procedimiento permitié evaluar los parametros biolégicos para ambos sexos, incluso
durante su estado larval. Las larvas fueron revisadas diariamente para determinar la
transicion (muda) al siguiente estadio a través de la observacion de capsulas cefalicas, o

la mortalidad.

35



2.2.4. Tabla de vida y parametros poblacionales

Se acondicionaron cohortes conformadas por una hembra virgen y un macho
virgen (menos de 24 horas de edad) dentro de una jaula de oviposicién cilindrica,
similares a las descriptas anteriormente, para determinar la longevidad de los adultos y
los pardmetros reproductivos de las hembras.

La supervivencia de adultos y la oviposicion de las hembras fueron registradas
diariamente para calcular la supervivencia especifica por edad (Ix, nimero de hembras
vivas a la edad x) y la fecundidad especifica por edad (mx, nimero de progenie femenina
producida por hembras a la edad x). Estos parametros fueron usados para construir las
tablas de vida y para estimar los pardmetros poblacionales de H. gelotopoeon.

Los pardmetros poblacionales estimados fueron: tasa neta de reproduccion [(Ro=
2 (Ix mx)], tiempo generacional [T=Z (x Ix mx)/ X (Ixmx)], tasa intrinseca de crecimiento
(r = In Ro/T), tiempo de duplicacion poblacional (DT= In2/r) y tasa finita de crecimiento
(A= er). Se utilizaron las metodologias descriptas por Carey (1993, 1995). Se usé un total

de 31 cohortes para el ensayo.

2.2.5. Potencial biético

Luego de establecer los parametros biolégicos, el potencial bidtico (PB) fue
calculado usando la ecuacion descripta en Silveira Neto et al. (1976): PB = (sr*d)" — er,
donde: (sr) proporcion de sexos calculada como el nimero de hembras dividido por el
namero de hembras mas machos; (d) individuos viables por hembra; (n) numero de
generaciones por afio o 365 dias dividido por el ciclo de vida total; y (er) resistencia

ambiental. Se asumid que no habia er ya que los insectos fueron criados en el laboratorio.
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2.2.6. Anélisis de datos

Los pardmetros bioldgicos entre machos y hembras de H. gelotopoeon fueron
comparados usando la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon (Lehmann 1975)
(P<0,05). Todos los datos fueron analizados usando IBM SPSS Statistics (IBM Corp

2013), version 22.0.

2.3. Resultados

2.3.1. Diferencias sexuales en parametros bioldgicos

Todos los adultos utilizados para este estudio fueron previamente identificados
como H. gelotopoeon (Velasco de Stacul et al. 1969, Navarro et al. 2009).

Un total de 95 adultos, 52 hembras y 43 machos, fueron usados para determinar
los parametros biolégicos de H. gelotopoeon. La duracién de cada estado de desarrollo
esta presentada en la Tabla 2.1. Los pardmetros biolégicos que mostraron diferencias
significativas entre macho y hembra fueron: duracién del estado de pupa (W= 2043; P =
0,005), longevidad de adultos (W= 1918; P =0,004) y ciclo de vida (W= 2143; P =0,008),
que tuvieron una mayor duracion para los machos (Tabla 2.1). La progenie tuvo una
proporcién de sexos de 1,19:1 (H:M). No se encontraron diferencias en la masa pupal
(265,50 £ 3,41 mg y 265,40 * 3,41 mg para hembras y machos respectivamente) ni en la

duracién del ciclo larval entre ambos sexos.
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Tabla 2.1. Duracion en dias (promedio + EE) de los estados de huevo, larva y pupa,

longevidad de adultos y ciclo total para ambos sexos de Helicoverpa gelotopoeon.

Parametros Hembra n Rango Macho n Rango
Huevo 3,2 £0,08a 52 2-5 3,2+0,08a 43 2-5
Ciclo larval 139+0,12a 52 13-17 13,9 +£0,15a 43 12 -16
Pupa 128+0,17a 52 10-16 136+£0,22b 43 12-19
Longevidad adulto 16,8+0,80a 52 6-34 19,4 +£0,84b 43 8-32
Ciclo total 46,8+0,82a 52 36-64 50,3+0,72b 43 43 -62

Valores sucedidos por las mismas letras dentro de una fila no son significativamente diferentes de acuerdo
al test de Wilcoxon (P > 0.05)

2.3.2. Tablas de vida y pardmetros poblacionales

La tasa neta de reproduccion (Ro) para H. gelotopoeon fue 95,49, lo cual indica
que una hembra podria producir, en promedio, otras 95,49 + 0,45 nuevas hembras durante
toda su vida. Debido a que el valor de “Ro” fue mayor a 1, la poblacion de H. gelotopoeon
bajo condiciones de laboratorio aument6 en tamafio.

El tiempo generacional promedio (T) fue 37,53 dias y la tasa intrinseca de

€.
T

incremento poblacional fue 0,12, indicando que la poblacion estuvo creciendo a una
tasa de aproximadamente 0,12 hembras/hembra/dia. El tiempo de duplicacion
poblacional (DT) fue 5,70 dias, y la tasa finita de crecimiento (A) 1,13.

La relacion entre la fecundidad especifica por edad (mx) y la supervivencia
especifica por edad (Ix) se encuentra ilustrada en la Figura 2.2. La méxima tasa de
crecimiento poblacional ocurrio en el dia 33, representada por la primera interseccion

entre las lineas de fecundidad especifica y supervivencia. La fecundidad tuvo dos picos:

uno en el dia 35y el otro en el dia 37 del ciclo de vida de H. gelotopoeon.
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Figura 2.2. Relacion entre fertilidad (mx) y tasa de supervivencia

(Ix) de Helicoverpa gelotopoeon criada con dieta artificial.

La tasa de fecundidad bruta fue 565,87, la tasa de fecundidad neta fue 496,07, y el nimero
promedio de huevos depositados por dia 18,6. Las curvas de fecundidad bruta y neta

diaria se encuentran representadas en la Figura 2.3.
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Figura 2.3. Expectativa de vida (ex), fecundidad bruta y neta diaria de individuos de

Helicoverpa gelotopoeon criados con dieta artificial.

Considerando el analisis de supervivencia (Figura 2.2), de los 241 huevos criados
en dieta artificial, solo 123 individuos (51,04%) completaron el estado larval y
sobrevivieron hasta el estado de pupa. De esos 123 individuos, s6lo 98 (40%) alcanzaron
el estado de adulto. Los machos y hembras tuvieron una supervivencia similar; del total
de individuos que alcanzaron el estado de adulto, 49,63% fueron hembras y el 50,36%
fueron machos. La curva de supervivencia (Figura 2.2) mostré una mayor tasa de
mortalidad durante el estado de huevo y los primeros estadios larvales. Luego, declind
lentamente hasta la muerte del Gltimo adulto. Esta curva de Ix se asemeja a la curva de
supervivencia teorica tipo 111 (Rabinovich 1978).

La curva de expectativa de vida (Figura 2.3) mostré cuatro periodos de alta
mortalidad para esta especie. El primer periodo fue desde el estado de huevo hasta el

primer estadio larval, el segundo y tercer periodo ocurrieron desde el segundo al tercer
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estadio larval y desde el tercero al cuarto estadio larval respectivamente, y el cuarto
ocurrid antes del estado de pupa. En general, la supervivencia fue menor en los estadios
larvales méas tempranos comparados con los mas tardios, sugiriendo que la probabilidad

de morir fue mayor en los primeros estadios larvales.

2.3.3. Potencial biético

Considerando una proporcion de sexos de 0,54%, ausencia de resistencia
ambiental, y los siguientes valores para la ecuacién de PB, d = 496,07 y n = 7,54, el PB

de H. gelotopoeon fue 2,026 x 10'® individuos por hembra por afio.

2.4. Discusién

En este estudio se evaluaron los pardmetros poblacionales y el potencial bidtico
de una plaga importante de soja en Argentina. Ya que no hay informacion publicada con
respecto a estudios usando tablas de vida para H. gelotopoeon, los resultados de este
capitulo, fueron comparados con los de otras especies de este género, con énfasis en H.
armigera.

En este estudio, los machos tuvieron un estado pupal, longevidad y ciclo de vida
mas largo que las hembras. Observaciones similares fueron realizadas por Wu y Wang
(2012) para el estado pupal de H. armigera cuando la criaron a 23°C. Razmjou et al.
(2013) y Naseri et al. (2014) también encontraron que los machos de H. armigera tuvieron
una longevidad y ciclo de total mas largo que las hembras. De acuerdo a Slansky (1980),

la reduccidn en la longevidad de la hembra parece deberse a la reproduccion, causada por

41



una pérdida de energia durante la oviposicién, reduciendo las fuentes disponibles para el
mantenimiento somatico.

También se observo que esta especie tiene una fuerte emergencia protoginica (es
decir, las hembras emergieron antes que los machos) (Degen et al. 2015), lo cual puede
ser inadecuado para la sincronizacion reproductiva bajo condiciones de laboratorio. Las
hembras emergieron en promedio dos noches antes que los machos. De acuerdo a Wu y
Wang (2012), quienes encontraron resultados similares para H. armigera, esto podria ser
atribuido a la duracion significativamente mas larga de pupas de machos comparada con
la de las hembras.

Sin embargo, algunos autores que trabajaron con otras especies de Noctuidae tales
como Spodoptera litura (Fabricius) (Li et al. 2014) y Pseudaletia unipuncta (Haworth)
(Taylor y Shields 1990), incluyendo a H. armigera (Chen et al. 2014), consideran a la
protoginia como una estrategia para prevenir la depresién por endogamia, dado que es
menos probable que las hembras tempranamente emergidas se crucen con sus hermanos.

La tasa neta de reproduccién (Ro) de hembras de H. gelotopoeon fue menor que
la citada en H. armigera por Singh y Yadav (2009), Gomes et al. (2017) y Silva et al.
(2017) (332,43; 566 y 303,66 respectivamente). La tasa intrinseca de crecimiento (r) y la
tasa finita de crecimiento poblacional (A) sin embargo, mostraron valores similares
cuando se compararon con otros estudios de H. armigera (Choudhury et al. 2012,
Razmjou et al. 2013, Naseri et al. 2014, Silva et al. 2017). El tiempo transcurrido entre
generaciones fue en general menor que el encontrado para H. armigera (Dabhi y Patel
2007, Singh y Yadav 2009, Jha et al. 2014, Gomes et al. 2017) (45,26; 42,62; 46,60 y
47,11 respectivamente) y el tiempo necesario para que la poblacion de H. gelotopoeon
duplique el tamafio (DT) fue similar a algunos estudios de H. armigera (Choudhury et al.

2012, Razmjou et al. 2013) y Helicoverpa assulta (Guenee) (Wang et al. 2008). Estos
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resultados sugieren que esta especie tiene una alta capacidad para incrementar el tamafio
de sus poblaciones bajo condiciones controladas de cria y probablemente bajo
condiciones de campo.

La méaxima tasa de crecimiento poblacional ocurrié entre los dias 32 y 34, lo cual
fue antes de lo encontrado para H. armigera por Silva et al. (2017) (dias 37 y 39).

El alto valor de PB (2,026 x 10'®) de H. gelotopoeon indica que cada hembra
puede producir mas de 2 trillones de descendientes. Sin embargo, este resultado es menor
al obtenido por Silva et al. (2017) para H. armigera (PB = 2,016 x 10??). Estas diferencias
podrian ser atribuidas a la mayor fecundidad de H. armigera.

Las curvas de expectativa de vida (ex) identificaron las edades criticas de
mortalidad. Los individuos de H. gelotopoeon criados en dieta artificial sufrieron una
mayor mortalidad durante los estados tempranos (desde huevo hasta el tercer estadio
larval). Este resultado es consistente con los de Liu et al. (2004), que encontraron que la
mortalidad larval de H. armigera fue mayor entre el primer y segundo estadio larval para
todas las plantas hospederas evaluadas, excepto el algodén. Vargas y Nishida (1980)
observaron la misma tendencia para H. zea. Considerando la curva de supervivencia, los
resultados de este estudio son similares a aquellos obtenidos por Jha et al. (2014), quienes
encontraron que sélo la mitad de los individuos de H. armigera completaron el estado
larval y sobrevivieron hasta el estado de pupa. EI méaximo valor de fecundidad especifica
(mx)/dia fue 41,54 hembras/hembra en el dia 35 del ciclo de vida de H. gelotopoeon. Este
valor es menor que el encontrado por Singh y Yadav (2009), quienes observaron 70,33
hembras/hembra para H. armigera.

La fecundidad promedio de H. gelotopoeon criada con dieta artificial fue de 496
huevos fértiles/hembra, lo cual es menor a lo observado para H. armigera por Silva et al.

2017, quien encontro valores de 592,01 a 914,76 huevos fértiles por hembra. El espacio
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entre las curvas de fecundidad neta y bruta en la Figura 2.3 representa la diferencia entre
el nimero de huevos depositados con respecto al nimero de huevos eclosionados.

Es esencial entender los parametros demograficos de una plaga para desarrollar
un programa de manejo integrado de plagas, dado que estos parametros proveen la tasa
de crecimiento poblacional de una especie tanto para la generacion actual como para las
sucesivas (Frel et al. 2003).

El presente estudio provee informacion novedosa sobre parametros de tabla de
vida y potencial bidtico de H. gelotopoeon. Esta informacion sirve de base para obtener
modelos de prediccion Utiles para el uso a campo que incluyan factores bioticos y
abidticos que puedan influenciar la supervivencia, tasa de desarrollo, fecundidad y
fertilidad. También permitird conocer la efectividad de la aplicacion de determinadas
estrategias de control, al contrastar tablas de vida que contemplen el crecimiento y la
dindmica poblacional con y sin la influencia de dicha tactica de manejo. Por lo tanto,
teniendo en cuenta todo lo previamente expuesto, estos resultados son de gran utilidad
para planificar e implementar estrategias para el futuro desarrollo de programas de

manejo integrado de esta plaga en Sudamérica.
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Capitulo 3

Caracterizacion biologica y compatibilidad
reproductiva entre poblaciones de
Helicoverpa gelotopoeon provenientes de

diferentes regiones de la Argentina




3.1. Introduccioén

Los insectos herbivoros representan un grupo diverso de especies con un amplio
rango de distribuciones y potencial adaptativo (Wei et al. 2015, Bagley 2016). La
variacion genética entre poblaciones naturales puede deberse a varios factores, entre los
que se incluyen el aislamiento geogréfico y el aislamiento ecoldgico. Las barreras
geogréficas que limitan la dispersion y consecuentemente llevan al aislamiento por
distancia parecen ser particularmente importantes en la divergencia poblacional en
diversos taxones (Wang et al. 2017).

Varias poblaciones pertenecientes a la misma especie se alimentan de diferentes
plantas hospederas en diferentes regiones y estas poblaciones separadas estan sujetas
probablemente a diferentes presiones selectivas. Si las poblaciones se aislasen
geogréficamente y las diferencias genéticas aumentasen, podrian surgir nuevas especies.
Esto se considera como uno de los caminos usuales para que la especiacion ocurra y es
conocido como especiacion alopatrica (Pérez Contreras 1999). De hecho, la visién
convencional de la especiacion es que tiene lugar alopatricamente (Mayr 1963, Bush
1975, Hammond 1980).

De acuerdo a Wright (1951), cuando se estudian las posibles causas de
especiacion, las diferencias genéticas que tienden a prevenir los apareamientos entre
poblaciones son las que mejor explican el proceso de especiacion. La adaptacion a
ambientes ecoldgicos diferentes, puede resultar en la evolucion de la incompatibilidad
reproductiva entre poblaciones (Matsubayashi et al. 2010).

Las poblaciones de distintas regiones geograficas generalmente muestran varios
niveles de incompatibilidad reproductiva y exhiben diferentes caracteristicas biologicas
porque han estado geograficamente aisladas, han experimentado diferentes presiones de
seleccidn y/o adaptado a varios ambientes locales (Diehl y Bush 1984, Hopper et al. 1993)
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Es entonces esperable que especies de insectos fitofagos ampliamente distribuidas
experimenten diferentes presiones selectivas en diferentes partes de su area de
distribucion (Pérez Contreras 1999).

Como ya se menciond, H. gelotopoeon, es una especie que se encuentra
ampliamente distribuida en el sur de Sudamérica y en numerosas provincias de nuestro
pais, encontrdndose expuesta de esta manera a diferentes condiciones climéticas,
geogréficas, hidrogréficas y de relieve segln cada region donde estéa presente.

Son numerosos los estudios que existen sobre poblaciones alopétricas dentro de
una misma especie de lepidopteros (Imada et al. 2011, Lukhtanov 2012, Lukhtanov et al.
2015, Zlatkov y Huemer 2017). Dentro del género Helicoverpa, también se realizaron
este tipo de estudios, especialmente para H. armigera, obteniendo como resultado la
existencia de compatibilidad reproductiva entre poblaciones provenientes de distintos
paises, representando de esta manera una sola especie alrededor del mundo (Paterson
1991, Colvin et al. 1994).

Poblaciones genéticamente diferentes, como las poblaciones alopétricas, pueden
variar en su susceptibilidad a tacticas de control (Joyce et al 2014); por lo tanto, es
esencial entender la biologia y la estructura genética de poblaciones de H. gelotopoeon
para el desarrollo de estrategias de manejo sustentables.

En base a lo expuesto, el objetivo de este capitulo fue caracterizar parametros
biologicos y reproductivos y determinar la compatibilidad reproductiva de dos
poblaciones de H. gelotopoeon recolectadas en las provincias de Cérdoba y Tucuman en

Argentina.
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3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Recoleccion de las poblaciones

Se recolectaron poblaciones en el cultivo de garbanzo en dos provincias distintas:
San Agustin (depto. Cruz Alta, provincia de Tucumén, Argentina) y Marcos Juéarez
(provincia de Cordoba, Argentina) (Figura 3.1). Estas provincias pertenecen a las
regiones del Noroeste Argentino y Pampeana, respectivamente (Stratta et al. 2015, Zérate
y Mendicino 2015).

En cada sitio se recolecté un minimo de 200 larvas las cuales fueron ubicadas
individualmente en tubos de vidrio (12 cm de alto y 1.5 cm de didmetro) con trozos de
dieta artificial cuya composicion fue detallada previamente en el Capitulo 2. Las larvas
recolectadas fueron llevadas a laboratorio y colocadas en camaras de cria bajo
condiciones controladas (27£2°C, 70-75% HR, 14:10 L:O de fotoperiodo artificial) hasta
la emergencia de los adultos. Luego, todos los adultos que emergieron fueron examinados
usando la genitalia masculina, para confirmar la especie conforme a Velasco de Stacul et
al. (1969). Algunos de estos individuos de cada una de estas poblaciones fueron
depositados como especimenes voucher en la coleccion de insectos de la Seccién

Zoologia Agricola, Estacion Experimental Agroindustrial Obispo Colombres.
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Figura 3.1. Ubicacion geogréafica de los lugares en los que
se realiz6 la recoleccion de las poblaciones de Helicoverpa
gelotopoeon. 1: San Agustin, Tucumén (garbanzo), 2:

Marcos Juarez, Cordoba (garbanzo).

3.2.2. Descripcion de las regiones agroecoldgicas correspondientes a las localidades

muestreadas

Las poblaciones de H. gelotopoeon utilizadas en este capitulo y en los sucesivos

fueron recolectadas de cinco localidades, ubicadas en diferentes zonas agroecoldgicas:

Regién pampeana:

Esta region es una amplia planicie que se caracteriza por presentar excelentes
condiciones edaficas y climaticas que permiten el desarrollo de cultivos de produccién

agricola y la ganaderia. El clima es templado con temperaturas benignas; las medias de
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verano oscilan entre los 20 y 25°C y las de invierno entre los 5 y los 12°C con un promedio

anual de 17°C. Las lluvias son abundantes, decreciendo hacia el Oeste (Stratta et al. 2015).

Reqgidon NEA (Noreste Argentino):

El clima de esta regidn es subtropical, caracterizado por un largo verano y por un
extenso periodo libre de heladas, que permite el desarrollo de la produccién agricola de
cultivos industriales como el algodon (Gossypium hirsutum L.; Malvales: Malvaceae), la
yerba mate (llex paraguarensis A. St. Hill; Arquifoliales: Arquifoliaceae) el té (Camellia
sinensis L. Ericales: Theaceae) y el arroz (Oryza sativa Poales: Poaceae). Las
precipitaciones disminuyen de este a oeste entre 1800 mm a 600 mm, al igual que las
temperaturas medias anuales que varian entre 22°C a 16 y 18°C (Ferraris y Cieza 2015).
Los suelos son tipicos de areas de calidad y himedas, con diverso grado de desarrollo y
capacidad para la practica agricola, hay zonas con suelos muy fértiles, profundos de gran
capacidad productiva y zonas con suelos poco evolucionados de menor capacidad

productiva (Ferraris y Cieza 2015).

Reqgidon NOA (Noroeste Argentino):

El mosaico de paisajes que presenta la regién, cuenta con variados recursos que
han permitido el desarrollo de una economia mixta, agricola y ganadera, minera y forestal,
turistica e industrial. Desde el punto de vista natural se trata de una region muy
heterogénea. En ella se encuentran diversidad de climas, desde el subtropical serrano con
lluvias abundantes en el Este hasta el arido de altura en el Oeste, con temperaturas medias

anuales que oscilan de 18°C a 22°C (Zarate y Mendicino 2015, SMN 2018).
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3.2.3. Cria de las poblaciones

El procedimiento de cria utilizado fue el mismo al previamente descripto en el
Capitulo 2.

Luego de establecer una colonia para cada poblacion, individuos de la segunda a
la cuarta generacion fueron usados para los ensayos de biologia y compatibilidad

reproductiva de H. gelotopoeon.

3.2.4. Determinacién de parametros bioldgicos de poblaciones de diferentes regiones

de la oruga bolillera

De cada colonia experimental de H. gelotopoeon, una vez emergidas las larvas, se
seleccionaron cinco grupos al azar (en total 120 y 90 larvas de las provincias de Tucuman
y Cobrdoba, respectivamente) para analizar los siguientes parametros: duracién de los
estadios larvales y el estado de pupa, masa pupal (obtenida 24 h después de la pupacion)
y la proporcién de sexos.

De los adultos obtenidos, un grupo de aproximadamente 35 hembras y 35 machos
de la poblacion de Tucuman, y 22 hembras y 22 machos de la poblacién de Cérdoba
fueron seleccionados al azar para determinar la duracion de huevo, longevidad de adultos
y parametros reproductivos. Una hembra virgen y un macho virgen de 24 h de edad, de
la misma poblacién, fueron colocados en jaulas cilindricas de oviposicion similares a
aquellas descriptas anteriormente (25 cm de alto y 15 cm de didmetro). Los adultos fueron
mantenidos en estas jaulas y se registro diariamente la mortalidad y oviposicion hasta que

los dos adultos murieron. Las hembras muertas fueron disectadas para establecer el
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namero de espermatoforos presentes en su tracto digestivo para determinar si habia
ocurrido la copula o no (Perfectti 2002, Rhainds 2010).

Los parametros registrados fueron: preoviposicion, oviposicion y postoviposicion
(dias que la hembra sobrevive después de realizar la Gltima oviposicion), fecundidad total
(numero de huevos depositados por una hembra durante todo su periodo de vida),
duracién del estado de huevo, fertilidad total (porcentaje de huevos eclosionados) y

longevidad de los adultos.

3.2.5. Determinacion de compatibilidad reproductiva entre poblaciones de

diferentes regiones de la oruga bolillera

Se realiz6 un experimento de cruzas para determinar la compatibilidad
reproductiva entre las poblaciones de Tucuman y Cordoba, de acuerdo a las metodologias
descriptas por Pashley y Martin (1987), Murua et al. (2008) y Fogliata et al. (2016). Para
determinar la compatibilidad, se usé una hembra virgen y un macho virgen de 24 h de
edad. Se realizaron cuatro tipos de cruzas: 1) Cruzas parentales usando padres de la misma
poblacion, 2) Cruzas hibridas usando un padre de cada poblacion, 3) Retrocruzas con el
progenitor femenino como el padre recurrente y retrocruzas con el progenitor masculino
como el padre recurrente y 4) Cruzas entre hibridos F1 de las distintas poblaciones.

Un subconjunto de progenie larval (F1) de cada cruza fértil fue monitoreado para
evaluar la supervivencia y luego criado hasta la adultez. Los parametros medidos para
determinar la compatibilidad fueron: presencia de espermatdéforos, periodos de

preoviposicion, oviposicion y postoviposicion, fecundidad y fertilidad.
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3.2.6. Andlisis de datos

Los parametros bioldgicos entre las poblaciones de Tucumén y Cérdoba fueron
comparados usando la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon (Lehmann 1975)
(P<0.05). Para los datos de compatibilidad reproductiva, debido al alto ndmero de
combinaciones, los parametros de todas las cruzas parentales fueron comparados con los
resultados de los otros tipos de cruzas (cruzas hibridas, retrocruzas y cruzas entre
hibridos) usando el test de Kruskal-Wallis (1952) (P<0.05).

Para todos los estudios, los periodos de preoviposicion, oviposicion vy
postoviposicién fueron comparados para aquellas hembras que pusieron huevos. La
fecundidad total fue comparada para todas las hembras incluyendo aquellas que no
pusieron huevos. Para la fertilidad total, hembras que pusieron huevos pero no tenian
espermatdforos no fueron incluidas. Los anélisis estadisticos fueron realizados usando

IBM SPSS Statistics (IBM Corp 2013), version 22.0.

3.3. Resultados

3.3.1. Parametros bioldgicos y reproductivos de poblaciones de H. gelotopoeon

provenientes de distintas regiones

Todos los adultos provenientes de Cordoba y Tucuman fueron identificados como
H. gelotopoeon basandose en la morfologia de la genitalia masculina (Velasco de Stacul
1969).

En total, se emplearon 35 y 22 cruzas parentales para determinar los parametros

bioldgicos y reproductivos de las poblaciones de Tucuméan y Cordoba, respectivamente.
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La duracion de cada estado de desarrollo y los parametros reproductivos estan
presentados en la Tabla 3.1. Los parametros bioldgicos que presentaron diferencias entre
las dos poblaciones fueron: duracién del estado de huevo (W = 3969; P =0.0005), tercer
estadio larval (W = 7055; P = 0.0014) y la longevidad de la hembra (W = 294.50; P
=0.0438), que tuvieron mayor duracion para la poblacién de Tucuman y la masa pupal
(W= 1982, P=0.0066) que fue mayor para la poblacion de Coérdoba. El Gnico parametro
reproductivo que presento diferencias significativas fue el periodo de preoviposicion (W

= 451; P = 0.0155), que fue de mayor duracion para la poblacion de Tucuman.
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Tabla 3.1. Duracion en dias (media + EE) de los estados de huevo, larva (L1-L5) y pupa,

masa pupal (mg), longevidad de macho y hembra (dias), proporcion de sexos (H:M) y

ciclo de vida de poblaciones de Helicoverpa gelotopoeon recolectadas en Tucuméan y

Cordoba en el cultivo de garbanzo.

Parametros Poblacién Poblacién
Tucuman n  Rango Cordoba n  Rango
Huevo 407 +0,13a 9507 2-7 3,41+0,13b 9689  2-6
L1 2,54 + 0,06a 116 2-4 2,7+0,07a 87 2-4
L2 2,24 £ 0,08a 116 1-4 2,04 £ 0,06a 87 14
L3 1,94 £ 0,04a 111 1-3 1,73+ 0,09b 83 14
L4 2,14 +£0,07a 111 1-6 1,99 £ 0,08a 82 14
L5 5,81 +0,14a 108 2-11 5,87 +£0,14a 62 3-9
14,75 £ 0,18a 107 13-24 14,24 + 0,18a 62 12-19
Ciclo larval
Pupa 12,79 £ 0,34a 90 9-20 11,86 £ 0,33a 49 8-17
Masa pupal 224 +5 6a 61 149-310 253 +9.3b 34 131-434
Longevidad 12,68 £ 0,8a 35 4-21 9,75+ 1,07b 22 4-17
hembra
Longevidad 13 +1,06a 35  2.23 11,18 + 0,98a 22 419
macho
Proporcion de
sexos 9:& 1:1,04 90 1:1,3 49
Espermatoforos o9, 0195 35 1.4 127+012a 22 1.3
por hembra
Periodode /911031 34  3-10 381+042b 21 18
preoviposicion
Periodo de 5,44 + 0,68a 34 1-17 4,86 + 0,63a 21 1-11
oviposicion
1,74 £ 0,39 34 0-8 2,19+ 0/47a 21 0-7
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Periodo de
postoviposicion

. 340,74 +51,49a 35 0-1326 517,68 +84,11a 22  0-1397
Fecundidad

. 79,73 + 1,55a 33 44-92 84,35 + 1,81a 19 63-98
Fertilidad

Valores sucedidos por las mismas letras dentro de una fila no son significativamente diferentes de acuerdo
al test de Wilcoxon (P > 0,05)

3.3.2. Compatibilidad reproductiva entre poblaciones de H. gelotopoeon

provenientes de distintas regiones

En total, se realizaron 57 cruzas parentales, 35 cruzas entre hibridos, 93
retrocruzas y 56 cruzas entre hibridos entre las poblaciones de Tucuman y Cérdoba (Tabla
3.2). No se observaron diferencias significativas en los pardmetros reproductivos entre
las dos poblaciones. En general, todas las cruzas hibridas, retrocruzas y cruzas entre
hibridos mostraron valores similares a ambas cruzas parentales para todos los pardmetros

(Tablas 3.2y 3.3).
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Tabla 3.2. Numero (media + EE) (N) de espermat6foros por hembra, duracién de los periodos de preoviposicion, oviposicion y
postoviposicion, fecundidad y fertilidad de las cruzas parentales, hibridas, retrocruzas y cruzas entre hibridos de poblaciones de

Helicoverpa gelotopoeon recolectadas en las provincias de Tucuman y Cérdoba, Argentina.

X . . Periodo de
Espermatoforos Per|0(_jo d? ., Pe_r |od_o .d,e postoviposicion Fecundidad Fertilidad
por hembra preoviposicion (d) oviposicion (d) d)
Cruzas parentales 1,28 + 0,09a 4,49 £ 0,26a 5,22 + 0,49 1,91+0,3a 409,04 + 46,31a 81,45+ 1,22a
(57) (55) (55) (55) (55) (52)
Cruzas hibridas 0,86 £0,11a 4,36 + 0,26a 5,18 £ 0,62a 1,71+ 0,38a 366,81 + 60,58a 75,96 £ 2,73a
(35) (28) (28) (28) (26) (23)
Retrocruzas 1,19+0,11a 4,51 + 0,26a 4,83 + 0,36a 2,41 +0,27a 375,26 + 37,52a 77,68 +1,43a
(93) (75) (75) (75) (70) (58)
Cruzas entre 1,27 £0,15a 5,03 + 0,38a 6,06 = 0,54a 2,44 +0,37a 297,88 + 40,81a 77,95+ 1,67a
hibridos (56) (36) (36) (36) 43) (33)

Valores sucedidos por las mismas letras dentro de una columna no son significativamente diferentes de acuerdo al Test de Kruskal-Wallis (P > 0,05)
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Helicoverpa gelotopoeon usando poblaciones recolectadas en Tucuman (T) y Cérdoba (C) en Argentina.

: Hembras . -
Tipos de Q d N parejas copuladas Fecundidad Fertilidad
cruzas
Cruzas
parentales T T 35 35 340,74 +51,49 (35) 79,73+ 1,55 (33)
Cruzas
parentales C C 22 22 517,68 £ 84,11 (22) 89,35+ 1,81 (19)
Cruzas hibridas T C 17 13 389,23 + 85,03 (13) 71,53+ 3,82 (12)
Cruzas hibridas C T 18 13 344,38 + 89,30 (13) 80,80 + 3,50 (11)
Retrocruzas C F1(C2xT3) 16 12 379,08 £101,32 (12) 82,07 +£2,08 (10)
Retrocruzas C F1(TQ xC3) 14 10 280 + 99,19 (10) 76,61 + 5,38 (9)
Retrocruzas T F1(C2xTSA) 12 12 473,58 + 78,91 (12) 77,72+ 3,63 (11)
Retrocruzas T F1 (TR xC) 13 8 183,38 £87,50 (8) 79,64 + 4,40 (5)
Retrocruzas F1(CRxTJ3) C 8 5 563,40 + 140,97 (5) 68,70 + 6,95 (4)
Retrocruzas F1(CRxTJ3) T 10 8 507,75+ 137,12 (8) 72,93+ 4,74 (7)
Retrocruzas F1(TQ xC3) C 10 8 268,75 +89,81(8) 80,50+ 1,52 (7)
Retrocruzas F1 (TQ x CY) T 10 7 390,29 + 108,70 (7) 78,73+ 1,21 (5)
Cruzas entre
hibridos F1(TQ xCY) F1(CYxTJA) 16 12 260,67 £ 72,55 (12) 78,49+ 3,37 (9)
Cruzas entre
hibridos F1(TQ xC3) F1(TQ xC3) 14 10 176,30 £ 49,03 (10) 75,14 + 5,16 (7)
Cruzas entre
hibridos F1(CRxTJ3) F1 (C2xTJ3) 15 14 406,50 £ 79,76 (14) 79,10+ 2,05 (12)
Cruzas entre
hibridos F1(CRxT3) F1(TQ xC3) 11 7 318,14 + 120,19 (7) 78,12+ 4,30 (5)

Tabla 3.3. Numero (media + EE) (N) de hembras copuladas, fecundidad y fertilidad de cada cruza y retrocruza de poblaciones de
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3.4. Discusion

En este capitulo se compararon caracteres demograficos bioldgicos y reproductivos
y la compatibilidad reproductiva entre poblaciones de H. gelotopoeon recolectadas de
garbanzo en dos provincias de Argentina.

Las poblaciones de Tucuméan y Cordoba mostraron caracteristicas bioldgicas y
reproductivas similares cuando fueron criadas en dieta artificial en el laboratorio. Sin
embargo, se encontraron diferencias en el periodo de incubacion, tercer estadio larval,
longevidad de la hembra, masa pupal y periodo de preoviposicién. Estos parametros fueron
mayores para la poblacion de Tucuman, pero la masa pupal fue mayor para la poblacion de
Cérdoba.

Los resultados de este estudio mostraron que las poblaciones de la oruga bolillera de
las provincias de Tucuman y Coérdoba completan una generacién (de huevo a adulto) en
aproximadamente 40 y 38 dias bajo condiciones de laboratorio, respectivamente. Un tiempo
de desarrollo diferente fue citado por Navarro et al. (2009) para esta especie, pero Naseri et
al. (2009) para H. armigera encontr6 un tiempo similar. El periodo de incubacién para ambas
poblaciones fue similar a aquel observado por Navarro et al. (2009), pero fue més corto que
el encontrado por Urretabizkaya et al. (2010). Se encontraron cinco estadios larvales en
ambas poblaciones y este resultado fue similar al descripto por lannone y Leiva (1993) y
Sharma et al. (2011) para H. gelotopoeon y H. armigera, respectivamente. El tiempo de
desarrollo larval fue similar al encontrado por lannone y Leiva (1993), Urretabizkaya et al.

(2010) y Navarro et al. (2009) para H. gelotopoeon.
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La duracion del estado pupal fue mas corta que la publicada por otros estudios
(lannone y Leiva 1993, Urretabizkaya et al. 2010), pero los valores fueron consistentes con
aquellos obtenidos por Naseri et al. (2009) y Mironidis (2014) para H. armigera.

Ningun estudio previo ha examinado la masa pupal de H. gelotopoeon, pero en
general fue menor que aquella observada para H. armigera (Arghand et al. 2014) y H. zea
(Giolo et al. 2006).

Los adultos de las poblaciones de H. gelotopoeon tuvieron un tiempo de
supervivencia similar al verificado por Simmons y Lynch (1990), Liu et al. (2004), Naseri et
al. (2009), y Pérez y Suris (2012) para H. zea, H. armigera y C. virescens.

La proporcion de sexos encontrada para las poblaciones de H. gelotopoeon de
Tucuman y Cordoba (1 hembra: 1 macho) fue similar a aquella encontrada por Alvarez
Hernandez et al. (2010) para C. virescens criada en hojas y cascabullos de garbanzo.

El nimero de espermato6foros encontrados en las hembras disectadas fue en general
uno para ambas poblaciones. Valores similares fueron obtenidos por Coombs et al. (1993)
para H. armigera y H. punctigera (Lepidoptera: Noctuidae) y por Callahan (1958) y Navarro
(1987) para H. zea (Lepidoptera: Noctuidae). Los periodos de preoviposicion, oviposicion y
postoviposicién fueron similares a aquellos encontrados para H. armigera (Sharma et al.
2011). Navarro et al. (2009) reportaron una fecundidad mayor para H. gelotopoeon que la
registrada en el presente estudio. Sin embargo, los resultados de fecundidad obtenidos en este
trabajo fueron similares a los de Urretabizkaya et al. (2010) para la misma especie.

Ningun estudio previo ha examinado la fertilidad de H. gelotopoeon. Aun asi,
nuestros resultados mostraron valores menores a aquellos observados para C. virescens
(Méndez Barcel6 2003) y H. zea (Navarro 1987), pero mayores a aquellos encontrados para

H. armigera (Laster y Sheng 1995, Ali et al. 2009) (Tabla 3.1).
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Las cruzas intra- e interpoblaciones revelaron que las poblaciones de H. gelotopoeon
de las regiones Noroeste y Pampeana en Argentina no presentaron evidencia de
incompatibilidad precig6tica o postcigotica, sugiriendo que las poblaciones de H.
gelotopoeon de Cérdoba y Tucuman pertenecen a una sola especie de amplio rango
geogréfico en Argentina (Tablas 3.2 y 3.3).

No hay estudios previos que hayan comparado pardmetros biologicos y reproductivos
entre diferentes poblaciones de H. gelotopoeon. Sin embargo, Silva et al. (2017) compararon
los parametros bioldgicos, la fecundidad y fertilidad entre tres poblaciones de H. armigera
provenientes de diferentes lugares y plantas hospederas de Brasil. Los autores no encontraron
diferencias significativas en los parametros reproductivos, la longevidad y ciclo larval
cuando compararon las tres poblaciones. Ellos adjudicaron esta falta de diferenciacion
probablemente a la reciente expansion de esta plaga en Sudamérica.

Tampoco hay estudios de compatibilidad reproductiva entre poblaciones de H.
gelotopoeon provenientes de distintas regiones geogréaficas. Sin embargo, Colvin et al. (1994)
estudiaron la compatibilidad reproductiva entre poblaciones de H. armigera provenientes de
distintos paises (Africa, India, China y Australia). Estos autores observaron que todas las
cruzas producian descendencia viable, sugiriendo que existe flujo génico entre estas
poblaciones y por lo tanto que H. armigera existe como una sola especie a lo largo de todo
su rango geografico.

Las especies altamente migratorias generalmente exhiben muy poca diferenciacion
geografica a lo largo de su rango de distribucion; esto se debe a que la movilidad por el vuelo
previene el aislamiento genético y la diferenciacion al promover el flujo génico (Mayr 1963,
Waples 1987, Pogson et al. 1995, Sun et al. 2015). Los resultados de este trabajo indican

claramente que no hay signos de aislamiento geografico, dado que las dos poblaciones se
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cruzaron exitosamente en ambas direcciones. Esto sustenta la presuposicién de que un flujo
génico sustancial ocurre entre las poblaciones de H. gelotopoeon, probablemente debido a la
capacidad de migracion de largo alcance de las especies de Heliothinae, la cual ha sido
ampliamente documentada (Hartstack et al. 1982, Farrow y Daly 1987, Gregg et al. 1995,
Westbrook 2008, Westbrook y Lopez 2010).

Sin embargo, estudios futuros deberian contemplar evaluaciones especificas de la
capacidad de dispersion de H. gelotopoeon, asi como también inspeccionar otras fuentes de
aislamiento precigotico, como ser problemas en el apareamiento a larga distancia debido a
sefiales de cortejo divergentes (e.g. distinta composicion de feromonas o respuesta cruzada a
las mismas). Esto permitird ampliar y complementar los estudios de compatibilidad
reproductiva de esta especie, asi como interpretar de manera mas concisa los resultados

observados.
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Capitulo 4

Caracterizacion biologica y compatibilidad
reproductiva entre poblaciones de Helicoverpa

gelotopoeon provenientes de diferentes cultivos
.




4.1. Introduccién

Los insectos fitdfagos son uno de los grupos mas exitosos en la naturaleza en términos
de diversidad bioldgica, constituyendo cerca del 46% de todas las especies de insectos
(Strong et al. 1984, Mitter et al. 1988). Debido a que muchos insectos fitéfagos estan
especializados ecoldgicamente, la diversificacion extensiva en este grupo es generalmente
considerada como el resultado de la especiacion ecolégica (Futuymay Moreno 1988; Jaenike
1990, Funk et al. 2002), en la cual la especializacion promueve la seleccién divergente y el
desarrollo de barreras reproductivas que llevan a la formacion de nuevas especies (Funk et
al. 2006, Forister et al. 2012, Nosil 2012). La investigacion sobre los insectos fitéfagos y sus
adaptaciones a sus plantas hospederas ha jugado un rol principal en el desarrollo del concepto
bioldgico de especiacion (Berlocher y Feder 2002, Drés y Mallet 2002, Funk et al. 2002,
Matsubayashi et al. 2010, Forister et al. 2012).

La evolucién de razas genéticamente distintas dentro de una sola poblacion parece
estar bastante difundida entre los insectos fitdfagos que se alimentan de multiples especies
de plantas hospederas. La presion de seleccion asociada a cada planta hospedera puede
conducir al aislamiento reproductivo y eventualmente a la formacién de razas simpatricas en
la poblacion del insecto, a pesar de las distribuciones superpuestas de las especies de plantas
hospederas (Mopper 1996).

Diferentes especies de plantas hospederas pueden diferir en su quimica y estructura
morfoldgica. Por lo tanto, la seleccion puede actuar en direcciones contrastantes entre
poblaciones de insectos que se alimenten sobre especies diferentes, favoreciendo caracteres

opuestos en las diferentes plantas hospederas (Matsubayashi et al. 2010).
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Individuos de la misma especie de insecto, e incluso individuos pertenecientes a la
misma poblacién, pueden mostrar diferentes preferencias de planta hospedera en diferentes
puntos de su area de distribucion (Pashley 1986; Karban y Myers 1989, Pérez Contreras
1999).

Como ya se menciond, H. gelotopoeon es una plaga polifaga y se encuentra citada
en numerosas especies, tales como soja, garbanzo, algodon, girasol, maiz, alfalfa, tomate,
lino, poroto, papa, cebolla, arveja y también fue citada en malezas como Physalis angulate y
Carduus spp (Cork y Lobos 2003). Sin embargo, no se conoce si sus poblaciones estan
compuestas por razas de hospedero, o presentan preferencias a distintas plantas hospederas.
Sin embargo, para H. armigera, Jallow y Zalucki (1996) realizaron un estudio en el cual
comprobaron que individuos de poblaciones australianas de esta especie exhibian distintos
grados de preferencia por ciertas plantas hospederas, siendo el maiz, el sorgo y el tabaco sus
favoritas, demostrando a su vez que estas preferencias eran heredables en las siguientes tres
generaciones evaluadas en el ensayo.

Este tipo de estudios adquiere importancia si se tiene en cuenta que actualmente, las
plantas genéticamente modificadas (GM) que expresan los genes de la bacteria
entomopatogena Bacillus thuringensis (Bt) son una estrategia viable y muy utilizada para
controlar las principales plagas de lepidopteros. Sin embargo, H. armigera, H. zea, y C.
virescens han desarrollado resistencia a insecticidas y proteinas Bt Cry (Forrester et al. 1993,
Tay et al. 2015).

Aunque varias estrategias han sido propuestas para retrasar la evolucion de la
resistencia a los cultivos Bt, el uso de refugios ha sido reconocido como un componente
importante del manejo de la resistencia para los cultivos transgénicos (Tabashnik 1994,

Alstad y Andow 1995, Gould 1998).
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Como ya fue mencionado previamente, la adaptacion a diferentes plantas hospederas
puede reducir el flujo génico entre las poblaciones de insectos fitdfagos, lo que podria llevar
al aislamiento reproductivo (Groot et al. 2011). Bajo estas circunstancias, un refugio perderia
su funcion, ya que estas poblaciones no podrian aparearse entre ellas al azar. Por lo tanto,
son necesarios estudios sobre la diversidad genética y el flujo génico entre poblaciones de
insectos plaga y el posible intercambio de alelos entre poblaciones asociadas a la planta
hospedera para disefiar estrategias de manejo de la resistencia para el complejo de
Heliothinae.

En base a todo lo mencionado, el objetivo de este capitulo fue evaluar los parametros
bioldgicos y reproductivos y determinar la compatibilidad reproductiva entre dos poblaciones
de H. gelotopoeon recolectadas en las plantas hospederas de soja y alfalfa en el Noroeste de

Argentina.

4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Recoleccion de las poblaciones

Se recolectaron poblaciones en las plantas hospederas de soja y alfalfa en dos
localidades de la provincia de Tucuman, Argentina: San Agustin (Depto. Cruz Alta) y Vipos
(Depto. Trancas) (Figura 4.1).

En cada sitio se recolectdé un minimo de 200 larvas las cuales fueron colocadas
individualmente en tubos de vidrio (12 cm de alto y 1.5 cm de didmetro) con trozos de dieta
artificial, cuya composicion fue previamente descripta en el Capitulo 2. Las larvas

recolectadas fueron llevadas a laboratorio y colocadas en cdmaras de cria bajo condiciones
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controladas (27 £ 2°C, 70-75% HR, 14:10 L:O de fotoperiodo artificial) hasta la emergencia

de los adultos. Luego, todos los adultos que emergieron fueron examinados usando la

genitalia masculina, para confirmar la especie conforme a Velasco de Stacul et al. (1969).

Los insectos recolectados de cada una de estas poblaciones fueron depositados como

especimenes voucher en la coleccion de insectos de la Seccion Zoologia Agricola, Estacion

Experimental Agroindustrial Obispo Colombres.
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Figura 4.1. Ubicacion geogréafica de los lugares en los que
se realizé la recoleccion de las poblaciones de Helicoverpa
gelotopoeon en la provincia de Tucuman. 1: Vipos (alfalfa),

2: San Agustin (soja).
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4.2.2. Cria de las poblaciones

El procedimiento de cria utilizado fue el mismo al previamente descripto en el

Capitulo 2.

4.2.3. Determinacion de paradmetros bioldgicos de poblaciones de diferentes plantas

hospederas de la oruga bolillera

De cada colonia experimental de H. gelotopoeon, una vez emergidas, se
seleccionaron cinco grupos de larvas neonatas al azar (en total 126 y 95 larvas de las plantas
hospederas de soja y alfalfa, respectivamente) para analizar los siguientes pardmetros:
duracién de los estadios larvales y el estado de pupa, masa pupal (obtenida 24 h después de
la pupacion) y la proporcion de sexos.

De los adultos obtenidos, un grupo de aproximadamente 46 hembras y 46 machos de
la poblacion de soja, y 33 hembras y 33 machos de la poblacion de alfalfa fueron
seleccionados al azar para determinar la duracion de huevo, longevidad y parametros
reproductivos.

Para los estudios de los parametros reproductivos se procedid con la misma

metodologia descripta anteriormente y se evaluaron los mismos parametros.
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4.2.4. Determinacion de compatibilidad reproductiva entre poblaciones de diferentes

plantas hospederas de H. gelotopoeon

La metodologia utilizada para determinar la compatibilidad reproductiva entre las

poblaciones de soja y alfalfa fue la misma que la previamente descripta en el Capitulo 3.

4.2.5. Andlisis de datos

Los parametros bioldgicos entre las poblaciones de soja y alfalfa fueron comparados
usando la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon (Lehmann 1975) (P<0.05). Para los
datos de compatibilidad reproductiva, debido al alto numero de combinaciones, el
desempefio de todas las cruzas parentales fue comparado con los resultados de los otros tipos
de cruzas (cruzas hibridas, retrocruzas y cruzas entre hibridos) usando el test de Kruskal-
Wallis (1952) (P<0.05).

Para todos los estudios, los periodos de preoviposicion, oviposicion y postoviposicion
fueron comparados para aquellas hembras que pusieron huevos. La fecundidad total fue
comparada para todas las hembras incluyendo aquellas que no pusieron huevos. Para la
fertilidad total, las hembras que pusieron huevos, pero no tenian espermatéforos, no fueron
incluidas. Los analisis estadisticos fueron realizados usando IBM SPSS Statistics (IBM Corp

2013), version 22.0.
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4.3. Resultados

4.3.1. Paradmetros bioldgicos y reproductivos de poblaciones de H. gelotopoeon

provenientes de distintas plantas hospederas

En total, se evaluaron 46 y 33 cruzas parentales para determinar los parametros
bioldgicos y reproductivos de las poblaciones de soja y alfalfa, respectivamente. La duracion
de cada estado de desarrollo y los pardmetros reproductivos se presentan en la Tabla 4.1.

Los parametros bioldgicos que presentaron diferencias significativas entre las
poblaciones de soja y alfalfa fueron el segundo estadio larval (W= 9305; P= 0.003), el cuarto
estadio larval (W= 6754; P=0.02); estos parametros tuvieron mayor duracién en la poblacién
de alfalfa, y el ciclo total (W= 1630, P=0.032), que fue de mayor duracién para la poblacién
de soja. No se encontraron diferencias significativas en los parametros reproductivos entre

ambas poblaciones.
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Tabla 4.1. Duracion en dias (media £ EE) de los estados de huevo, larva (L1-L5) y pupa,

masa pupal (mg), longevidad de macho y hembra (dias), proporcion de sexos (H:M) y ciclo

de vida de poblaciones de Helicoverpa gelotopoeon recolectadas en soja y alfalfa en la

provincia de Tucuman, Argentina.

Parametros Poblacion soja Poblacion alfalfa
n Rango n Rango

Huevo 3,00 + 0,06a 12229 25 3,08 +0,07a 9894 2-4
L1 2,98 +0,07a 126 2-6 2,86 + 0,06a 95 2-4
L2 2,02 +0,05a 106 1-4 2,26 +0,07b 86 1-4
L3 2,07 £ 0,04a 98 1-4 2,06 + 0,06a 79 1-4
L4 2,32+0,07a 90 1-4 2,77 £0,13b 73 1-9
L5 4,92 + 0,09a 85 3-6 4,91 + 0,09a 66 3-6
ciclo larval 14,15+ 0,14a 85  11-18 14,54 + 0,15a 66 12-17
Pupa 11,35+ 0,16a 59 8-15 10,98 + 0,19a 56 8-14
Masa pupal 238,98 + 3,73a 59  165-307 231,76 £ 5,09a 56  114-294
Longevidad 14,5 + 0,99a 46 6-26 13,66 + 1,16a 33 6-33
hembra
Longevidad
macho 19,39 + 1,30a 46 5-31 15,65 £ 1,26a 33 5-24
Ciclo total 45,49 + 0,92a 47 32-59 42,97 £ 0,88b 42 35-61
Proporcion de
sexos 9:3 1,18:1a 59 1:1,28a 56
Espermatoforos 31110112 46 0-3 1,39 +0,32a 33 05
por hembra
Periodo de 433+036a 33 19 538+047a 26  1-10
preoviposicion
Periodo de 6,09 +0,52a 33 1-13 5,19 + 0,64a 26 1-14
oviposicion
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Periodo de 5,00 £ 0,69a 33 1-19 4,19 £ 0,51a 26 0-10
postoviposicién

. 330,51 + 34a 37 0-770 366,44 + 0,76a 27 0-1182
Fecundidad

. 77,57 + 4,98a 33 0-100 79,62 +4.97a 26 0-99,12
Fertilidad

Valores sucedidos por las mismas letras dentro de una fila no son significativamente diferentes de acuerdo al test
de Wilcoxon (P > 0,05)

4.3.2. Compatibilidad reproductiva entre poblaciones de H. gelotopoeon provenientes

de distintas plantas hospederas

En total, se realizaron 79 cruzas parentales, 42 cruzas hibridas, 115 retrocruzas y 65
cruzas entre hibridos entre las poblaciones de soja y alfalfa (Tabla 4.2).

El dnico pardmetro reproductivo que presentd diferencias significativas entre las dos
poblaciones fue el periodo de postoviposicién (H= 13.35; P= 0.003). El resto de los otros
pardmetros no mostraron diferencias significativas. En general, todas las cruzas hibridas,
retrocruzas y cruzas entre hibridos mostraron valores similares a ambas cruzas parentales

para todos los parametros (Tablas 4.2 y 4.3).
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Tabla 4.2. Nimero (media £ EE) de espermatdforos por hembra, duracion de los periodos de preoviposicion, oviposicion y
postoviposicion, fecundidad (numero de huevos por hembra) y fertilidad (porcentaje de eclosion) de las cruzas parentales, hibridas,

retrocruzas y cruzas entre hibridos de poblaciones de Helicoverpa gelotopoeon recolectadas en soja y alfalfa en la provincia de Tucuman,

Argentina.
Espermatéforos Perl_odo.d.e Periodo de Perlpdo .d? . -
preoviposicién L postoviposicion Fecundidad Fertilidad
por hembra (d) oviposicion (d) (d)

Cruzas parentales 1,23+0,11a 4,79+ 0,29 5,69 + 0,40a 4,64 +0,44b 345,67 +30,03a 78,47+ 351a
(79) (59) (59) (59) (64) (59)

Cruzas hibridas 1,07 £0,13a 3,77 £ 0,40a 5,73+0,51a 3,15+ 0,55a 376,41 +53,38a 69,72+ 6,98a
(42) (26) (26) (26) (31) (26)

Retrocruzas 0,97 £0,07a 4,60 + 0,30a 5,01 +0,27a 3,13+0,27a 298,00 + 2,33a 76,87 + 3,16a
(115) (72) (72) (72) (84) (58)

Cruzas entre 1,18 £0,10a 4,51 £ 0,30a 4,95+ 0,43a 2,74 +£0,35a 250,26 +34,26a 80,34 + 3,67a
hibridos (65) (43) (43) (43) (53) (43)

Valores sucedidos por las mismas letras dentro de una columna no son significativamente diferentes de acuerdo al Test de Kruskal-Wallis (P > 0,05)
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Tabla 4.3. Nimero (media + EE) de hembras copuladas, fecundidad y fertilidad de cada tipo de cruza de poblaciones de Helicoverpa
gelotopoeon usando poblaciones recolectadas en soja (S) y alfalfa (A) en Tucuméan, Argentina.

Hembras
Tipos de N° parejas copuladas
cruzas Q 4 Fecundidad Fertilidad
Cruzas
parentales S S 46 36 339,69 + 34,21 (36) 77,57 + 4,98 (33)
Cruzas
parentales A A 33 27 366,44 + 54,09 (27) 79,61 + 4,97 (26)
Cruzas hibridas S A 16 13 317,38 + 87,27 (13) 58,6 + 13,23 (11)
Cruza shibridas A S 26 18 419,05 + 67,63 (18) 77,86 £ 6,91 (15)
Retrocruzas A F1 (AQ xSJ&) 12 8 261,00 + 72,30 (8) 86,82 + 3,85 (6)
Retrocruzas A F1(SQ x Ad) 10 7 285,43 + 65,17 (7) 67,83 £ 13,88 (6)
Retrocruzas S F1 (AQ xS3&) 11 9 352,11 £ 70,14 (9) 61,61 + 15,47 (9)
Retrocruzas S F1(SQ x Ad) 12 8 238,12 £ 71,25 (8) 81,84 £ 5,40 (6)
Retrocruzas F1 (AQ x S&) A 12 10 259,20 + 64,94 (10) 74,21 £ 14,47 (8)
Retrocruzas F1 (AQ xSJ&) S 10 5 428,60 51,25 (5) 85,41 + 3,36 (5)
Retrocruzas F1(SQ x Ad) A 22 14 316,50 + 60,03 (14) 70,28 + 5,53 (14)
Retrocruzas F1(SQ x Ad) S 26 23 290,95 + 46,73 (23) 84,24 + 5,18 (18)
Cruzas entre
hibridos F1(S? x Ad) F1 (AQ xSJ&) 14 11 344,36 £ 99,73 (11) 82,86 + 5,25 (9)
Cruzas entre
hibridos F1(S?xAQ) F1(SQ x Ad) 15 9 169,88 £ 60,93 (9) 75,07 £ 15,80 (6)
Cruzas entre
hibridos F1(AQ xSJ&) F1 (AQ xS&) 21 20 236,50 + 45,36 (20) 81,30 £ 4,66 (19)
Cruzas entre
hibridos F1 (AQ x S&) F1 (SQ x Ad) 15 13 247,46 + 77,30 (13) 79,31 + 10,04 (9)
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4.4. Discusion

En este capitulo se compararon caracteristicas bioldgicas y reproductivas y se
determiné la compatibilidad reproductiva entre dos poblaciones de H. gelotopoeon
recolectadas en diferentes plantas hospederas en Tucuman, Argentina.

Las poblaciones de soja y alfalfa criadas en dieta artificial, mostraron caracteristicas
bioldgicas y reproductivas similares. Sin embargo, se encontraron diferencias en la duracion
del segundo y cuarto estadio larval y en el ciclo total. La duracion de estos parametros fue
mayor para la poblacion de alfalfa pero el ciclo total fue mayor para la poblacion de soja
(Tabla 4.1). Los resultados de estos estudios mostraron que las poblaciones de la oruga
bolillera de las plantas hospederas de soja y alfalfa tardan 45 y 43 dias, respectivamente, en
completar una sola generacion (de huevo a adulto) bajo condiciones de laboratorio. Aunque
la diferencia es sélo de dos dias, es plausible que esta demora en el desarrollo pueda
exacerbarse bajo condiciones de campo. Esta situacion podria llevar a una asincronia en la
emergencia de adultos en las siguientes generaciones por lo que podrian no tener lugar cruzas
exitosas entre las poblaciones de H. gelotopoeon. Considerando que los refugios idealmente
deberian producir adultos en sincronia con los adultos producidos por los cultivos Bt, esta
asincronia podria representar un problema para la eficacia de esta estrategia. Jakka et al.
(2014) encontraron que una asincronia de emergencia de 2-3 dias en Spodoptera frugiperda
(Smith) (Lep. Noctuidae) disminuiria significativamente la eficacia de los refugios. Sin
embargo, estudios realizados por Vijaykumar et al. (2007) en H. armigera reportaron que
incluso con diferencias fenoldgicas, se mantuvo una alta probabilidad de apareamientos entre
poblaciones de esta especie debido al patron de emergencia escalonada y generaciones

superpuestas. Por lo tanto, es necesario llevar a cabo mas estudios, por ejemplo, sobre
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dindmica de poblaciones y tiempo de desarrollo de H. gelotopoeon en cultivos Bt para poder
llegar a conclusiones mas robustas.

La duracion de los estados de huevo, larva, pupa y adulto, la proporcion de sexos y
el nimero de estadios larvales fueron similares a aquellos observados para H. gelotopoeon
(Navarro et al. 2009, lannone y Leiva 1993) y H. armigera (Ali et al. 2009, Sharma et al.
2011, Jha et al. 2012, Amer y El-Sayed 2014, Reigada et al. 2016).

El nimero de espermatdforos encontrados en las hembras disectadas fue
generalmente uno para ambas poblaciones. Valores similares fueron obtenidos por Coombs
et al. (1993) para H. armigera y H. punctigera (Lepidoptera: Noctuidae) y por Callahan
(1958) y Navarro (1987) para H. zea (Lepidoptera: Noctuidae).

Los valores de fecundidad y fertilidad en general fueron similares a aquellos
reportados para H. gelotopoeon (Urretabizkaya et al. 2010) y H. armigera (Nasreen y
Mustafa 2000, Sharma et al. 2011).

Las diferentes cruzas realizadas entre las poblaciones de H. gelotopoeon provenientes
de las plantas hospederas de soja y alfalfa no presentaron signos de incompatibilidad
precigotica y postcigética, sugiriendo que ambas poblaciones de H. gelotopoeon pueden
aparearse libremente.

No existen trabajos previos con respecto a estudios de compatibilidad reproductiva
entre poblaciones de H. gelotopoeon provenientes de distintas plantas hospederas. No
obstante, Vijaykumar et al. (2007) evaluo la compatibilidad reproductiva entre poblaciones
de H. armigera de ocho plantas hospederas. Estos autores encontraron que estas poblaciones
eran capaces de aparearse exitosamente, producir descendencia viable y de mantener su
capacidad reproductiva en generaciones subsecuentes. Concluyeron, de esta manera, que

estas plantas hospederas podrian jugar un rol importante como refugios naturales. Estudios
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llevados a cabo por Green et al. (2003) y Ravi et al. (2005) en H. armigera también
encontraron varias especies de plantas hospederas que podrian actuar como importantes
fuentes de refugio para las plantaciones de algodén Bt.

Los resultados obtenidos en este capitulo indican claramente que no hay signos de
aislamiento por asociacion a la planta hospedera entre las poblaciones de soja y alfalfa, dado
que se aparearon libremente sin reduccion en su capacidad reproductiva. Esta falta de
aislamiento permite el intercambio genético entre estas poblaciones, lo cual puede ser

explicado por el comportamiento generalista de esta especie (Navarro et al. 2009).
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Capitulo 5

Diversidad y estructura genética de las
poblaciones de Helicoverpa gelotopoeon sobre

la base de marcadores nucleares




5.1. Introduccién

Los insectos comprenden la mayor cantidad de especies en todo el reino animal y
poseen una vasta diversidad genética por lo general inexplorada, que puede ser estudiada
utilizando técnicas de marcadores moleculares (Behura 2006).

En los insectos, los marcadores de ADN son usados para obtener informacion cruda
sobre la cual se pueden hacer estimaciones sobre diversidad genética y flujo génico entre
especies, identificar haplotipos y linajes o inferir flujos migratorios e historiales de
colonizacion, entre otras aplicaciones (Hale y Singh 1991, Yoon y Aquadro 1994, Salvato et
al. 2002, Llewellyn et al. 2003, Bosio et al. 2005). Ademas, los datos moleculares pueden
proveer los medios para diferenciar las especies simpatricas de las especies parapétricas y
alopétricas (Ballinger-Crabtree et al. 1992, Wilkerson et al. 1993, Margonari et al. 2004). El
flujo génico y las variaciones genéticas dentro y entre especies de insectos, medidas a partir
de datos de marcadores, son criticas para establecer una explicacion significativa para la
estructura y dinamica poblacional (Cervera et al. 2000, Wong et al. 2000, Takami et al. 2004,
Mendelson y Shaw 2005).

Los entomdlogos, con una frecuencia cada vez mayor, manejan los sistemas refinados
de marcadores y estan aplicando nuevas técnicas para estudiar los genomas de los insectos
de manera mas eficiente. Las tendencias actuales de aplicacion de técnicas de marcadores de
ADN en diversos dominios de estudios ecologicos de insectos muestran que los marcadores
moleculares, incluyendo los microsatélites, han contribuido significativamente en los
progresos para entender las bases genéticas de la diversidad de insectos y para mapear loci
de caracteres cuantitativos y/o genes importantes desde el punto de vista agronomico (Behura

2006).
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Los microsatélites, o las secuencias de repeticién simple (SSRs, Simple Sequence
Repeats, 0 STR, Short Tandem Repeats), a los cuales la literatura hace también referencia
como numero variable de repeticiones en tindem (VNTRs, Variable Number of Tandem
Repeats), pueden ser encontrados a lo largo de los genomas nucleares de la mayoria de los
eucariotes y en menor cantidad, en procariotes (Jarne y Lagoda 1996, Vaughan y Lloyd
2003). También han sido identificados en el cloroplasto de plantas (Cato y Richardson 1996,
Chung et al. 2006) asi como en genomas mitocondriales de plantas y animales (Hoelzel et al.
1994, Soranzo et al. 1999, van Oppen et al. 2000, Rajen-drakumar et al. 2007).

Los microsatélites son regiones de ADN que consisten en repeticiones en tindem de
1-6 pares de bases (pb). EI niUmero de repeticiones puede variar de 5 a 20 (Goodfellow 1992,
Vaughan y Loyd 2003, Ellegren 2004). La cantidad de especies para las que se han
caracterizado loci de microsatélites esta creciendo casi diariamente y las secuencias que
flanquean los loci de microsatélites son generalmente conservadas entre especies
relacionadas, lo que significa que los cebadores de microsatélites algunas veces pueden ser
usados para generar datos de multiples especies. Esto se conoce como transferibilidad, y ha
sido citado para muchas especies de Heliothinae (Grasela y Mclntosh 2005).

Los microsatélites mutan mucho mas rapido que la mayoria de los otros tipos de
secuencias, con tasas de mutacion estimadas alrededor de 10 - 10™° eventos por locus por
replicacion en levaduras (Strand et al. 1993) y alrededor de 10 - 10™* en ratones (Dallas
1992). Estas altas tasas de mutacion significan que en general hay multiples alelos en cada
locus y este alto nivel de polimorfismo los hace adecuados para inferir eventos poblacionales
genéticos relativamente recientes. Los microsatélites son codominantes, abundantes

(representando ~3% del ADN del genoma humano), relativamente distribuidos de manera

80



uniforme a lo largo de la parte eucromatica de los genomas (Ellegren 2004, Schlotterer 2004),
econdmicos, robustos y reproducibles (Weber y May 1989, Schuelke 2000).

En conclusion, la alta variabilidad, la naturaleza codominante y su disponibilidad
cada vez mayor, han hecho de los microsatélites poderosos marcadores para el mapeo
genético, el estudio de la diversidad genética y la concrecion de estudios poblacionales y
evolutivos en especies eucariotas incluyendo mamiferos, plantas y, por supuesto, insectos
(Wang et al. 2009).

No es casual que los microsatélites hayan sido uno de los marcadores mas utilizados
recientemente en estudios de estructuracion poblacional para especies del complejo
Heliothinae (Scott et al. 2003, Scott et al. 2005, Endersby et al. 2006, Scott et al. 2006,
Subramanian y Mohankumar 2006, Vassal et al. 2008, Khiaban et al. 2010, Perera y Blanco
2011, Domingues et al. 2012, Silva et al. 2018). En este sentido, un mejor entendimiento de
las diferencias genéticas de una plaga polifaga como H. gelotopoeon puede ser muy util para
entender la estructura y las dindmicas poblacionales, su comportamiento y respuesta a varias
presiones de seleccion. Por lo tanto, el objetivo de este capitulo fue analizar la variabilidad y
estructura genética dentro y entre poblaciones de H. gelotopoeon provenientes de distintas
regiones y plantas hospederas de la Argentina mediante la utilizacion de marcadores

microsatélites.

5.2. Materiales y métodos

5.2.1. Recoleccion y cria de las poblaciones
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Para el analisis genético de poblaciones de H. gelotopoeon se utilizaron las mismas
técnicas de recoleccion y de cria previamente mencionadas en el capitulo 2. Las poblaciones
utilizadas y la distancia geografica entre ellas se detallan en la Figura 5.1 y en las Tablas 5.1

y5.2.

Figura 5.1. Ubicacion geografica de los lugares en los que
se realizd la recoleccién de las poblaciones de Helicoverpa
gelotopoeon. 1: San Agustin, Tucuman (garbanzo), 2: San
Agustin, Tucuman (soja), 3: Vipos, Tucuman (alfalfa), 4:
Las Brefias, Chaco (Trampa luminosa), 5: Saenz Pefia,

Chaco (soja), 6: Marcos Juarez, Cérdoba (garbanzo)
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Tabla 5.1. Detalle de los sitios de muestro, georeferencias, fechas de recoleccion, plantas
hospederas, nimero de individuos y codigo de las poblaciones de H. gelotopoeon utilizadas

para este anélisis.

Region Provincia Localidad Coordenadas Fechade Planta N°de Caodigo
geogréfica geograéficas recolecciéon hospedera ind.
26°50°21°°S Enero 2016 Soja 34 Tuc.Soja**
Noroeste  Tyeuman C'UZAlR 64°5132"W  “septiembre  Garbanzo 37 Tuc.Garb**
2014
Trancas 26°28’S Diciembre  Alfalfa 27 Tuc.Alf**
65° 18°W 2015
Séenz 26°47°22°S Febrero Soja 26 Cha.Soja
Noreste Chaco Pefa 60°27°03°W 2014
Las 27°05°20°S Febrero Trampa 34 Cha.Alg
Brefias 61°06°20”°W 2016 luminosa*

Pampeana Cordoba Marcos 32°43°14,25’S  Octubre Garbanzo 38 Cba.Garb**
Juérez 62°07°00,30"W 2014

*Los individuos fueron recolectados de una trampa luminosa que se encontraba en un campo
de algodon.

**Poblaciones utilizadas para los estudios de los capitulos 3y 4.

Tabla 5.2. Distancia geogréafica existente entre las poblaciones de H. gelotopoeon expresada

en kilémetros.

Tuc.Soja Tuc.Garb Tuc.Alf Cha.Soja Cha.Alg Cba.Garb
Tuc.Soja | 0,00 0,00 60,31 43750 373,00 705,40
Tuc.Garb 0,00 60,31 43750 373,00 705,40
Tuc.Alf 0,000 483,30 422,10 760,40
Cha.Soja 0,00 72,94 678,80
Cha.Alg 0,00 633,70
Cba.Garb 0,00
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5.2.2. Extraccién de ADN

Se extrajo el ADN total a partir de 198 adultos de H. gelotopoeon usando el protocolo
de Rogers y Bendich (1988), con algunas modificaciones. Se utilizaron solo la cabeza y las
patas de cada individuo para evitar la posible contaminacion por presencia de
microorganismos como bacterias, protozoos y nematodes que ocurren naturalmente en la
hemolinfa (Fuxa et al. 2000, Sosa-Gomez et al. 2002).

Se maceraron las cabezas y patas de los individuos en 480 pl de tampon de extraccion
(200 mM Tris-HCI pH 8, 2M NaCl, 70 mM EDTA, 1% B-Mercaptoetanol); se adiciond
CTAB 10% y se homogeiniz6. Posteriormente se incubd a bafio maria a 65°C durante 5
minutos, se adicion6 Proteinasa K (10 mg/ml) y se incubdé nuevamente a 65°C durante 60
minutos. Luego se agregaron 500 pl de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugd
a 14000 rpm por 20 minutos para separar las dos fases. Se extrajo el sobrenadante, que fue
transferido a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Se adicionaron 400 pl de
isopropanol y 10M de acetato de amonio para precipitar el ADN. Se mantuvo a -20°C por
dos horas y se centrifugé a 14000 rpm durante 20 minutos. Se descarté el sobrenadante con
cuidado y se lavé el pellet con 300 pl de etanol 70%; se centrifugd a 14000 rpm durante 10
minutos. Se descart6 cuidadosamente el sobrenadante y se adicionaron 100,8 ul de solucién
de RNAsa (40 pg/ml) en tampon TE. Finalmente, se incubaron las muestras a 37°C durante
un minimo de 30 minutos para degradar el ARN.

La integridad del ADN fue verificada por electroforesis, conducida en un tampon
TBE 1X, a 120V por una hora en gel de agarosa 1%, tefiido con 10 mg/ml de Bromuro de
Etidio y visualizado en un transiluminador L-PIX- ST y L-PIX IMAGE 7.1 M Pixel,

utilizando el programa de captura de imagen L-PIX IMAGE 1.0.1 (Loccus Biotecnologia,
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Sao Paulo, SP). La concentracion de ADN fue determinada con un espectrometro Nanodrop
8000 (Thermo cientific, Wilmington, DE) y las muestras que mostraron tener ADN en
cantidad y calidad suficiente fueron diluidas para obtener la concentracion de las diluciones
de trabajo de 10 ng de ADN total/pl y almacenadas en freezer a -20°C hasta su posterior

anélisis.

5.2.3. Obtencion y caracterizacién de marcadores microsatélites

El ADN gendmico de los adultos de H. gelotopoeon fue sujeto a una reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizando 20 cebadores de microsatélites (Ji et al. 2003, Scott
et al. 2004) desarrollados por estos autores para H. armigera (Tabla 5.3). Estos loci fueron
evaluados bajo diferentes condiciones para lograr amplificar estas regiones y sometidos a
genotipado individual en un secuenciador automatico. Para la lectura en el secuenciador
automatico, se afiadié una secuencia adicional M13 (5’- TGTAAAACGACGGCCAGT-3")
a la extremidad 5° del cebador forward de cada locus, posibilitando el marcado de los
productos de PCR con fluorescencias (Schuelke 2000).

Las reacciones de amplificacion fueron realizadas con un volumen final de 10 pl
conteniendo 2 uL de DNA (5 ng/pL); 4,5 pL de Taq Green; 0,08 pL del Primer forward (10
puM); 0,21 pL del Primer reverse (10 uM); 0,21 puL de M13 marcado con flurorescencia 'y 3
pL de agua. Las reacciones fueron realizadas en un termociclador PTC 200 (MJ Research).
En la reaccion de amplificacion las muestras fueron desnaturalizadas inicialmente a 95°C por
2 minutos, seguida por 35 ciclos a 94°C por 40 segundos, alineamiento a diferentes
temperaturas dependiendo del primer (Tabla 5.3) por 40 segundos, y extension a 72°C por 40

segundos. El protocolo de PCR finalizé con una extension final a 72°C durante 10 minutos y
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luego se mantuvo a 4°C. Un control sin ADN de la muestra fue sometido con cada cebador
para descartar contaminacion.

Los productos de PCR fueron visualizados en un gel de poliacrilamida al 7% a 80V
por 15 min y 200V por 220 min en un tampon de TBE 5X. Las muestras que amplificaron
correctamente fueron sometidas a electroforesis en el secuenciador automatico ABI-PRISM
3500 xL (Applied Biosystems), utilizando como marcador de peso molecular GeneScan 600
Liz (Applied Biosystems). La lectura de los fragmentos amplificados para cada genotipo fue

realizada en el programa GeneMarker v.2.4 (SoftGenetics LLC, State College, PA).

5.2.4. Anélisis de datos

De los 20 locus probados, con seis se lograron amplificar todas las muestras mientras
que con los 14 restantes no se obtuvieron datos contundentes. La heterocigosidad observada
(Ho), el nimero de marcadores polimérficos y el porcentaje de polimorfismo fueron
estimados con el programa GenAlex v. 6.41 (Peakall y Smouse 2006). La heterocigosidad
esperada (He) y el numero de marcadores generados fueron estimados usando el programa
Arlequin v. 3.5 (Excoffier y Lischer 2010). La riqueza alélica (AR) fue estimada con el
programa FSTAT v.2.9.3 (Goudet 2002) y el contenido de informacion polimérfica (PIC)
con el programa Cervus v. 3.0 (Marshall et al. 1998).

La diversidad genetica de las poblaciones de H. gelotopoeon fue calculada usando los
siguientes programas: 1) MicroChecker v. 2.2.1 (Van Oosterhout et al. 2004) para verificar
la presencia de alelos nulos, alelos “drop-out”, picos “stutters” y otros errores de genotipado;
2) GenAlex v. 6.41 (Peakall y Smouse 2006) para calcular el numero total de alelos (A),

numero de alelos unicos (Nu), numero promedio de alelos (Na), numero efectivo de alelos
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por locus (Ne) y la heterocigosidad observada (Ho); 3) Arlequin v. 3.5 (Excoffier y Lischer
2010) para calcular la heterocigosidad esperada (He), el coeficiente de endogamia (FIS) y
posibles desvios del equilibrio de Hardy-Weinberg; y 4) FSTAT v.2.9.3 (Goudet 2002) para
calcular la riqueza alélica (AR).

Con respecto al analisis de la estructura genética, fueron utilizados los siguientes
programas: 1) Arlequin v. 3.11 (Excoffier y Lischer 2010) para calcular el AMOVA (Anélisis
de la varianza molecular), el cual describe la particion de la variacion genética dentro y entre
las poblaciones, y también permite estimar la diferenciacion genética poblacional par a par
usando el indice Fst (Weir y Cockerham 1984) con 10000 permutaciones para estimaciones
de significancia; 2) Structure v. 2.3.3 (Pritchard et al. 2000) para verificar la posible
estructura genética entre las poblaciones por medio de inferencia Bayesiana, usando el
modelo de ancestralidad “admixture ancestry model”, con alelos correlacionados. Las
estimaciones del nimero de poblaciones (K), fueron realizadas variando de uno a veinte (K
=1 a 20) (Evanno et al. 2005), reproduciendo 20 corridas para cada valor de K, con 50.000
interacciones en el “burn-in "y 500.000 interacciones en la Cadena de Markov Monte Carlo
(MCMC); 3) El aplicativo Structure Harvester v. 0.6.94 (Earl y Von Holdt 2012) fue utilizado
para estimar el valor de K que mejor se ajusta a los datos, basandose en los criterios
propuestos por Evanno et al. (2005) (AK) y Pritchard y Wen (2004) (likelihood Ln(K)); 4)
CLUMPP v. 1.1.2 (Jakobsson y Rosenberg 2007) y DISTRUCT v. 1.1 (Rosenberg 2004),
programas usados para generar el grafico de la estructuracion genética; 5) GenAlex fue
utilizado para realizar el grafico del Anélisis de Coordenadas Principales y el test de Mantel,
utilizado para determinar si existe correlacion entre la distancia geogréfica y la distancia

genética; 6) el paquete R-adegenet (Jombart 2008) para realizar el anélisis discriminante de
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coordenadas principales (DAPC) con el fin de determinar la estructuracion poblacional de H.

gelotopoeon.

5.3. Resultados

5.3.1. Obtencidn y caracterizacion de marcadores microsatélites en H. gelotopoeon

Para los seis microsatélites utilizados, la heterocigosidad observada (Ho) y esperada
(He) vari6 entre 0,09 (HgelSSR2) y 0,68 (HgelSSR1) y entre 0,31 (HgelSSR6) y 0,71
(HgelSSR1) respectivamente. En total, se encontraron 52 alelos en los seis loci de
microsatélites para los 196 individuos de H. gelotopoeon. EI nimero més alto de marcadores
fue producido por el locus HgelSSR1. Este marcador también demostré ser muy informativo,
con un contenido de informacion polimérfica de 0,73 y el mayor valor de riqueza alélica
(8,10) (Tabla 5.3).

El programa MicroChecker indicd alelos nulos en cinco loci, pero no mostro

evidencia de “drop-out” de alelos, ni de error de genotipado debido a “stuttering”.
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Tabla 5.3. Descripcion de los seis loci microsatélites aislados de Helicoverpa gelotopoeon y resultados para cada uno de los cebadores

flanqueantes.

Locus Cebador (5’ - 3’) Motivo de repeticion pb? Ta Ho®  He¢ A5 MP® %P7 AR®  PIC®
(°Cy?

HgelSSR1 F: TAGGTGATTGTGGCTCAGTTTT (TGC)2GAT(TGY)4GAT 228-288 63 0,68 0,71 12 12 100% 8,10 0,73
R: CAAACCCATCAGCAAATGCAAC

HgelSSR2 F: CACCACCTGACATAACGC (CTG)2(TTG)3(CTG)5(TTG)2 162 60,60 0,09 0,43 6 6 100% 3,65 0,41
R: AAGGAGCAGCAATTGCAAGC

HgelSSR3 F: CAGGACATGCAATGATGAG (CAN)46CTTCAA(CAG)2(CAA)s  223-288 58,30 0,23 0,44 10 10 100% 4,66 0,43
R: TTTGATACTGAGTCTGATGTG

HgelSSR4 F: TCCACACAGTTTGCATTATGA (ATTT)s 161 59,60 0,14 0,52 6 6 100% 4,81 0,54
R: CACCACCTGACATAACGC

HgelSSR5 F: TGTTACTTGGGTTTCCTGAATA (GYT)2s 166-196 59,40 0,22 0,71 11 11 100% 6,64 0,72
R: ACCACCGACACGTGCCGACTTC

HgelSSR6 F: ACGCGAGCACCAACTGTAA (TC)s 53 62,10 0,32 0,31 7 7 100% 3,81 0,29
R: GAGACCAATAGCAGTAGTTC

Media 0,28 052 870 870 100% 5,28 0,52

1nb Tamario de los alelos en pares de bases; °Ta — Temperatura de alineamiento; *Ho Heterocigosidad observada; “He Heterocigosidad

esperada; >A NUmero de alelos por locus; ®MP Marcadores polimorficos; ‘%P Porcentaje de polimorfismo; 8AR Riqueza alélica; °PIC

Contenido de informacion polimorfica
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5.3.2. Diversidad genética de poblaciones de H. gelotopoeon

El genotipado de los 196 individuos de H. gelotopoeon recolectados en distintas
plantas hospederas y regiones de Argentina, mostré un promedio de 29 alelos por poblacion.
El nimero de alelos por poblacion varié de 21 (Cha.Soja) a 31 (Tuc.Soja y Cha.Alg), con
una media de alelos por locus (Na) y alelos efectivos (NE) variando de 3,50 a 5,17 y 2,03 a
3,03 respectivamente (Tabla 5.4). La riqueza alélica vario de 4,30 (Tuc.Garb) a 4,92
(Tuc.Soja) con una media de 4,40. La unica poblacion que no presento alelos Unicos fue
Cha.Soja; para el resto varié entre valores de 1 a 6 alelos Unicos por poblacion. La
heterocigosis observada promedio para todas las poblaciones fue de 0,280, encontrandose
entre valores de 0,24 (Cba.Garb) y 0,30 (Tuc.Garb y Tuc.Alf) y la heterocigosis esperada
promedio fue 0,52 encontrandose entre valores de 0,42 (Cha.Soja) a 0,60 (Tuc.Soja) (Tabla
5.4).

La estimacidn de la heterocigosis observada fue menor que la esperada para todas las
poblaciones, y el Fis presentd valores significativos en la mayoria de las poblaciones.
También se observaron desvios del equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) en todas las

poblaciones, variando de tres a cinco loci por poblacion.

90



Tabla 5.4. Parametros de diversidad genética de Helicoverpa gelotopoeon obtenidos a partir de seis marcadores microsatélites.

Poblacion Al Nu? RAS Na* Ne® Ho® He’ Fis8 EHW®™
Tuc.Soja 31 1 4,92 5,17 3,03 0,28 0,60 0,36* 3 HgelSsR2, 4, 5
Tuc.Garb 20 . 430 5,00 2,38 0,30 0,53 0.32% 3 HEelSSR 2,4,5
Tuc.Alf 29 A 465 4,83 2,24 0,30 0,50 0.08  HoElSSR 2,3,4,5,6
Cha.Soja 21 0 343 3,50 2,03 0,27 0,42 0.10 4 HeEISSR 2,3, 4,5
Cha.Alg 31 6 4,59 5,17 2,45 0,29 0,53 0,26* 4 HOeISSR 2, 3,4, 5
Cha.Garb 20 3 452 5,00 2,52 024 0,55 0,39+ B HeelSSR 1,2,3,4,5
Media 29 3 4,40 4,78 2,44 0,28 0,52

LA Numero total de alelos; 2Nu Nimero de alelos Gnicos; *RA Riqueza alélica; “Na Numero medio de alelos; °Ne Ndmero de alelos

efectivos; ®HO Heterocigosidad observada; "He Heterocigosidad esperada; 8Fis Coeficiente de endogamia; SEHW Equilibrio de Hardy-

Weinberg; * Valor significativo para el coeficiente de endogamia (Fis); **Numero y nombre de los loci con desvio de EHW.
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5.3.3. Estructuracién genética de poblaciones de H. gelotopoeon

El anélisis de la varianza molecular (AMOVA) indicé que la mayor parte de la
variacion ocurre dentro de las poblaciones (95,76%), mientras que apenas el 4,24% ocurre
entre ellas (Tabla 5.5).

La estimacion de la diferenciacion genética par a par (Fst) indicé una diferenciacion
genética baja entre poblaciones. Los mismos resultados se obtuvieron al comparar las
agrupaciones realizadas por planta hospedera y region (Tabla 5.5).

Al comparar las poblaciones, las estimaciones de Fst mostraron una diferenciacion
genética de baja a moderada (Tabla 5.6), con los mayores valores representados al comparar

las poblaciones de Cha.Soja y Cha.Alg.

Tabla 5.5. Andlisis de la varianza molecular (AMOVA) utilizando Fst de seis microsatélites

para poblaciones de Helicoverpa gelotopoeon agrupadas por poblacion, plantas hospederas

y regiones.
Modelo Fuente de variacién g.l Inglce_s, de Porce_nta}j,e
fijacién de variacion
A. Poblaciones  Entre poblaciones 5 FST: 0,04242 4,24
Dentro de las poblaciones 386 95,76
B. Plantas Entre plantas hospederas 3 FCT: 0,00152 -0,15
hospederas
Entre poblaciones dentro de FSC: 0,04366
2 4,37
las plantas hospederas
Entre las poblaciones 386 FST:0,04221 95,78
C. Regiones Entre regiones 2 FCT:-0,02167 -2,17
Entre poblaciones dentro de 3 FSC: 0,05761 6.10
las regiones '
Entre las poblaciones 386 FST:0,03719 94,86
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Tabla 5.6. Valores estimados de diferenciacion genética par a par de Fst de poblaciones de

Helicoverpa gelotopoeon.

Tuc.Soja  Tuc.Garb Tuc.Alf

Cba.Garb Cha.Soja

Cha.Alg

0,00418

0,06763*  0,04157

0,00832 0,00682 0,04305
0,08864*  0,08387* 0,05753*
0,00531 -0,00147  0,08312*

0,09481*
0,02435

0,11572*

Tuc.Soja
Tuc.Garb
Tuc.Alf
Cbha.Garb
Cha.Soja
Cha.Alg

*Test de significancia usando 1000 permutaciones (P<0,01)

El andlisis de correlacion entre las distancias geograficas y genéticas reveld una falta

de asociacion significativa entre ellas (Test de Mantel, r2 =0,0198, P=0,146).

El analisis de coordenadas principales de todos los individuos de las seis poblaciones

de H. gelotopoeon no reveld ningn patrén de agrupacion por planta hospedera, region

geogréfica o por poblacidn entre los individuos (Figura 5.2).
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Figura 5.2. Gréfico del analisis de coordenadas principales de los individuos de Helicoverpa

gelotopoeon.

El andlisis de agrupamientos Bayesianos realizado por el programa Structure, indico
que el valor méas probable de K (nimero de agrupaciones), a partir de L (K) y delta K (AK)
fue K = 2 (Figuras 5.3A y 5.3B). Sin embargo, la representacion grafica de este analisis
mostr6 que estos grupos no estan correlacionados con la distancia geogréfica, planta
hospedera o afio de recoleccion (Figura 5.3C).

Sin embargo, en el grafico de DAPC (Figura 5.4) no se observaron grupos delimitados
por planta hospedera, distancia geogréafica o afio de recoleccidn, coincidiendo de esta manera

con el analisis de coordenadas principales.
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Figura 5.3. Estimaciones de K (niimero de clusters) (A) basado en el valor de AK (Evanno et al. 2005) y (B) basado en la
verosimilitud promedio Ln (K). (C) Structure bar representando el andlisis bayesiano para seis poblaciones de Helicoverpa
gelotopoeon; cada columna representa un individuo y los colores (azul y naranja) indican las proporciones relativas del genoma
de cada individuo que pertenece a cada uno de los clusters.
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Figura 5.4. Grafico de dispersion del analisis discriminante de componentes principales
(DAPC). Cada punto representa un genotipo individual, cada color una poblacion y cada

elipse un grupo.

5.4. Discusién

En este capitulo se utilizaron marcadores microsatélites para comprobar si los
componentes geografia y planta hospedera constituian factores significativos que explicaran
la variacion genética en poblaciones argentinas de H. gelotopoeon. De modo general, los
resultados mostraron una alta variabilidad genética y una baja estructuracion entre las
poblaciones de H. gelotopoeon estudiadas. Tampoco se observo una diferenciacion genética

que pueda ser atribuida a los factores planta hospedera o region.
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Ningun estudio previo ha examinado la diversidad y estructuracion genética en
poblaciones de H. gelotopoeon haciendo uso de marcadores microsatélites. Sin embargo,
dichos estudios si fueron realizados para otras especies del genero Helicoverpa (Scott et al.
2003, Scott et al. 2005, Endersby et al. 2006, Scott et al. 2006, Subramanian y Mohankumar
2006, Vassal et al. 2008, Khiaban et al. 2010, Perera y Blanco 2011, Domingues et al. 2012,
Seymour 2016, Leite etal. 2017, Silva et al. 2018). En este estudio se obtuvieron en promedio
8,7 alelos por locus considerando los seis loci estudiados, siendo este valor mayor que
aquellos observados para loci microsatélites de H. armigera por Subramanian y Mohankumar
(2006), Khiaban et al. (2010) y Leite et al. (2017) (NA =6,10; NA =5,80 y NA = 3,91 alelos
por locus respectivamente) y para H. zea por Perera y Blanco (2011) y Leite et al. (2017)
(NA = 2,57 y NA = 2,97 alelos por locus respectivamente). Sin embargo, Domingues et al.
(2012) encontraron un promedio de alelos por locus mayor en C. virescens (NA = 14,14).

Para los loci utilizados en este estudio, se obtuvo un valor promedio de PIC de 0,520.
Este valor fue mayor que el obtenido para C. virescens (PIC = 0,39) (Domingues et al. 2012)
pero menor que el documentado para H. armigera (PIC = 0,665) por Subramanian y
Mohankumar (2006).

La diversidad genética de las poblaciones de H. gelotopoeon (HT = 0,28) fue menor
que aquella obtenida para H. zea (HT = 0,42) (Pereray Blanco 2011) y poblaciones brasileras
de H. armigera (HT = 0,35) (Leite et al. 2017), C. virescens (HT = 0,303) (Domingues et al.
2012) y H. zea (HT = 0,29) (Leite et al. 2017), usandose en todos estos estudios marcadores
microsatelites.

En este trabajo todos los valores de heterocigosidad observada fueron menores a la
heterocigosidad esperada. Se puede hablar, por lo tanto, de un déficit de heterocigotas, lo

cual se ve reflejado tambien por los valores significativos de Fis en la mayoria de las
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poblaciones. Como consecuencia, se observaron desvios del equilibrio de Hardy-Weinberg
en todas las poblaciones, lo cual también se explica por la alta capacidad migratoria de las
especies del género Helicoverpa. Ademas, la presencia de alelos nulos en casi todas las
poblaciones puede haber contribuido a dicho desvio. Observaciones similares fueron
realizadas por Endersby et al. (2006) para H. armigera, detectando también estos autores
desviaciones significativas del EHW y altos valores de Fis. Ellos sugerian que estos desvios
se podian deber a una alta frecuencia de alelos nulos, que son tipicamente encontrados en
microsatélites de lepidopteros. Scott et al. (2005) también obtuvieron estos resultados para
las poblaciones de H. armigera, atribuyendo las desviaciones del EHW a la migracion propia
de esta especie y a la seleccion sustancial y continua a la cual esta sujeta.

A pesar de las agrupaciones obtenidas por el analisis bayesiano, el andlisis de la
varianza molecular (AMOVA) revel6 que la mayor parte de la variacion ocurre dentro de las
poblaciones y no entre ellas, y la diferenciacion genética entre las poblaciones fue de baja a
moderada. Esto es consistente con lo observado por Endershy et al. (2006), quienes no
encontraron diferenciacion genética entre poblaciones de H. armigera recolectadas a lo largo
de distintos afios y regiones de Australia, sugiriendo de esta manera que el flujo génico que
ocurria en esta especie era suficiente para homogenizar las frecuencias alélicas de los
microsatélites entre regiones. De acuerdo a los autores, esto se debia al comportamiento que
tiene H. armigera en el Sudeste de Australia de volar grandes distancias durante la primavera.
Estudios realizados por Seymour et al. (2016) evaluaron poblaciones de H. zea provenientes
de zonas periféricas de Estados Unidos, considerando que estos lugares podian ser posibles
fuente de poblaciones migratorias. Como resultado, estas poblaciones mostraron alta
diversidad genética dentro de las poblaciones y baja diferenciacion genética entre las

poblaciones migratorias de H. zea.
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En el presente estudio se observd también que no hubo efectos significativos
atribuibles a la region o planta hospedera. En este sentido, Perera y Blanco (2011) calcularon
la diferenciacion genética agrupando poblaciones de H. zea por region y planta hospedera,
pero observaron una baja diferenciacion genética entre las poblaciones y ninguna influencia
de la region o la planta hospedera. Por otro lado, Vassal et al. (2008) trabajaron con
poblaciones de H. armigera provenientes de distintas plantas hospederas y regiones, y
observaron bajos niveles de diferenciacion poblacional de H. armigera entre regiones, paises
y plantas hospederas.

Sin embargo, también existen algunos estudios que evidencian la estructuracion
poblacional en especies del género Helicoverpa recolectadas en diferentes plantas hospederas
y regiones utilizando microsatélites (Subramanian y Mohankumar 2006, Domingues et al.
2012). Scott et al. (2005), a su vez, observaron que el flujo genético de poblaciones de H.
armigera provenientes de mismas regiones era altamente variable entre los afios en que las
poblaciones eran recolectadas.

En el presente estudio, el Test de Mantel revel6 una ausencia de correlacion entre la
distancia geografica y genética, lo cual se corresponde con lo observado por Khiaban et al.
(2010) y Endershy et al. (2006) en poblaciones de H. armigera recolectadas en distintas
regiones de Iran y Australia, respectivamente.

La ausencia de patrones de agrupamiento en el ACoP también fue encontrada
previamente por Domingues et al. (2012) para poblaciones de C. virescens. Por otro lado,
estos autores encontraorn el mismo nimero probable de agrupaciones (K=2), donde tampoco
observaron un patrén de agrupamiento que pudiera deberse a la planta hospedera o distancia

geografica. No obstante, hay que destacar que el método de Evanno et al. (2005), de acuerdo
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a sus propios autores, no puede encontrar el mejor K si K=1, como ocurre con las poblaciones
no estructuradas, lo cual es el caso del presente estudio.

En resumen, estos resultados mostraron que las poblaciones de H. gelotopoeon
provenientes de distintas plantas hospederas y regiones de la Argentina no presentan una

diferenciacion genética que sea estadisticamente significativa.
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Capitulo 6

Diversidad y estructura genética de las
poblaciones de Helicoverpa gelotopoeon sobre

la base de marcadores mitocondriales




6.1. Introduccién

El ADN mitocondrial ha sido usado extensivamente en estudios poblacionales de
muchas especies de insectos porque evoluciona rapidamente y, a diferencia del ADN nuclear,
no tiene recombinacion (Avise 1994, Simon et al. 1994). Muchos aspectos de su estructura y
evolucion lo han convertido en una valiosa herramienta para el estudio taxonémico,
poblacional y evolutivo de los insectos. Esto incluye la facilidad de su aislamiento, el alto
numero de copias, la falta de recombinacién, la conservacion de sus secuencias y estructura
y su alta tasa de mutacién en diferentes regiones de la molécula (Freeland 2005).

El gen mitocondrial que codifica la subunidad I de la citocromo oxidasa (COI) posee
algunas caracteristicas adicionales que lo hacen particularmente adecuado como marcador
molecular para estudios evolutivos. El gen COl, que codifica para el catalizador terminal de
la cadena respiratoria mitocondrial ha sido relativamente bien estudiado a nivel bioquimico
y su tamafio y estructura parece estar conservado a través de todos los organismos aerébicos
(Saraste 1990). Dentro del gen, los residuos de aminoacidos que estan involucrados en los
centros de reaccion son altamente conservados, sin embargo, también existen algunas
regiones de mayor variabilidad. Esta mezcla de regiones altamente conservadas y variables
tan proximamente asociadas en un gen mitocondrial hacen que el gen COIl sea
particularmente Util para estudios de indole evolutiva y poblacional.

Por otro lado, el citocromo b (Cytb) es una proteina de membrana y es el Unico
citocromo codificado por el ADN mitocondrial. Es uno de los citocromos involucrados en el
transporte de electrones en la cadena respiratoria mitocondrial (Degli Esposti et al. 1993)

siendo, por lo tanto, un componente central de la maquinaria de conservacion de energia
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celular en diferentes organismos (Seddigh y Darabi 2017). Este gen también presenta
regiones conservadas y otras de evolucion rapida (Kumazawa y Nishida 2000).

El conocimiento de las diferencias genéticas de una plaga polifaga como H.
gelotopoeon, a partir de la caracterizacion de genes mitocondriales, puede ser muy util para
entender la estructura y las dindmicas poblacionales, su comportamiento y la respuesta a
varias presiones de seleccion. Ademas, la estructuracion poblacional es un aspecto de la
organizacion genética de una especie que juega un rol clave en el proceso de especiacion
(Wright 1955, Carson 1975, Templeton 1980, Fleischer 1983, Mort y Wolf 1986).

La magnitud de la variacion genética entre poblaciones de diferentes regiones
geograficas depende de varios factores, incluyendo el flujo génico entre poblaciones, el rango
de plantas hospederas y el tiempo transcurrido desde la separacion (Templeton et al. 1990,
Hartl y Clark 1997).

Cabe mencionarse que a pesar de la importancia econémica de H. gelotopoeon, el
analisis de variabilidad y estructuracion genética de esta especie utilizando marcadores
mitocondriales no ha sido realizado ain. Es por ello que se plante6 como objetivo en este
capitulo evaluar la diversidad y estructura genética dentro y entre poblaciones de H.
gelotopoeon provenientes de distintas regiones y plantas hospederas de la Argentina

mediante el uso de los marcadores de ADN mitocondrial: COl y CytB.

6.2. Materiales y métodos

6.2.1. Recoleccién y cria de las poblaciones

El andlisis de la diversidad y estructura genética utilizando marcadores

mitocondriales incluyé las poblaciones de diferentes regiones geograficas y plantas
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hospederas detalladas en la Figura 6.1 y en la Tabla 6.1. Para ello se utilizaron las mismas

técnicas de recoleccion y de cria previamente descriptas en los capitulos 2 y 3.

Figura 6.1. Ubicacion geografica de los lugares en los que
se realizo la recoleccion de las poblaciones de Helicoverpa
gelotopoeon. 1: San Agustin, Tucuman (garbanzo), 2: San
Agustin, Tucuman (soja), 3: Las Brefias, Chaco (trampa
luminosa), 4: Marcos Juarez, Cérdoba (garbanzo), 5: Rojas,
Buenos Aires (soja).
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Tabla 6.1. Descripcion de los sitios de muestro de las diferentes poblaciones de H.

gelotopoeon utilizadas para el anélisis de genes mitocondriales.

Regién Provincia Localidad Coordenadas Fecha de Plantas N° de Cddigo
geogréfica geogréficas recoleccibn hospederas ind.
Cruz Alta 26°50°21°°S . .
Noroeste 64°51°32"" W Enero 2013 Soja 15 Tuc.Soja
Tucumén .
26°50°21°°S Septiembre
64°51°327° W 2014 Garbanzo 16 Tuc.Garb
~ 27°05°20”S Octubre Trampa
Noreste Chaco Las Brefas 61° 06°20°W 2013 luminosa* 11 Cha.Alg
) Marcos 32°43°14.25”S Octubre
Pampeana  Cordoba Juérez 62°07°00.30”"W 2014 Garbanzo 16 Cha.Garb
Buenos . 34°11°02”S Febrero . .
Aires Rojas 60°44'14”W 2014 Soja 15 BsAs.Soja

*Los individuos fueron recolectados de una trampa luminosa que se encontraba en

un campo de algodon.

6.2.2. Extraccion de ADN

Se extrajo el ADN total a partir de 73 adultos de H. gelotopoeon usando el protocolo

de Rogers y Bendich (1988) previamente descripto en el capitulo 4. También se extrajo el

ADN de un individuo de H. zea recolectado en la provincia de Tucuman, cultivo de maiz,

para ser usado posteriormente como grupo externo (outgroup).

6.2.3. Amplificacion y secuenciacion del ADN mitocondrial

Los andlisis poblacionales de los individuos fueron realizados con dos genes de la

region COI (Cox1fin y Cox1in) y un gen de la region Cytocromo b (CytB). Se amplifico por
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PCR cada una de estas regiones utilizando los siguientes cebadores: COI-F02 (5’-CTCAAA
TTAATTACTCCCCATC-’3) y COI-R02 (5’-GGAGGTAAGTTTTGGTATCATT-3") para
Cox1fin; COI LCO1490-J-1514 (5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’) y COI
HCO2198-N-2175 (5’-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’) para Coxlin;
CytBF02 (5-GAATCCTTTAATTTAAAATATAC-3’) v CytBR02 (5-AAATATGGG
TTAGTTAAAGTTAA-3’) para CytB (Behere et al. 2008, Specht et al. 2013).

Para la reaccion de PCR se utilizd un volumen total de 25 pL, conteniendo 6 pL de
ADN (5 ng/uL); 2,5 pL de Tampon de extraccion 10x; 1,2 pL de MgCl, 50 mM; 2 pL de
DNTP’s 2,5 mM; 2 uL. de DMSO 5%; 1 uL de cada cebador (5 uM); 0,2 ul de Taqg polimerasa
y 9,1 pL de agua milli Q para llevar a volumen final.

En la reaccion de amplificacion las muestras fueron desnaturalizadas inicialmente a
94°C por 4 minutos, seguido por 35 ciclos a 91°C por 30 segundos, 50°C durante 30 segundos
y extension a 72°C por 1 minuto. El protocolo de PCR consta de una extension final a 72°C
por 10 minutos. Los productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 1,3 %y
luego sometidos a electroforesis en un secuenciador automatico.

Las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa Sequencher® version 5.4.6
y alineadas con la herramienta ClustalW disponible en el programa BioEdit v.7.0.5.3 (Hall

1999).

6.2.4. Medidas de variabilidad genetica de las poblaciones de H. gelotopoeon

Todos los analisis se realizaron para cada marcador por separado. Las caracteristicas
generales de las secuencias de los genes mitocondriales fueron obtenidas por medio del

programa DnaSP v.5 (Librado y Rozas 2009). También se realizo una prueba de neutralidad
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selectiva D de Tajima (1989) y Fs de Fu (1997) con el programa Arlequin v.3.5 (Excoffier y
Lischer 2010). Para ambas pruebas, se esperan valores proximos a cero si los tamafios de las
poblaciones se mantienen estables, valores negativos significativos si las poblaciones
atravesaron una expansion poblacional reciente y valores positivos significativos si las

poblaciones experimentaron un cuello de botella (Tajima 1989, Fu 1997).

6.2.5. Redes haplotipicas de las poblaciones de H. gelotopoeon

Las relaciones y las distribuciones de los haplotipos para las secuencias de las
poblaciones de H. gelotopoeon fueron establecidas usando el programa TCS v. 1.21 (Clement
et al. 2000). Este programa utiliza datos estadisticos de probabilidad basados en el criterio de
parsimonia para estimar genealogias por medio de secuencias de ADN (Templeton et al.
1992). El tamafio de cada haplotipo esta en relacion directa con su frecuencia en cada
poblacién y las conexiones con otros haplotipos permiten visualizar la variacion genética
intrapoblacional. A su vez, cada circulo significa que ese haplotipo sufrié una mutacion. La
conexion entre haplotipos fue limitada por una probabilidad de parsimonia para diferencias

par a par de ADN menor al 95%.

6.2.6. Estructura genética de poblaciones de H. gelotopoeon

El anélisis de la varianza molecular (AMOVA) fue realizado para la evaluacion de la
estructura genetica entre las poblaciones de H. gelotopoeon usando el programa Arlequin

v.3.5 (Excoffier y Lischer 2010). Se realizo un AMOVA entre poblaciones y también un
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AMOVA jerarquico agrupando las poblaciones por plantas hospederas, regiones y afio de

recoleccion.

6.2.7. Analisis filogenético de poblaciones de H. gelotopoeon

Para conocer las relaciones filogenéticas entre los individuos provenientes de
distintas poblaciones de H. gelotopoeon, se emple6 el método de maxima verosimilitud
(Maximum likelyhood) con 1000 réplicas de bootstrap (Felsenstein 1985) empleando el
modelo de sustitucion Kimura 2 pardmetros. Para esto se uso el programa MEGA 6 (Tamura
et al. 2013). Como ya fue mencionado previamente, se us6 como grupo externo a H. zea, por

ser considerada una especie cercana a H. gelotopoeon.

6.3. Resultados

6.3.1. Medidas de variabilidad genética

De las tres regiones secuenciadas, la que mostrd6 mayor nimero de haplotipos,
diversidad haplotipica y diversidad nucleotidica fue CoxLlin, presentando 45 haplotipos, una
diversidad haplotipica de 0,928 + 0,023 y nucleotidica de 0,05100 + 0,00642. Este marcador
también presentd el mayor porcentaje de sitios variables (22,22%) y numero medio de
diferencias nucleotidicas (k = 31,57). EI marcador CytB fue el que presentd los menores
valores para estos parametros (H = 11; HD = 0,430 + 0,085; = = 0,00404 + 0,00241; 8,50%;

k =1,57) (Tabla 6.2).
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Considerando la poblacion total, los estadisticos D de Tajima y Fs de Fu, resultaron

negativos y significativos, esto indicaria una expansion poblacional ancestral (Tabla 6.2).

Tabla 6.2. Resumen de los parametros de diversidad genética de las secuencias

mitocondriales de las regiones Cox1fin, Coxlin y CytB.

Coxl1fin Coxlin CytB
N° de secuencias 73 72 53
Total pares de bases (pb) 468 621 389
Sitios variables (% 87 (18,60%) 138 (22,22%) 33 (8,50%)
variacion)
N° de haplotipos (H) 31 45 11
Diversidad de haplotipos 0,863 £0,030 0,928 £ 0,023 0,430 0,085
(HD)
Diversidad nucleotidica (r)  0,02382 £0,00476  0,05100 +0,00642 0,00404
+0,00241
NUmero medio de 11,12 31,57 1,57
diferencias nucleotidicas
(k)
Test D de Tajima (valor P) -1,58 -0,66 -2,61
(0,10 > P >0,05) (P> 0,05) (P <0,001)
Test Fs de Fu (valor P) -3,93 -3,05 -3,90
(P< 0,05) (P<0,05) (P <0,02)

Para la region Cox1fin, las poblaciones que presentaron mayor cantidad de diversidad

haplotipica fueron las de Tuc.Soja y BsAs.Soja (HD = 0,943 + 0,054 y 0,952 + 0,040
respectivamente). La poblacion de Tuc.Soja present6 11 haplotipos, consistiendo todos en
haplotipos privados que no fueron compartidos con ninguna otra poblacion. La poblacion
con menor diversidad haplotipica fue Cha.Alg (HD = 0,345 + 0,345), sin embargo, dos de
los tres haplotipos que presentd esta poblacion fueron compartidos con el resto de las

poblaciones, excepto Tuc.Soja (Tabla 6.3 y Figura 6.2A).
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Tabla 6.3. Distribucion de haplotipos e indices de diversidad genética de poblaciones de

Helicoverpa gelotopoeon obtenidos a partir de la region Coxifin.

Poblacion Nt NH? H (NO 1)? HD + DE* 7+ DES
0,00109
ChaAly 11 3 H1(1), H2(9), H3(1) 03450345 i
H21(4) H22(1) H23(1) H24(1) 00166+
TucSoja 14 11 H25(1) H26(1) H27(1) H28(1) 09430054 0000
H29(1) H30(1) H31(1) :
H1(4) H2(7) H13(1) H14(1) 0,00255 +
TucGarb 17 8 \1501) Hie(1) H17(1) His()  O77°*0088 75 00055
CbaGarb 16 6 H1®H24) 142%21?11(1) HI9) 71740099 0,017 +0,009
H1(3) H2(2) H4(2) H5(1) HE(1)
BsAsSoja 15 11  H7(1) H8(1) HA(1) H10(1) H11(1) 0,952 0,040 0,050 + 0,005

H12(1)

IN= Nimero de individuos analizados; 2NH= Numero de haplotipos encontrados en cada

poblacion; 3H (N° 1)= Haplotipo (Nimero de individuos que presentaron ese haplotipo);

*HD= Diversidad haplotipica (+ desvio estandar); °n= Diversidad nucleotidica (+ desvio

estandar).
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Figura 6.2. Distribuciones geograficas de los haplotipos de
Helicoverpa gelotopoeon para los marcadores (A) Cox1fin, (B)
Coxlin y (C) CytB. Los circulos representan el numero de
haplotipos identificados en una determinada poblacion; el color
y el numero dentro del circulo representan el haplotipo

identificado en cada poblacion.
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Para la region Cox1in, la poblacion de Tuc.Soja tambiéen presento la mayor diversidad
haplotipica junto con la poblacion de Cha.Alg (HD = 1,00 £0,024 y 1 +0,030). Estas dos
poblaciones presentaron 15 y 13 haplotipos respectivamente, siendo todos de ocurrencia
exclusiva dado que no fueron compartidos con ninguna de las otras poblaciones. La
poblacién de Tuc.Garb fue, en cambio, la que menor diversidad haplotipica presenté (HD =

0,517 +0,132) (Tabla 6.4 y Figura 6.2B).

Tabla 6.4. Distribucion de haplotipos e indices de diversidad genética de poblaciones de

Helicoverpa gelotopoeon obtenidos a partir de la region Cox1in.

Poblaciéon  N!  NH?2 H(N°I)® HD + DE* n + DE®

H16(1) H17(1) H18(1) H19(1)

H20(1) H21(1) H22(1) H23(1) 0,04415 +
ChaAlg 13 13 H24(1) H25(1) H26(1) H27(1) 10020030 75 07151
H28(1)
H1(1) H2(1) H3(1) H4(1) H5(1)
. H6(1) H7(1) H8(1) H9(1) H10(1) 0,02836 +
TucSoja 15 15 H11(1) H12(1) H13(1) H14(1) 10020024 " 60346
H15(1)
TucGarb 16 4 H29(11) H33(1) H39(3) HAO(1) 051740132 O30 ot
H29(3) H30(1) H39(7) H41(1) 0,03336 +
Cba.Garb 16 8 H42(1) H43(1) H44(1) H45(1) 08000092 "5 51439
. H29(3) H31(1) H32(2) H33(1) 0,07344 +
BsAsSoja 12 8 H34(2) Ha5(1) Ha6(1) Ha7(1) 0024+ 0057 g 01117

IN= Numero de individuos analizados; 2NH= Ntmero de haplotipos encontrados en cada
poblacion; 3H (N° 1)= Haplotipo (Numero de individuos que presentaron ese haplotipo);
*HD= Diversidad haplotipica (+ desvio estandar); °n= Diversidad nucleotidica (+ desvio

estandar).
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Para la region CytB, la poblacion que presentd mayor diversidad haplotipica fue la
de Cba.Garb (HD = 0,591 £0,108), con 3 haplotipos de los cuales 2 fueron de ocurrencia
exclusiva. La poblacion de menor diversidad fue la poblacion de BsAs.Soja, ya que solo un
individuo amplifico para esta region, presentado un haplotipo de ocurrencia exclusiva (Tabla

6.5y Figura 6.2C).

Tabla 6.5. Distribucion de haplotipos e indices de diversidad genética de poblaciones de

Helicoverpa gelotopoeon obtenidos a partir de la region CytB.

Poblacion  N!  NH? H(NC1Y? HD + DE* 7 + DES
ChaAly 14 3 H(12) H6(L) H7(1) 0,275 +0,148  0,00988 + 0,00790
TucSoja 17 5 M3 H2|E|15)(I1-|)3(1) HA)  0426+0147  0,00182 +0,00085
TucGarb 9 2 H1(8) H9(1) 0,222 +0,166  0,00057 + 0,00043
CbaGarb 12 3 H1(7) HI0(4) H11(1)  0591+0,108 0,00254 + 0,00103
BsAs.Soja - - H8(1) - -

IN= Nimero de individuos analizados; 2NH= Numero de haplotipos encontrados en cada
poblacion; ®H (N° 1)= Haplotipo (Nimero de individuos que presentaron ese haplotipo);
“HD= Diversidad haplotipica (+ desvio estandar); >z= Diversidad nucleotidica (* desvio

estandar).

6.3.2. Redes haplotipicas

Para el marcador Cox1fin se observaron dos redes diferentes y tres haplotipos
independientes que no pudieron ser relacionados con ninguna de estas redes. La red principal

estuvo compuesta por los H1 y H2, que se encontraron presentes en todas las poblaciones
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menos la de Tuc.Soja. Esta poblacion también present6 haplotipos exclusivos, pero que se
mostraron relacionados con el resto de los haplotipos pertenecientes a esta red. La segunda
red estuvo compuesta por haplotipos pertenecientes a las poblaciones de BsAs.Soja y
Cba.Garb. Los haplotipos independientes correspondieron a individuos de la poblacién de
Tuc.Garb (Figura 6.3A).

Para el marcador CoxL1in se observaron dos redes principales, cinco redes compuestas
por dos haplotipos y cinco haplotipos independientes. Una de las redes estuvo compuesta por
los haplotipos exclusivos de las poblaciones de Tuc.Soja y Cha.Alg. La otra red estuvo
compuesta por dos haplotipos principales, que incluyeron haplotipos presentes en todas las
poblaciones exceptuando las de Tuc.Soja y Cha.Alg. Los haplotipos independientes
correspondieron a individuos de las poblaciones de BsAs.Soja y Cha.Alg y las redes mas
pequefias compuestas por dos haplotipos correspondieron a haplotipos presentes en todas las
poblaciones excepto en la de Tuc.Garb (Figura 6.3B).

Para el marcador CytB se observO una Unica red, encontrandose de esta manera
vinculados todos los haplotipos. Esta red estuvo compuesta por el H1L como el maés
representativo, encontrandose presente en todas las poblaciones menos en la de BsAs.Soja

(Figura 6.3C).
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Figura 6.3. Redes haplotipicas de
Helicoverpa gelotopoeon para los
marcadores (A) Cox1fin; (B)
Coxlin y (C) CytB. Cada circulo
representa un haplotipo, y el area de
cada circulo es proporcional al
namero de individuos observados.
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6.3.3. Estructura genética

Para el marcador Cox1fin, el AMOVA entre poblaciones indicé que la mayor fuente

de variacion genética se encontraba dentro de las poblaciones. Aun asi, el porcentaje de

variacion entre poblaciones fue de 27,06%, con un Fst significativo de 0,27. Al realizar el

andlisis entre las agrupaciones por region, planta hospedera y afio de recoleccion, se observo

que ninguno de estos factores tuvo una influencia estadisticamente significativa en la

diferenciacion genética observada entre las poblaciones (Tabla 6.6).

Tabla 6.6. Andlisis de la varianza molecular (AMOVA) de poblaciones de Helicoverpa

gelotopoeon agrupadas por poblacién, planta hospedera, regién y afio de recoleccion

utilizando el marcador CoxZ1fin.

Fuente de variacion gl indices de Porcentaje
Modelo s L
fijacion de variacion
A. Poblaciones  Entre poblaciones 3 FST: 0,27062 27,06
Dentro de las poblaciones 69 72,94
B. Plantas Entre plantas hospederas 2 FCT: -0,11905 -11,91
hospederas
Entre poblaciones dentro de las FSC: 0,33063
2 37
plantas hospederas
Dentro de las poblaciones 68 FST. 0,25004 74,91
C. Regiones Entre regiones 2 FCT: 0,04628 4,63
Ent_re poblaciones dentro de las 9 FSC: 0,24322 23.20
regiones
Dentro de las poblaciones 68 FST. 0,27825 72,18
D. Ano de Entre afios de recoleccién 1 FCT: 0,00681 0,68
recoleccion
Entre pobla.cllones dentro de afio 3 FSC: 0,26774 26.59
de recoleccion
Dentro de las poblaciones 68 FST: 0,27272 72,73
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Considerando el marcador Coxlin, el AMOVA entre poblaciones indicé una

diferenciacion genética alta entre las poblaciones de H. gelotopoeon (Fst = 0,3905). Sin

embargo, la mayor fuente de variacion ocurrié dentro de las poblaciones. Al realizar el

AMOVA entre las agrupaciones por planta hospedera, se observo una gran influencia de las

mismas en la diferenciacion genética de las poblaciones (FCT = 0,44756), una leve influencia

en las agrupaciones por afio de recoleccion (FCT = 0,16858), pero ninguna influencia en las

agrupaciones realizadas por region (FCT = -0,03260) (Tabla 6.7).

Tabla 6.7. Andlisis de la varianza molecular (AMOVA) de poblaciones de Helicoverpa

gelotopoeon agrupadas por poblacién, planta hospedera, regién y afio de recoleccion

utilizando el marcador Cox1lin.

Modelo Fuente de variacion g.l. Ir;_o_hce_s, de Porce_ntqj,e
ijacion de variacion
A. Poblaciones Entre poblaciones 4 FST: 0,39052 39,05
Dentro de las poblaciones 67 60,95
B. Plantas Entre plantas hospederas 2 FCT: 0,44756 4476
hospederas
Entre poblaciones dentro de 2 FSC: 0,00449 0,25
las plantas hospederas
Dentro de las poblaciones 67 FST:0,45004 55
C. Regiones Entre regiones 2 FCT: -0,03260 -3,26
Entre poblaciones dentro de 2 FSC: 0,40574 41,90
las regiones
Dentro de las poblaciones 67 FST: 0,38637 61,36
D. Afio de Entre afios de recoleccion 1 FCT: 0,16858 16,86
recoleccién
Entre poblaciones dentro de 3 FSC: 0,31687 26,34
afios de recoleccion
Dentro de las poblaciones 67 FST: 0,43203 56,80

En cuanto al marcador CytB, el AMOVA mostré una diferenciacion genética baja

entre las poblaciones (FST = 0,02563), con el 97,44% de la variacién ocurriendo dentro de
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las poblaciones. EI AMOVA de las agrupaciones por planta hospedera, afio y region no
mostr6 un aporte significativo de estas variables en la diferenciacién genética de las

poblaciones (Tabla 6.8).

Tabla 6.8. Analisis de la varianza molecular (AMOVA) de poblaciones de Helicoverpa
gelotopoeon agrupadas por poblacién, planta hospedera, region y afio de recoleccion

utilizando el marcador CytB.

Modelo Fuente de variacion g.l. In_d_lce's, de Porce_ntag’e
fijacion de variacion
A. Poblaciones  Entre poblaciones 4 FST: 0,02563 2,56
Dentro de las poblaciones 48 97,44
B. Plantas Entre plantas hospederas 2 FCT: 0,02028 2,03
hospederas
Entre poblaciones dentro de FSC: 0,00787
2 0,77
las plantas hospederas
Dentro de las poblaciones 48 FST:0,02799 97,20
C. Regiones Entre regiones 2 FCT: 0,06262 6,26
Entre poblaciones dentro de 2 FSC: -0,02922 2,74
las regiones
Dentro de las poblaciones 48 FST: 0,03523 96,48
D. Afio O.I? Entre afos de recoleccion 1 FCT: 0,00267 0,27
recoleccion
Entre~ poblaciones dt_%r;tro de 3 FSC: 0,02393 2,39
los afios de recoleccion
Dentro de las poblaciones 48 FST: 0,02654 97,35

Las comparaciones de a pares de FST también fueron utilizadas para evaluar
diferenciacion genética entre las poblaciones. Valores cercanos a 1 indican una mayor
diferenciacion entre las poblaciones y valores cercanos a 0 indican poblaciones mas

homogéneas. La mayor diferenciacion genética encontrada fue entre las poblaciones de
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BsAs.Sojay Tuc.Garb para todos los marcadores, mostrando una diferencia significativa para

los marcadores Cox1in y Cox1fin, pero no asi para CytB (Tabla 6.9, 6.10 y 6.11).

Tabla 6.9. Valores estimados de diferenciacion genética par a par de Fst de poblaciones de

Helicoverpa gelotopoeon utilizando el marcador Cox1fin.

Cha.Alg BsAs.Soja Tuc.Garb Cba.Garb Tuc.Soja
Cha.Alg 0,0000
BsAs.Soja 0,35442* 0,0000
Tuc.Garb -0,01533 0,39707* 0,0000
Cba.Garb 0,03957 0,22091* 0,04741 0,0000
Tuc.Soja 0,14587* 0,34809* 0,17400* 0,11765* 0,0000

Tabla 6.10. Valores estimados de diferenciacion genética par a par de Fst de poblaciones de

Helicoverpa gelotopoeon utilizando el marcador Cox1in.

Cha.Alg BsAs.Soja Tuc.Garb Cba.Garb Tuc.Soja
Cha.Alg 0,0000
BsAs.Soja 0,42849* 0,0000
Tuc.Garb 0,47391* 0,59812* 0,0000
Cba.Garb 0,25876* 0,36421* 0,08289* 0,0000
Tuc.Soja -0,01207 0,49747* 0,55338* 0,31431* 0,0000

Tabla 6.11. Valores estimados de diferenciacion genética par a par de Fst de poblaciones de

Helicoverpa gelotopoeon utilizando el marcador CytB.

Cha.Alg BsAs.Soja Tuc.Garb Cba.Garb Tuc.Soja
Cha.Alg 0,0000
BsAs.Soja -0,30957 0,0000
Tuc.Garb -0,02677 0,80000 0.0000
Cba.Garb 0,02333 0,37799 0,08447 0,0000
Tuc.Soja 0,00687 0,47826 -0,02478 0,10334* 0,0000
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6.3.4. Analisis filogenético

El anélisis de maxima verosimilitud no mostrd una separacion en distintos clusters
que pueda deberse al origen geogréfico, afio de recoleccion o planta hospedera para ninguno
de los tres marcadores. Sin embargo, para cada uno de los marcadores se observd una
tendencia similar a las redes haplotipicas obtenidas.

En el &rbol obtenido para el marcador Cox1fin, se observaron tres clados principales
con valores de bootstraps superiores al 95%. Uno estuvo compuesto por los individuos
pertenecientes al grupo externo (H. zea), y el otro incluy6 en su mayoria individuos de la
poblacion de BsAs.Soja. El tercer clado se subdividié en tres subclados principales; uno
formado por individuos de la poblacion Tuc.Soja y los otros dos por individuos de las
poblaciones restantes (Cha.Alg, Cha.Garb y Tuc.Garb) (Figura 6.4).

Para el marcador Cox1in, el arbol se dividié también en tres clados principales, uno
de los cuales estuvo conformado por el grupo externo. Otro de los clados estuvo compuesto
principalmente por individuos de la poblacion de BsAs.Soja. El tercero se subdividio en dos
subclados, uno conformado por individuos de las poblaciones de Tuc.Garb y Cba.Garb y el
otro por individuos de la poblacion Tuc.Soja (Figura 6.5).

En el arbol del marcador CytB se observaron dos clados, uno compuesto por el grupo
externo y el otro por todos los individuos analizados de H. gelotopoeon, sin observarse una

clara diferenciacion de subclados (Figura 6.6).
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Figura 6.4. Arbol de méaxima verosimilitud de poblaciones de Helicoverpa gelotopoeon usando el modelo Kimura 2-

parametros para el marcador Cox1fin.
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Figura 6.5. Arbol de méaxima verosimilitud de poblaciones de Helicoverpa gelotopoeon usando el modelo Kimura 2-parametros para

el marcador Cox1in.
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marcador CytB.
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6.4. Discusién

Los resultados del anélisis de variabilidad genética y flujo génico entre poblaciones
de H. gelotopoeon evaluadas por medio de marcadores mitocondriales indicaron, en general,
una cierta estructuracion genética de las poblaciones estudiadas. No existen estudios que
hayan analizado la estructuracion genética de H. gelotopoeon utilizando marcadores
mitocondriales. Sin embargo, si se utilizaron estas herramientas moleculares para el analisis
de otras especies del género Helicoverpa. Para estas poblaciones, no hay antecedentes de una
gran diferenciacion genética utilizando marcadores mitocondriales; ya que todas las
poblaciones mostraron homogeneidad genética (Albernaz et al. 2012, Asokan et al. 2012,
Mastrangelo et al. 2014, Silva et al. 2018). Sin embargo, estudios utilizando otros
marcadores, como ser RAPD, EPIC-PCR y SSR encontraron una alta diferenciacion genética
entre poblaciones de especies del género Helicoverpa (Scott et al. 2005, Subramanian and
Mohankumar 2006, Khiaban et al. 2010, Domingues et al. 2012, Yenagi et al. 2012, Behere
et al. 2013).

Los valores de Fst encontrados en este estudio para dos de los marcadores (0,27062
y 0,39052 para Cox1fin y Cox1in respectivamente) fueron mayores que los encontrados para
el género Helicoverpa utilizando marcadores mitocondriales (0,071; 7,10°; -0,0083) (Leite
et al. 2014, Mastrangelo et al. 2014, Wang et al. 2018). Sin embargo, el marcador CytB
presento valores similares (0,02563) a los citados por estos autores.

Las estimaciones de HD para los marcadores Cox1fin y Coxlin fueron de 0,863 *
0,030 y 0,928 + 0,023 respectivamente, las cuales pueden ser consideradas altas y similares
a las observadas para las secuencias de poblaciones de H. armigera provenientes de Paraguay

(Arnemann et al. 2016). Sin embargo, las estimaciones de m para las poblaciones de H.
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gelotopoeon de Argentina mostraron valores mucho mayores con respecto a los observados
en Paraguay para H. armigera. Asimismo, estos valores fueron mayores a los encontrados
para poblaciones de C. virescens provenientes de Brasil (Albernaz et al. 2012). EI marcador
CytB mostré una HD menor (0,430 + 0,085) para las poblaciones de H. gelotopoeon, valor
que es similar al obtenido para poblaciones de H. armigera en Uruguay y H. virescens Brasil
(Albernaz et al. 2012, Arnemann et al. 2016).

Las redes de haplotipos y los arboles filogenéticos mostraron tendencias de
agrupamiento similares. Sin embargo, no se observa una clara influencia por parte de planta
hospedera, region o afio de recoleccidn que se mantenga constante en todos los marcadores
empleados que pueda haber influido en esta separacion de redes y clados.

Entre las posibles causas que podrian explicar la estructura genética observada para
H. gelotopoeon, hay que considerar la diferencia entre regiones y las distintas influencias
climéticas a las que se ven expuestas las poblaciones en cada una de esas regiones. En este
sentido, el marcador Cox1fin muestra en sus redes haplotipicas una red compuesta
exclusivamente por haplotipos presentes en las poblacidnes de BsAs.Soja y Cba.Garb (ambas
pertenecientes a la mima region).

Otra posible causa de la estructura genética de las poblaciones de H. gelotopoeon es
la planta hospedera. Esto se vio reflejado en el valor de FCT (= 0.44756) del marcador
Cox1fin al considerar las agrupaciones realizadas por planta hospedera. La distribucion
haplotipica entre las poblaciones también respalda estos resultados, ya que, para todos los
marcadores, las poblaciones de Cha.Garb y Tuc.Garb, a pesar de ser distantes, fueron las
poblaciones que mas haplotipos compartieron. Sin embargo, esta relacion no fue tan clara
entre las poblaciones de Tuc.Soja y BsAs.Soja, pero hay que tener en cuenta que estas

poblaciones, a pesar de pertenecer a la misma planta hospedera, fueron recolectadas en afos
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distintos, a diferencia de las poblaciones Tuc.Garb y Cba.Garb, que fueron recolectadas en
el mismo afio.

También es necesario tener en cuenta que el afio de recoleccion puede haber tenido
cierta influencia. Esto se ve reflejado por el valor de FCT (= 0,16858) que mostré el marcador
Coxlin, como asi también por la estructura de las redes haplotipicas que present6 este
marcador, en la cual las poblaciones de Tuc.Soja y Cha.Alg, que fueron recolectadas en el
mismo afio, formaron una Unica red separada del resto. Con respecto a esto, Scott et al. (2005)
demostraron que existen afios con flujo génico alto, moderado y bajo entre distintas
poblaciones australianas de H. armigera, con algunas estaciones con flujo génico sustancial
entre poblaciones de regiones distantes y otras estaciones con diferenciacion genética
significativa entre estas poblaciones, demostrando asi que el flujo génico es altamente
variable entre afios. Esto se debe principalmente a que el movimiento de esta especie difiere
estacion a estacion, resaltando la importancia de extender este tipo de estudios en afios
consecutivos, ya que un muestreo a corto plazo puede ser poco representativo teniendo en
cuenta que la dinamica poblacional y la migracion pueden variar significativamente.

También es de interés considerar que si bien H. gelotopoeon esta presente en todas
las regiones y localidades consideradas, su importancia en cada una no es la misma. Esto
adquiere relevancia ya que influira en el tipo de manejo que se aplicara en cada localidad,
resultando en distintos grados de presién de seleccion sobre las poblaciones de esta plaga. En
el caso del partido de Rojas, esta especie no ocasiona grandes problemas en soja y se
encuentra en muy baja frecuencia, en comparacion con las poblaciones del NOA o NEA.
Esto se ve reflejado en las distribuciones haplotipicas de BsAs.Soja: en la red del marcador
Cox1lin se observan haplotipos de BsAs.Soja de ocurrencia exclusiva e independiente, que

no se pudieron relacionar con ninguna red. Sumado a esto, en los arboles filogenéticos de los
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marcadores Cox1fin y Cox1in, se observo un clado constituido casi exclusivamente por
individuos de la poblacion BsAs.Soja.

Otra poblacion que presentd resultados relevantes fue Tuc.Soja, en la cual se
observaron haplotipos exclusivos para dos de los tres marcadores. Una posible explicacion
es que en la fecha en la cual fue colectada esta poblacion (Enero de 2013), la soja Bt aun no
habia comenzado a cultivarse en Argentina, y por lo tanto la poblacion de H. gelotopoeon
todavia no estaba sometida a esta presion de seleccidn, con lo cual la diversidad genética y
los haplotipos aqui presentes difirieron del resto.

En este estudio se observd la presencia de muchos alelos exclusivos y en algunos
casos independientes, que no podian ser relacionados a ninguna red. Estudios realizados por
Albernaz et al. (2012) utilizando ADNmt también revelaron un alto porcentaje de haplotipos
de ocurrencia Unica. Estos autores propusieron la hipétesis de que los haplotipos raros
podrian surgir por nuevos eventos mutacionales y que alternativamente, estos haplotipos de
baja frecuencia podrian provenir de individuos que se alimentaban de plantas silvestres que
se encontraban cerca de campos de cultivos cada campafia. Ademas, estos haplotipos raros
podrian ser diferentes en cada region muestreada, dado que cada area puede presentar distinta
vegetacion natural asociada a los distintos biomas de Brasil. Esta hipétesis tiene sentido al
considerar que H. gelotopoeon es una especie polifaga y que las provincias muestreadas
pertenecen a diferentes regiones agroecoldgicas con diferentes vegetaciones naturales
asociadas.

Por otro lado, el patron de variabilidad genética observado en las poblaciones de H.
gelotopoeon, como valores altos de diversidad haplotipica (h) y alto namero de haplotipos

en baja frecuencia, son caracteristicas de una especie que atravesd una expansion
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poblacional, lo cual esté respaldado por los valores negativos y significativos para las pruebas
de neutralidad de los estadisticos D de Tajima y Fs de Fu.

Estos distintos escenarios no son excluyentes y todos pueden haber contribuido a la
estructuracion poblacional de H. gelotopoeon detectada en este trabajo. Sin embargo, seria
necesario profundizar y realizar més estudios en vistas de esclarecer qué otros factores
ademés de los mencionados podrian estar interviniendo en la estructura genética de esta
especie.

Considerando los resultados obtenidos en el capitulo 5 y los obtenidos en este
captitulo, sobre la base de marcadores nucleares y mitocondriales respectivamente, los
mismos no mostraron una correspondencia muy marcada, ya que hubo algunas diferencias
entre ellos. Sin embargo, existen antecedentes de resultados contradictorios entre marcadores
nucleares y mitocondriales. Albernaz et al. (2012) evaluaron la variabilidad genética y la
historia demogréfica en poblaciones brasileras de C. virescens usando secuencias de ADNmt.
Los resultados obtenidos mostraron una baja estructuracion genética. Domingues et al.
(2012), por otro lado, realiz6 los mismos estudios para poblaciones brasileras de C. virescens
pero usando microsatelites. En este caso los resultados mostraron lo contrario: bajos niveles
de flujo génico y una estructura genética de moderada a alta entre las poblaciones.

Las diferencias entre ambos marcadores podrian estar dadas por las formas de
herencia de cada uno. EI ADNmt, al ser heredado uniparentalmente, es haploide, se comporta
como una unidad de herencia simple y por lo tanto son marcadores efectivos de un solo locus.
Los datos de un solo locus permiten desandar la historia de Unicamente una sola unidad
geneética, lo cual puede o no ser concordante con la historia de la especie en cuestion
(Freeland 2005). Al ser el tamafio poblacional del ADNmt entonces reducido con respecto al

ADN nuclear (un 25%), significa que sus haplotipos tienen una mayor probabilidad de ser
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extintos. Entonces, si el tamafio de una poblacion se ve reducido (ya sea por una enfermedad
0 una catéstrofe), aun si la poblacidn se recuperara rapidamente, tendria relativamente pocos
haplotipos mitocondriales sobrevivientes comparados con los genotipos nucleares. Esto
puede llevar a que se infiera una historia poblacional sobre simplificada (Freeland 2005).
Esto resalta la importancia de utilizar diferentes marcadores moleculares para
estudios de estructuracion poblacional, ya que el uso de un solo marcador puede que no ser
representativo del genoma como un todo. En este caso, los microsatélites y el ADNmt
proveen informacion complementaria, ya que cada uno destaca distintos aspectos de la

variabilidad genética.
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Capitulo 7

Conclusiones y consideraciones finales




7. Conclusion general

Los estudios realizados en este trabajo permitieron concluir que:

Se conoci6 por primera vez el ciclo de vida de H. gelotopoeon mediante la cria de
esta especie con dieta artificial y en condiciones controladas de laboratorio. De esta manera
se pudo determinar que el ciclo de vida de H. gelotopoeon dura entre 38-45 dias, desde el

estado de huevo hasta la muerte del adulto.

Por primera vez se confecciond una tabla de vida, se estimaron los pardmetros
poblacionales y el potencial bidtico de esta especie bajo condiciones ambientales controladas.
De esta manera se determind que una hembra de H. gelotopoeon podria producir, en
promedio, otras 95,49 nuevas hembras durante toda su vida, y que esta especie puede crecer
a una tasa de aproximadamente 0,12 hembras/hembra/dia. También se concluyé que una
poblacion de H. gelotopoeon necesita 5,70 dias para duplicar su tamafio. A su vez, el
potencial bidtico (PB) obtenido para H. gelotopoeon indicd que esta especie es capaz de
producir 2,026 x 108 individuos por hembra por afio. La curva de supervivencia mostré una
mayor tasa de mortalidad durante el estado de huevo y los primeros estadios larvales, lo cual
permitid identificar el estado de desarrollo éptimo de esta plaga para aplicar tacticas de
control.

Esta especie presenta el fendmeno conocido como “protoginia”, encontrandose que
las hembras emergen dos noches antes que los machos. Si bien se cree que en la naturaleza
este fenomeno existe para prevenir la endogamia, hay que tomar especial cuidado en la
sincronizacion entre machos y hembras cuando se pretende criar esta plaga en condiciones

de laboratorio.
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Las poblaciones de H. gelotopoeon provenientes de distintas plantas hospederas y
regiones no presentaron signos de incompatibilidad reproductiva, probablemente debido al

comportamiento generalista de esta especie y la gran capacidad de vuelo de los Heliothinae.

Los resultados obtenidos a nivel nuclear y mitocondrial no mostraron una correlacion
muy clara, observandose algunas diferencias entre sus resultados. Los marcadores nucleares
microsatélites indicaron claramente que las poblaciones de H. gelotopoeon no estan
estructuradas y hay flujo génico entre ellas, correlacionandose con lo observado a nivel
bioldgico. Por otro lado, si bien los marcadores mitocondriales mostraron que existiria cierta
estructuracion genética entre las poblaciones de H. gelotopoeon, en todos los casos la mayor
fuente de variacién ocurrié dentro de las poblaciones. Ademas, no se observé una clara
influencia por parte de planta hospedera, region o afio de recoleccion que se mantenga
constante en todos los marcadores empleados que permitan explicar las diferencias
observadas. Probablemente, habria otros factores que podrian contribuir a la diferenciacion,
tales como la presencia de plantas silvestres colindantes a los campos en donde se
recolectaron las poblaciones, las cuales podrian estar aportando haplotipos raros que
contribuyan a esta diferenciacion. Otra razon puede ser los diferentes sistemas de manejo
(insecticidas o cultivos Bt) aplicados para cada poblacion, lo cual ejerce distintos grados de
presion de seleccidn sobre las poblaciones.

Las poblaciones de H. gelotopoeon de distintas regiones y plantas hospederas se
aparearon exitosamente. Por lo tanto, si llegara a desarrollarse resistencia en una de sus
poblaciones, no habria barreras que impidan la dispersion de esos genes de resistencia a otras
areas geograficas, por lo cual seria necesaria una rapida accion (alternar con otras

herramientas de control para disminuir la presion de seleccion) para detener la generacion y
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dispersion de esos individuos resistentes. Estos resultados también permiten concluir que el
uso de refugios (cultivos no Bt o plantas hospederas naturales) como herramienta para el
retraso de la resistencia de esta plaga es posible, debido a que la compatibilidad reproductiva
observada entre las poblaciones estudiadas permitiria el flujo génico entre los individuos
susceptibles y los resistentes.

Sin embargo, es necesario realizar mas estudios incluyendo una escala geogréafica y
temporal mayor, asi como otros cultivos y posibles plantas hospederas silvestres a lo largo
de varias campafias. También seria interesante profundizar los estudios realizados con la
poblacion de Buenos Aires, ya que fue una de las de mayor porcentaje de diferenciacion
genética. Asimismo, seria de utilidad repetir los estudios realizados en este trabajo con una
poblacion actual de Tucuman recolectada en el cultivo de soja, con el fin de evaluar qué esta
ocurriendo en el presente con esta poblacién luego de haber sido sometida varios afios a la
presion de seleccion de soja Bt. Finalmente, la determinacion de la dispersion y capacidad
de vuelo de H. gelotopoeon, sera otro factor que permitira sustentar los resultados y
conclusiones aqui abordadas sobre esta especie.

Todo esto ayudara a comprender mejor el grado de flujo génico y la repercusién del
comportamiento migratorio en las distintas campanas.

Por lo tanto, los conocimientos aqui generados en referencia a aspectos bioldgicos,
reproductivos y genéticos de H. gelotopoeon, permitiran sentar las bases para implementar
estrategias de manejo para esta plaga, con especial énfasis en el retraso de desarrollo de

resistencia a insecticidas y cultivos Bt.
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