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Introduccién general

1. Los pulgones

Los pulgones son un grupo de insectos hemimetabolos que se alimentan
del floema de las plantas, con mas de 4400 especies descritas que se
distribuyen fundamentalmente en las regiones templadas del planeta
(Blackman y Eastop, 1994; Nieto Nafria y Mier Durante, 1998). Muchas
especies de este grupo constituyen importantes
plagas de cultivos agricolas, hecho que ha
fomentado en gran parte su estudio. No
obstante, los pulgones presentan una serie de
caracteristicas biologicas de gran interés para el
estudio cientifico basico. Una de ellas es la
elevada complejidad de sus ciclos biologicos,
caracterizados por la partenogénesis ciclica, en
los que existe una alternancia entre una fase de
reproduccion sexual y una fase de reproduccion
partenogenética (Dixon, 1985; Moran, 1992).

Otra caracteristica de especial relevancia es la
elevada variabilidad fenotipica existente entre la
distintas formas de sus ciclos, lo que convierte a
estos insectos en excelentes organismos modelo
para el estudio de los polifenismos (Kawada, Figura 11. Hembras parte-

. . . nogenéticas de dos cepas de
1987). Mas recientemente, las diversas distinto color de la especie

Acyrthosiphon pisum, junto a

simbiosis  entre pulgones y  bacterias, . )
sus respectivas ninfas.

particularmente la simbiosis obligada que
mantienen con la endobacteria Budinera, han sido objeto de un intenso estudio
(Shigenobu et al., 2000; Gil et al, 2002; Latorre et al., 2005; Moran et al.,
2005a). En los ultimos afos, se ha fomentado ademas la obtencién de recursos
genomicos para la investigacion sobre este tipo de insectos, culminando en la
reciente secuenciacion del genoma del pulgdon Acyrthosiphon pisum (figura 1.1).
Los pulgones o 4&fidos se encuentran clasificados dentro del orden
Hemiptera, orden de insectos que se caracterizan por suaparato bucalpicador-

chupador que les permite alimentarse de la savia de las plantas(Remaudiére y
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Remaudiére, 1997; Nieto Nafria y Mier Durante, 1998). El estatus taxonémico y
la clasificaciéon de los pulgones han sido muy controvertidos desde el inicio de
su estudio. Actualmente parece existir un cierto consenso entre los
especialistas en taxonomia de este grupo para enmarcarios dentro de la
superfamilia Aphidoidea. Esta superfamilia tiene probablemente su origen en el
periodo Triasico (Heie, 2004), y se compone en la actualidad de dos Iinajés,
uno formado por las familias Phylloxeridae y Adelgidae y otro por la familia
Aphididae (Remaudiére y Remaudiére, 1997; Nieto Nafria y Mier Durante,
1998; Blackman y Eastop, 2006). El término pulgén parece sufrir de cierta
ambigiiedad tanto en castellano como en su traduccion inglesa (“aphid”), ya
que puede ser utilizado para referirse al conjunto de la superfamilia Aphidoidea
o sblo a la familia Aphididae. Esta ambigiiedad se refleja por ejemplo en el
hecho de que en ocasiones se utiliza el término inglés “true aphids” (pulgones
verdaderos) para hacer referencia a las especies de la familia Aphididae. La
separacion entre ambos linajes, sin embargo, parece evidente, ya que ha
permanecido de rhanera estable en las clasificaciones del grupo a lo largo de la
historia. Una de las diferencias fundamentales entre ambos linajes es que las
hembras partenogenéticas de las especies de la familia Aphididae son siempre
viviparas, mientras que las de las familias Adelgidae y Phylloxeridae son
oviparas. A lo largo de esta tesis se utilizaran los t&rminos pulgén y afido en
referencia a las especies de insectos pertenecientes a la familia Aphididae.
Como insectos hemimetabolos, los pulgones no presentan metamorfosis
completa, sino que su desarrollo se compone de varios estadios ninfales
previos al imago, generalmente 4. Su cuerpo es normaimente globoso u
ovoidal, en ocasiones alargado o aplanado, de tamafio que varia generalmente
entre 1'5 y 3 mm (ver figura 1.2). Los individuos adultos pueden ser alados o
apteros, en funcion de la fase del ciclo que representen o de algunos estimulos
externos como la sobrepoblacion o la mala calidad de la planta hospedadora.
Los pulgones ofrecen un aspecto blando por su baja esclerotizacion,
particularmente la del abdomen, aunque los individuos alados tienen la cabeza
y el tbrax fuertemente esclerotizados. Su coloracién es muy variable, desde
blanco hasta negro pasando por diferentes tonos de amarillos, cremas, verdes
y pardos. Los pulgones presentan siempre ojos compuestos, los cuales estan
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reducidos en algunas formas de algunas especies al triomatidio, un grupo de
tres omatidios situados en una protuberancia posterior ventral del ojo. En los
individuos alados, ademas, pueden observarse los tres ocelos caracteristicos
de insectos. Las antenas estan formadas por una porcidon proximal,

denominada base, y otra distal, denominada flagelo. La base esta compuesta

Figura 1.2 Esquema de la morfologia externa de un pulgén aptero. Cabeza: fr, frente; €l,
clipeo; |, labro; e, estiletes; to, triomatidio; 1, 2, 3, r, artejos del rostro; |, I, lll, IV, V, VI,
artejos de la antena; b, pt, base y filamento terminal del dltimo segmento antenal,
respectivamente; sp, ss, sensorios primarios y secundarios, respectivamente. Térax: es,
ep, em, ei, escleritos espinales, pleurales, marginales e intersegmentarios,
respectivamente; artejos de las patas: ex, coxa; tr, trocanter; fe, fémur; tb, tibia; t, tarso.
Abdomen: ps, ac, pe, ev, escleritos espinopleural, precornicular, posteornieular y ventral,
respectivamente; pd, placa distal; P, papila; T, tubérculo; st, estigmas; c, corniculos; pg,
placa genital; pa, placa anal; q, cola. Dibujo original: Enrique Ortega Lorenzo (Vol. 11
Serie Fauna Ibérica, MNCN, CSIC; Nieto-Nafria etal., 1998).

por dos artejos o antendmeros, y el numero total varia entre tres y seis. El
ultimo artejo antenal muestra una morfologia caracteristica, dividida en base y
filamento terminal, que sirve de caracter diagndstico para el reconocimiento de
las especies de insectos pertenecientes a este grupo. El abdomen de los
pulgones es generalmente la seccidn corporal mas grande. En su parte

posterior dorsal se encuentran los corniculos, 6rganos que producen una
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secrecion fluida rica en ceras y que contiene células hemolinfaticas y
feromonas de alarma (Blackman, 1987; Miyazaki, 1987; Kawada, 1987; Nieto
Nafria y Mier Durante, 1998; Castresana, 1998).

Una de las caracteristicas por la cual los pulgones han sido mas estudiados
es la capacidad de algunas especies de producir dafios sobre los cultivos
agricolas. Estos dafios se derivan, en parte, de su alimentacién a partir del
floema que succionan de las plantas. La capacidad de reproducirse
partenogenéticamente y su corto tiempo de generacién confieren a los
pulgones una elevada tasa intrinseca de crecimiento (Hales et al., 1997). Esta,
ademas, se ve potenciada por el solapamiento de generaciones que ocurre en
la fase partenogenética (Dixon, 1998). En esta fase, una hembra de pulgén
porta en su abdomen los embriones en desarrollo de sus hijas y, a la vez,
dentro de éstas, los embriones en desarrollo de sus nietas. Estas
caracteristicas permiten a las poblaciones de pulgones crecer rapidamente,
pudiendo producir grandes dafios cuando se alimentan de plantas cultivadas.
Sin embargo, raramente los pulgones se alimentan de una planta hasta el
extremo de producir dafios irreparables en ella o matarla. Los mayores dafios
sobre los cultivos se deben a la inoculacién por parte de los pulgones de virus
vegetales, que pueden producir graves enfermedades sobre las plantas
infectadas. Por ejemplo, la enfermedad viral que produce mayores dafios
econémicos sobre los citricos en el mundo es producida por el virus de la
tristeza de los citricos (CTV), un closterovirus transmitido por el pulgén Aphis
gossypii (Sentandreu ef al., 2006). Exi§te una tercera via de produccién de
dafios sobre las plantas hospedadoras relacionada con los afidos. La melaza,
una secrecidn azucarada producida por los pulgones, se deposita en ocasiones
en grandes cantidades sobre los vegetales y es posteriormente usada por
hongos como fuente de alimento. El crecimiento de estos hongos puede
también causar dafios importantes sobre las plantas.

El modo de alimentacién de los pulgones tiene una influencia determinante
en la mayor parte de sus caracteristicas bioldgicas. El floema de las plantas es
para los insectos una fuente de nutrientes con una composicién desequilibrada
de aminoacidos, baja en lipidos y vitaminas y demasiado rica en azicares
(Bracho et al., 1995). El exceso de azlicares en la dieta de los &fidos es

-6-
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eliminado por el ano, gracias a la actuacion de la camara filtrante de la que esta
provisto su aparato digestivo. La secreciéon azucarada se denomina melaza, y
se produce en cantidad variable. Algunos pulgones son grandes productores de
esta sustancia, como Pterochloroides persicae o las especies del género
Eulachnus, y sus hospedadores aparecen en determinadas épocas del afo
repletos de esta sustancia viscosa (NietoNafria y MierDurante, 1998).Lejos
de echarse a perder, este dulce manjar delanaturaleza esaprovechado por
varios organismos como fuente de alimento. Hongos, avispas, moscas y abejas
pueden alimentarse de ella (Nieto Nafria y Mier Durante, 1998). También los
humanos sacamos provecho de esta sustancia de forma menos directa. En
algunos lugares de Europa, como la Selva Negra de Alemania, se obtiene miel
a partir de abejas que usan la melaza como fuente de azucares (Normark,
2000). Pero posiblemente el uso mas destacado de esta sustancia es el que
relaciona a los pulgones con las hormigas. Muchas especies de &fidos han
establecido una relacion simbidtica mutualista con hormigas denominada
mirmecofilia. Varias especies de estos himendpteros son capaces de utilizar la
melaza como fuente de alimento, tomandola directamente del ano del pulgdn.
Estos, a su vez, obtienen también beneficios de esta relacién en términos de
proteccion frente a depredadores o parasitos (Nieto Nafria y Mier Durante,
1998). La mirmecofilia puede ser un suceso casual, en cuyo caso se denomina
facultativa, o presentarse siempre en una determinada especie de &afido, en
cuyo caso se denomina obligada. La

“cria” de pulgones para la obtencion de

melaza por parte de las hormigas fue

utilizada por Darwin como ejemplo de

instinto en E/ origen de las especies

(Darwin, 1859). Son muchas las especies

de pulgones mirmecofilas, y

generalmente no existe una elevada

especificidad por una determinada

especie de hormiga (Shudd, 1987). Figura 1.3. Agallas de Baizongia
Algunas especies de pulgones pistaciae sobre Pistada terebinthus.

inducen en sus plantas hospedadoras la formacion de agallas (figura 1.3). La
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morfologia de éstas depende principalmente de la accion de los afidos, hasta el
punto de que son consideradas una prolongacion de su fenotipo (Stern, 1995).
Sus caracteristicas son normalmente tan especificas que la agalla suele usarse
como caracter diagnostico para la identificacion de una especie de pulgdn,
aunque en algunos casos especies proximas pueden producir agallas
indistinguibles (Pérez Hidalgo et al., 2007). Existen alrededor de 700 tipos de
agallas de pulgones, las cuales suelen formarse en la parte aérea de la planta.
En las agallas, los pulgones se hallan en un microclima favorable, protegidos
de la accion de algunos elementos como la lluvia o el viento. Algunos autores,
no obstante, han concluido que su supuesta funcién protectora es secundaria,
porque no reduce el parasitismo ni la depredacion. Las agallas actuan,
ademas, como sumideros de los nutrientes de la planta para la alimentacion de
los afidos que viven en su interior (Forrest, 1987).

El 97% de las especies de plantas
vasculares pueden servir de alimento a
alguna especie de 4&fido. Sobre ellas,
muchas especies se encuentran formando
grupos denominados colonias (figura 1.4).
Generalmente se alimentan de las partes
verdes, pero practicamente cualquier parte
de la anatomia de las plantas puede servir
de lugar de alimentacion de alguna especie
de pulgén (Nieto Nafria y Mier Durante,
1998). Existe un fuerte componente
taxondbmico en la especificidad de
hospedador; muchas tribus o subfamilias de

pulgones se alimentan de una unica familia

Figura 1.4. Colonia de Hyalopterus
pruni sobre el envés de una hoja de
almendro (Prunus dulcis)

de plantas, a menudo de 1 0 2 géneros (von
Dohlen, 2004). La mayoria de pulgones
muestra un elevado grado de especificidad por su hospedador, aunque existen
algunas especies polifagas u oligéfagas. Las caracteristicas de los pulgones
han evolucionado hacia la adaptacion a la vida sobre las plantas, tanto en su

morfologia como en su fisiologia y sus ciclos bioldgicos (Dixon, 1987c). Segun
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Dixon, la alimentacion a partir del floema condujo a la evolucién paralela entre
pulgones y plantas, pero con una frecuente adquisicion de nuevos
hospedadores (Dixon, 1987¢). Existen, no obstante, pocos estudios sobre este
aspecto (Hales et al., 1997). Por ejemplo, un estudio filogenético molecular
realizado sobre un gran nimero de especies del género Cinara (subfamilia
Lachninae), asociadas a diferentes especies de pinos, no revelé una clara
evolucién paralela entre ambos taxohes, sino la existencia de un elevado
niomero de cambios de especie de pino hospedadora. Sin embargo, las
especies de pulgones analizadas en este estudio mostraron una restriccién
mucho mayor a la parte especifica de la planta sobre la cual se alimentan
(Favret y Voegtlin, 2004). Se asume que la direccién general de los cambios de
hospedador durante la evolucién de los pulgones ha sido desde gimnospermas
a angiospermas, primero arboles dicotiledéneos y después arbustos.
Posteriormente, desde arbustos a monocotiledéneas herbaceas y lefiosas y
dicotiledoneas herbaceas, y secundariamente a monocotiled6neas herbaceas,
musgos, equisetos y helechos (Shaposhnikov, 1987a; Hales et al., 1997). El
rango maximo de distribucién de una especie de pulgén viene determinado,
obviamente, por el correspondiente a la especie 0 especies vegetales que usa
como hospedador. La distribucion conjunta de la familia Aphididae es
cosmopolita, faltando Gnicamente en las regiones de la Antartida y el Artico. Su
maxima diversidad se halla en las regiones templadas del planeta, y
principalmenfe en el hemisferio norte (Heie, 1994; Blackman y Eastop, 1994;
Nieto Nafria y Mier Durante, 1998).

1.1. La complejidad y la variabilidad de los ciclos biolégicos de Ios'
pulgones

Uno de los aspectos mas destacados y estudiados de la biologia de los
afidos es la complejidad de sus ciclos biologicos, caracterizados por la
partenogénesis ciclica. Este término hace referencia a la alternancia que
ocurre, en el ciclo tipico de los pulgones, entre una lnica generacién de
reproducciéon sexual y un namero variable de generaciones de reproduccion
partenogenética. El ciclo completo, en el que se dan ambas fases, es
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denominado holociclico. Ademas, éste se complica en algunas especies con la
aparicion de una alternancia obligada entre dos hospedadores vegetales
filogenéticamente alejados. Los ciclos en los que ocurre esta alternancia son
denominados dioicos, en contraposicion a los ciclos monoicos, los cuales se
desarrollan sobre wuna Uunica especie vegetal o unas pocas especies
relacionadas, pero sin que exista una obligacion en la alternancia entre ellas. El
ciclo holociclico dioico (figura 1.5), se presenta por ejemplo en las especies

Aphis fabae (subfamilia Aphidinae) o Thecabius affinis (subfamilia

huevo
fundadora
fundatrigena
hospedador 9
primario
migracién 4---
fundatrigena
alada
hospedador
secundario . L.
migracion
exiliada

Figura 1.5. Esquema de un ciclo holociclico dioico, mostrando los dos tipos generales de
retorno al hospedador primario (ver texto). 1: retorno tipo afidino. 2: retorno tipo eriosomatino

Eriosomatinae) (Blackman y Eastop, 1994). En éste, el huevo de resistencia al
invierno eclosiona al comienzo de la primavera en el hospedador denominado
primario, tipicamente una planta lenosa. De este huevo nace una hembra
aptera, llamada fundadora, que da lugar a varias generaciones de hembras
partenogenéticas viviparas, denominadas fundatrigenas. La ultima de estas
generaciones es alada y tiene por funcion emigrar al hospedador secundario, el
cual es generalmente herbaceo. Sobre este hospedador se sucede un numero

variable de generaciones partenogenéticas, denominadas virgindbgenas,
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exiliadas o éxules, hasta finales del verano o principios del otofio, momento en
el que se produce la aparicion de la fase sexual y el retorno al hospedador
primario. Esta fase consta de una Unica generacion de machos y hembras
sexuales, las cuales son ademas las unicas hembras oviparas del ciclo. La
induccién de la fase sexual se produce fundamentaimente por el acortamiento
del fotoperiodo que ocurre en esta época del afio, influyendo también la
disminucién de la temperatura. El retorno al hbsbedador primario puede ser
llevado a cabo de dos maneras diferentes. En el tipo eriosomatino unas
hembras partenogenéticas denominadas sexUparas realizan el -vuelo de
migracion al hospedador primario, en el que dan lugar a los machos y las
hembras sexuadas. Este tipo ocurre en las especies holociclicas o alternantes
de las subfamilias Anoeciinae, Eriosomatinae y Hormaphidinae. En las
especies dioicas de la subfamilia Aphidinae, sin embargo, el retorno (tipo
afidino) se lleva a cabo de forma independiente por los machos y unas
hembras partenogenéticas denominadas ginéparas, las cuales paren en el
hospedador primario a las hembras sexuadas. En cualquiera de los dos casos,
los machos y las hembras sexuadas se reproducen en el hospedador primario
y dan lugar a los huevos, que se mantienen en diapausa hasta la eclosion en ia
siguiente primavera (Moran, 1992; Blackman y Eastop, 1994; Hales et al.,
1997; Nieto Nafria y Mier Durante, 1998).

Existe una gran variabilidad asociada a los ciclos biolégicos en estos
insectos. Aunque el ciclo ancestral de varias subfamilias de pulgones es dioico,
en la actualidad el 90% de las especies desarrollan un ciclo monoico (Dixon,
1987a; Dixon, 1987c; Hales et al., 1997). No obstante, la variacibn mas
destacable es probablemente el ciclo denominado anholociclico, que supone la
pérdida de la fase sexual del ciclo tipico y, por tanto, la existencia de una
reproduccion partenogenética vivipara continua. Este fenémeno se produce en
algunos linajes de muchas especies de pulgones, por ejemplo Rhopalosiphum
padi o Schizaphis graminum (subfamilia Aphidinae) (Martinez-Torres et al.,
1997; Delmotte et al., 2001), en las que coexisten los linajes holociclicos y los
anholociclicos. Los linajes asexuales aparecen dentro de especies de la
mayoria de subfamilias de pulgones (Wilson et al, 2003). Ademas, 'la
anholociclia también se presenta en especies completas, como Tuberolachnus
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salignus (subfamilia Lachninae) (Wilson et al., 2003), Aphis nerii (subfamilia
Aphidinae) (Nieto Nafria ef al., 2005) o algunas especies de la tribu Panaphidini
(subfamilia Calaphidinae) (Nieto Nafria y Mier Durante, 1998). Es mas, la tribu
Tramini, perteneciente a la subfamilia Lachninae, ha sido considerada como
probablemente totalmente partenogenética, al no haberse hallado individuos
sexuados para ninguna de sus especies (Wilson et al., 2003). Esta tribu
representa uno de los taxones mas elevados con reproduccién exclusivamente
partenogenética dentro del reino animal, junto con algunos grupos de
cladéceros, caracoles, acaros y, particularmente, la clase Bdelloidea del filo
Rotifera (Wilson et al.,, 2003). La existencia de esta tribu de pulgones
demuestra la posibilidad de la permanencia a largo plazo de la reproduccion
exclusivamente partenogenética, y de la divergencia y la especiacion sin
reproduccién sexual en este tipo de insectos (Moran, 1992). Algunos linajes
anholociclicos mantienen la capacidad de producir machos atin no pudiendo
producir hembras sexuadas. Este tipo de ciclo anholociclico se denomina
androciclico, y tiene gran importancia en la dinamica poblacional de algunas
especies, ya que puede conllevar el intercambio génico entre distintos linajes.
El flujo de individuos desde un linaje androciclico hacia un linaje holociclico
puede conllevar la introduccion en el Gltimo del alelo o alelos que determinan la
anholociclia (Simon et al., 1996; Martinez-Torres ef al., 1997).

Otra variaciéon destacable del ciclo tipico es la que presentan los miembros
de la tribu Fordini (subfamilia Eriosomatinae). Las especies holociclicas de esta
tribu completan su ciclo en dos afios en lugar de en uno (ver Capltulo 2 para
mas detalles). Los ciclos bianuales son raros en la familia Aphididae, siendo
casi exclusivos de la tribu Fordini, aunque aparecen también en las especies
del género Hamamelistes (subfamilia Hormaphidinae) (von Dohlen et al., 2002).
Existen también en especies de la familia Phylloxeridae y parecen ser
generales en Adelgidae (Hales ef al., 1997, Castresana, 1998; Havill y Foottit,
2007).

Aunque los ciclos dioicos se presentan en las tres familias de la
superfamilia Aphidoidea, Heie sugiri6, basandose en evidencias fosiles, que el
ciclo ancestral de los pulgones en sentido estricto (familia Aphididae) era
monoico (Heie, 1981; von Dohlen y Moran, 2000). El ciclo tipico de varias
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subfamilias de pulgones es dioico, como ocurre en las subfamilias Anoeciinae,
Aphidinae, Eriosomatinae y Hormaphidinae. Otras, sin embargo, se
caracterizan por presentar un ciclo monoico, como Calaphidinae,
Chaitophorinae, Drepanosiphinae, Lachninae, Mindarinae, Pterocommatinae y
Thelaxinae. Cada uno de estos ciclos tipicos no se presenta tampoco de
manera obligatoria en todas las especies de pulgones pertenecientes a cada
subfamilia. Por ejemplo, 'aunque/ se SUpohe 'qde el ciclo ancestral de la
subfamilia Aphidinae fue un ciclo dioico, la mayoria de sus especies desarrollan
en la actualidad ciclos monoicos.

La estructura de las especies de pulgones puede ser muy compleja.
Existen muchas especies consistentes en varias razas o subespecies, linajes
holociclicos y anholociclicos, poblaciones temporales y permanentes
(Shaposhnikov, 1987b). Algunos linajes pueden mantenerse con reproduccion
partenogenética continua debido a que viven en lugares con climas benignos,
donde simplemente no se dan los estimulos necesarios para la aparicion de las
formas sexuales. Esto ocurre, por ejemplo, con la especie Eulachnus rileyi en
climas calidos como en el sur de Espafia (Nieto Nafria y Mier Durante, 1998).
En la mayoria de casos, sin embargo, la partenogénesis continua es obligada
debido a la existencia de alteraciones genéticas que producen la incapacidad
de responder a los estimulos mediante la aparicion de la fase sexual. La base
genética y fisiolégica de esta respuesta es, hoy por hoy, muy poco conocida, y
es actualmente objeto de estudio mediante diversas aproximaciones (Ramos et
al., 2003; Le Trionnaire et al., 2007; Cortés et al., 2008). Se conoce desde hace
tiempo que el principal factor desencadenante de la fase sexual es el
acortamiento de los dias que acontece a final de verano y principios del otofio,
existiendo también una importante influencia de la disminucion de las
temperaturas (Marcovitch, 1924; Lees, 1973; Kawada, 1987). Las condiciones
de fotoperiodo y temperatura que provocan la aparicion de la fase sexual varfan
entre especies, asl como entre distintos linajes dentro de una misma especie
(Kawada, 1987). A su vez, un mismo linaje puede responder de manera distinta
a diferentes condiciones de fotoperiodo, produciendo distintas proporciones de
machos y hembras, o produciendo sélo machos, o simplemente no responder.
Algunos linajes considerados a priori anholociclicos pueden llegar a producir
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formas sexuales bajo ciertas condiciones de fotoperiodo y temperatura. En
general, el patron de variacién de los ciclos de vida puede explicarse como el
resultado de la interaccién entre los genotipos y el clima (Hales et al., 1997). No
obstante, existen especies capaces de . producir formas sexuales con
independencia de los factores externos, y otras, como las que habitan en
raices, que parecen conocer la estacion del aflo en la que se encuentran a
través del cambio nutricional de su hospedador y no mediante el fotoperiodo
(Kawada, 1987).

La partenogénesis de los pulgones es apomictica, lo cual garantiza que los
descendientes de una hembra partenogenética son genéticamente idénticos a
ella, y forman por tanto un clon (Hales et al., 1997). En un ciclo tipico, todas las
formas o morfos que aparecen desde la fundadora hasta los individuos
sexuados son genéticamente idénticas, ambas inclusive (a excepcion de la
-~ pérdida de un cromosoma X en los machos). Este fenémeno convierte a los
pulgones en excelentes organismos modelo para el estudio del polifenismo,
que no es sino la aparicion de fenotipos diferentes a partir de un mismo
genotipo. Los ciclos biol6gicos de los pulgones presentan en general un gran
numero de formas, con una elevada diferenciaciébn fenotipica. En ellas,
aparecen polifenismos como el alar (individuos alados e individuos &pteros),
reproductivo (viviparismo y oviparismo) o sexual (hembras partenogenéticas
viviparas, hembras sexuales oviparas y machos). La mayor reduccién del ciclo
en cuanto a numero de formas distintas se presenta en la subfamilia
Mindarinae, cuyos ciclos se componen unicamente de tres generaciones:
fundadora, sexupara y formas sexuadas (Nieto Nafria y Mier Durante, 1998).
En algunas especies alternantes pueden definirse hasta 8 o 9 formas. La forma
fundadora de los pulgones esta particularmente especializada en su
hospedador, hasta el punto de que se ha argumentado que su elevada
adaptacion obliga a muchas especies de pulgones a mantener el hospedador
primario como parte de su ciclo, impidiendo la evolucion hacia un ciclo monoico
de alimentacion exclusiva sobre el hospedador secundario, lo que podria
considerarse mas beneficioso en términos nutricionales (Moran, 1988; Moran,
1990).
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La formacién de agallas estd fuertemente ligada a la alternancia de
hospedador: aparece en la familia Adelgidae y en las subfamilias
Eriosomatinae, Hormaphidinae y Aphidinae de la familia Aphididae, todas ellas
tipicamente alternantes (Forrest, 1987). La excepcion a esta regla es la
subfamilia Tamaliinae, cuyas especies presentan ciclos monoicos e inducen
también la formacién de agallas (Miller 11l y Crespi, 2003; Blackman y Eastop,
2006). Las agallas se inducen genéraiménté en el hospedador primario del
ciclo de la especie. En el caso de las especies galligenas de la subfamilia
Aphidinae, las deformaciones inducidas son bésiéamehte ehrollamientos de las
hojas, y suelen denominarse pseudoagallas. Sin embargo, las especies
galligenas de las subfamilias Hormaphidinae y Eriosomatinae inducen agallas
de mayor complejidad, que implican una sustancial deformacién de los tejidos
afectados y la desviacion de los recursos del floema hacia la zona afectada
(Forrest, 1987).

1.2. Asociaciones endosimbiéticas

Los pulgones presentan una elevada variedad de asociaciones
endosimbibticas con microorganismos, fen6meno que se hélla muy extendido
entre los insectos, y particularmente entre los hemipteros (Moran et al., 1994).
Dentro de la superfamilia Aphidoidea, no hay evidencias de la existencia de
endosimbiontes en la familia Phylloxeridae pero si en Adelgidae y Aphididae
(Houk, 1987). En la familia Aphididae se han descrito simbiosis con diversos
microorganismos, las cuales tienen efectos sobre el crecimiento y la
supervivencia de estos insectos (Moran et al., 2005b). La mas destacable de
entre ellas es la endosimbiosis con la bacteria Buchnera aphidicola. Esta
bacteria se denomina cominmente el endosimbionte primario de los pulgones
ya que, a diferencia de otras bacterias simbiontes de afidos, la relacién entre
Buchnera y los pulgones es obligada y permanente en el tiempo y en el ciclo
biolégico. El analisis filogenético de las secuencias correspondientes al gen del
rRNA 16S revelé que Buchnera pertenece a la subdivision y3 de la clase
Proteobacteria, teniendo a Escherichia coli y las enterobacterias relacionadas
como grupos filogenéticamente mas cercanos. Por otro lado, las relaciones
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flogenéticas obtenidas a partir de las secuencias de Buchnera,
correspondientes a especies de pulgones de cuatro subfamilias, resultaron ser
congruentes con las relaciones entre sus respectivos hospedadores en la
filogenia de la familia Aphididae propuesta por Heie (1987). Este hecho condujo
a la hipétesis de la existencia de una unica infeccion por parte de esta bacteria
en el ancestro de los pulgones actuales y la posterior coevolucion vy
coespeciacion de ambos taxones (Munson et al., 1991a; Moran et al.,, 1993;
Moran y Baumann, 1994). |

Ademas de Buchnera, existen otras bacterias que establecen simbiosis con
los pulgones y que en conjunto son denominadas endosimbiontes secundarios.
Se trata de bacterias de filiacion filogenética variada, menos estudiadas que
Buchnera, cuya simbiosis puede ser obligada o facultativa y que se transmiten
horizontal y/o verticalmente. Habitan en varias localizaciones dentro de los
pulgones y pueden cohabitar e interaccionar unas con otras y con Buchnera.
Se hallan extendidas en la familia Aphididae, pudiendo estar presentes en
alrededor de la mitad de especies de este grupo. Algunas bacterias
pertenecientes también a la subdivision y3 de la clase Proteobacteria se han
hallado en varias especies de pulgones pertenecientes a diversas tribus. Estas
bacterias se han denominado como simbiontes tipo R (cercano al género
Serratia), tipo T (similar al endosimbionte secundario de Bemisia tabaci), tipos
U y V (filogenéticamente cercanos al tipo T), tipo Ars (similar a endosimbiontes
presentes en varios hemipteros) y tipo So-So (filogenéticamente emparentado
con el endosimbionte secundarios de la mosca tse-tsé). La diversidad de
endosimbiontes secundarios se ha estudiado mas a fondo en la especie de
pulgén Acyrthosiphon pisum (subfamilia Aphidinae). En ésta se han hallado
varios de los tipos de simbiontes mencionados, asf como otros pertenecientes
a los géneros Rickettsia (a-Proteobacteria) y Spiroplasma (grupo Mollicutes).
La simbiosis de pulgones con microorganismos ha llegado a establecerse
incluso con levaduras, fenbmeno que ocurre en las especies de la tribu
Cerataphidini (subfamilia Hormaphidinae), las cuales no presentan asociacion
simbiética con Buchnera (Chen y Purcell, 1997; Fukatsu et al., 2000;
Sandstrom et al., 2001; Moya et al., 2002; Gil et al., 2002; Tsuchida et al., 2002;
Russell et al., 2003; Lamelas et al., 2008).

-16 -



Introduccion general

La complejidad de la simbiosis entre Buchnera y sus hospedadores los
pulgones es realmente elevada. Esta bacteria se halla, dentro de estos
insectos, en un 6rgano especial denominado micetoma o bacterioma, que se
sitia debajo del tracto digestivo en el abdomen de los adultos y rodeando el
intestino en los embriones en desarrollo. Este 6rgano esta compuesto por
células denominadas micetocitos (o0 bacteriocitos), células hipertrofiadas y
presumiblemente‘poliploides. que tienen p'or'fufncién albergar la bacteria.
Dentro de estas células, las bacterias se encuentran agrupadas en el interior de
vacuolas (Houk, 1987). Buchnera esta presente durante toda la vida del pulgén,
y es transmitida por via materna, mediante la infeccién del embrién en el
abdomen de la madre (Munson et al., 1991a; Munson et al., 1991b). En el
momento de la infeccién, la poblacion de Buchnera sufre una drastica
reduccion en nimero, lo cual conlleva la existencia de un cuello de botella con
importantes consecuencias para su genética poblacional y su evolucién.
Parece ya claro que la funcion de Buchnera en la simbiosis es la de aportar
ciertos nutrientes, fundamentalmente aminoacidos esenciales, que escasean o
no existen en la dieta alimenticia de los pulgones. Por su parte, Buchnera
parece recibir de esta simbiosis la posibilidad de vivir en un ambiente de
condiciones flsico-quimicas estables y con un continuo aporte de nutrientes
(Houk, 1987; Moya et al., 2002).

Los fésiles de pulgones indican que la asociacion entre estos insectos y
Buchnera tiene al menos 80 millones de afios, mientras que los resultados
filogenéticos obtenidos a partir de las secuencias del gen que codifica el rRNA
16S sugieren que esta simbiosis comenzé hace entre 160 y 280 millones de
afios (Munson et al,, 1991a; Moran et al,, 1993; Moran y Baumann, 1994).
Seguin Heie, esta estima es demasiado antigua, y corresponde probablemente
al momento del origen del ancestro comun de Aphidoidea (von Dohlen y Moran,
2000). A lo largo de la coevolucion entre los pulgones y su endosimbionte
primario, Buchnera ha sufrido un proceso de elevada reduccién genémica. La
estabilidad del ambiente en el que vive y el continuo aporte de nutrientes por
parte del pulgdn han sido probablemente las causas de la pérdida de genes no
imprescindibles para su vida intracelular. La reduccion genémica ha llegado al
punto de convertir a Buchnera en una de las bacterias con menor tamafio
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genomico, de alrededor de 450-670 kb. La mayor reduccion se ha producido en
las bacterias presentes en las especies de las subfamilias Chaitophorinae,
Thelaxinae y, principalmente, Lachninae. La investigacion sobre los tamarios
genomicos de estas bacterias ha incentivado en los tltimos afios el debate
acerca de cudl es el tamafio y la composicién genética del genoma minimo
necesario para la vida (Gil et al., 2002).

La secuenciacién del genoma de Buchnera en las especies de pulgones
Acyrthosiphon pisum (Aphidinae) (Shigenobu et al., 2000), Baizongia pistaciae
(Eriosomatinae) (van Ham et al., 2003), Cinara cedri (Lachninae) (Perez-Brocal
et al., 2006) y Schizaphis graminum (Aphidinae) (Tamas et al, 2002) ha
revelado, ademas del drastico proceso de reduccién gendmica, una extremada
conservacion del orden génico entre las cuatro cepas, para aquellos genes que
aun comparten. Este hecho ha conducido a calificar a Buchnera como un fosil
de orden génico (van Ham et al., 2003; Perez-Brocal et al., 2006). Sin embargo,
la elevada estabilidad crompsémica contrasta con la plasticidad hallada para la
localizacién y el orden de los genes que codifican los enzimas limitantes de la
ruta de biosintesis de los aminoacidos leucina y triptéfano (Latorre et al., 2005).
En el caso del primero, se han hallado, en diversos estudios, al menos 4
plasmidos diferentes y 4 localizaciones cromosdmicas distintas para el grupo
de genes leuA, leuB, leuC y leuD (Bracho et al., 1995; Sabater-Mufioz et al.,
2004; Latorre et al., 2005). Estos genes se hallan situados en plasmidos y en
diferente orden en las especies estudiadas de las subfamilias Aphidinae,
Lachninae, Pterocommatinae y Thelaxinae. Sin embargo, se han encontrado
formando parte del cromosoma, y ademas en distintas localizaciones, en las
subfamilias Chaitophorinae y Eriosomatinae (Latorre et al, 2005). La
amplificacion de plasmidos que contienen genes para la biosintesis de
aminoacidos esenciales fue en su momento considerada una indicacién del
papel de Buchnera en la simbiosis como suministradora de estos nutrientes
(van Ham et al,, 1997; van Ham et al., 1999; Sabater-Mufioz et al., 2004;
Latorre et al., 2005).
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2. Taxonomia y filogenia de puigones
2.1.Posicion sistematica y caracteres distintivos

Diferentes autores han propuesto clasificaciones discrepantes en cuanto al
nombre y la composicién del orden de insectos en el que se incluyen los
pulgones. Linneo estableci6 en 1758 los 6rdenes Hemiptera y Homoptera,
incluyéndose los afidos en este ultimo (Linneo, 1758). Estos dos taxones
aparecen también en otras clasificaciones mas modemas (Poisson y Pesson,
1951; Metcalf, 1951; Heie, 1987). Sin embargo, otros autores han optado por
fusionar ambos grupos en un solo orden, denominado Hemiptera, manteniendo
algunos de ellos una subdivision inferior en Heteroptera y Homoptera (Gillot,
1980). En 1995 dos estudios basados en datos moleculares abordaron las
relaciones filogenéticas y la clasificacion de estos grupos, llegando a
conclusiones similares. Los resultados de estos estudios mostraron,
particularmente, que Homoptera no es un grupo monofilético (figura 1.6) (von
Dohlen y Moran, 1995; Campbell et al., 1995). Por un lado, el suborden
Coleorrhyncha, perteneciente al taxon Homoptera, esta filogenéticamente mas
emparentado al taxén Heteroptera que al resto de miembros de Homoptera.
Ademas, el suborden Sternorrhyncha, al cual pertenecen los pulgones, se situd

Heteroptera | Heteroptera

Coleorrhyncha

Auchenorrhyncha

Hemiptera

Psylloidea

Aleyrodoidea
Stemorrhyncha Homoptera

Coccoidea

r— Aphididae

Aphidoidea _[ Adelgidae
Phylloxeridae

Figura 1.6. Relaciones filogenéticas entre los miembros del orden Hemiptera, con mayor detalle
del suborden Sternorrhyncha y la superfamilia Aphidoidea, taxones a los que pertenecen los
pulgones. Elaboracién propia a partir de los resultados filogenéticos moleculares obtenidos por
Campbell ef al. (1995) y von Dohlen y Moran (1995).

-19-



Introduccién general

en la posicién basal del conjunto formado por Homoptera y Heteroptera. Es
preferible, por ello, usar el término orden Hemiptera para agrupar a todos estos
insectos. Los miembros del orden Hemiptera se caracterizan por su aparato
bucal picador-chupador, con un pequefio labro, el labio modificado y cuatro
estiletes que crean dos canales, uno de inyeccidn de saliva y otro de succion
de alimento, que les permite la alimentacion a partir de la savia vegetal (Nieto
‘Nafrla y Mier Durante, 1998).

Como se ha mencionado anteriormente, los pulgones se hallan clasificados
dentro del suborden Sternorrhyncha. Los miembros de este suborden se
caracterizan por presentar alas anteriores uniformemente membranosas y mas
grandes que las posteriores, por la ausencia de esclerotizacion gular que los
hace opistognatos, y porque el flagelo antenal no presenta mas de cuatro
artejos. La subdivisién de este grupo ha sido estable, en cuatro superfamilias:
Aphidoidea, Aleyrodoidea, Coccoidea y Psylloidea (Nieto Nafria y Mier Durante,
1998). La superfamilia Aphidoidea, que agrupa a los pulgones, esta
filogenéticamente mas emparentada al grupo de los cdccidos o cochinillas, la
superfamilia Coccoidea (figura 1.6) (von Dohlen y Moran, 1995; Campbell et al.,
1995). Morfologicamente, las especies pertenecientes a la superfamilia
Aphidoidea se caracterizan por mostrar formas adultas apteras y aladas, éstas
ultimas siempre con dos pares de alas, las cuales no presentan celdillas alares
cerradas y tienen una sola vena longitudinal. Presentan ademas tarsos de dos
artejos, rostro que nace aparentemente entre o detras de las coxas anteriores,
ovipositor reducido o ausente y ausencia de clavus. Para la distincion de los
miembros de Aphidoidea sirven también como caracteres diagnéstico la
presencia de triomatidio en el ojo compuesto y la estructura tipica de la antena,
con el tltimo antenémero dividido en base y filamento terminal (Heie, 1980;
Heie, 1987; Nieto Nafria y Mier Durante, 1998). Es caracteristico de esta
superfamilia, asimismo, la presencia de partenogénesis ciclica en sus ciclos
biologicos (Nieto Nafrla y Mier Durante, 1998). Como se ha mencionado
anteriormente, las especies de la fauna actual de Aphidoidea se encuadran,
segun las clasificaciones mas recientes, en tres familias: Adelgidae,
Phylloxeridae y Aphididae, siendo las dos primeras taxones hermanos
(Remaudiére y Stroyan, 1984; Remaudiére y Quednau, 1988; Blackman y
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Eastop, 1994; Quednau y Remaudiére, 1994; Blackman y Eastop, 2000;
Blackman y Eastop, 2006). Una de las caracteristicas distintivas mas
importantes entre estos grupos es que, desarrollando todos ellos ciclos
biolégicos con partenogénesis ciclica, las hembras partenogenéticas de
Aphididae son siempre viviparas mientras que las de Phylloxeridae y Adelgidae
son oviparas. Existen otras caracteristicas morfolégicas que permiten distinguir
a los miembros de la familia Aphididae, que engloba a los pulgones en sentido
estricto. Entre ellas destacan la presencia de corniculos, la anatomia particular
de las alas anteriores y un abdomen mas voluminoso que el conjunto de térax y
cabeza (Nieto Nafria y Mier Durante, 1998).

2.2.Revisién de las clasificaciones e hipétesis filogenéticas
morfolégicas previas

La clasificacion de los pulgones ha sido muy controvertida desde sus
inicios. Esta controversia ha dado lugar a un numero muy elevado de
clasificaciones, hasta el punto de que uno de los méas conocidos taxénomos de
este grupo, Heie, llegé a escribir que “existen tantas clasificaciones como
taxénomos de pulgones® (Heie, 1980). La figura 1.7 muestra los esquemas de
algunas de las clasificaciones realizadas, que fueron revisadas en profundidad
por llharco y van Harten (1987) y Wojciechowski (1992). Uno de los problemas
principales de la sistematica de los pulgones es la falta de caracteres
morfolégicos con una variabilidad apropiada en los niveles taxonémicos
mayores. En comparacién con otros miembros del suborden Sternorrhyncha, la
morfologla de los pulgones estd bastante simplificada. La_simpliﬁcécién
morfol6gica ha implicado probablemente la eliminacion de muchos caracteres
utiles para la reconstruccion filogenética morfolégi'ca..'Por otro lado, se han
dado probablemente casos de reducciones morfoiogicas convergentes (Heie,
1987, von Dohlen y Moran, 1995; von Dohlen y Moran, 2000). Por ultimo, para
muchos caracteres es dificil decidir qué estado es plesiomérfico y cual
apomorfico (Heie, 1980).
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La controversia de la clasificacion del taxén que engloba a los pulgones ha
estribado tanto en el nimero de grupos en los que debe subdividirse como en
el rango taxondmico que debe aplicarsele (llharco y van Harten, 1987). Los
pulgones viviparos o pulgones verdaderos se han agrupado en algunas
clasificaciones en la familia Aphididae (ver figura 1.6) (Takahashi, 1931;
Mordvilko, 1948), dividiendo ésta en varias subfamilias. Otros autores han dado
a este grupo el rango de superfamilia Aphidoidea (no incluyendo las familias
Phylloxeridae ni Adelgidae) (Shaposhnikov, 1964; Heie, 1980), otorgando el
nivel de familia a los grupos internos. Por otro lado, el numero de subdivisiones
de este taxén ha sido muy variable. Por ejemplo, Mordvilko (1914) y Baker
(1920) incluyeron s6lo 2 y 4 subfamilias, respectivamente. Sin embargo,
Shaposhnikov (1964) realiz6 9 subdivisiones, mientras que Eastop (1977)
aumenté el nimero a 12. En los Gltimos afios, una de las clasificaciones mas
seguidas ha sido la propuesta por Heie (1980) (figura I.7), basada en la revision
de clasificaciones anteriores. Heie consider6 el grupo de los pulgones viviparos
con el rango de superfamilia Aphidoidea, y lo dividi6 en 10 familias,
proponiendo ademas relaciones filogenéticas entre ellas. Su clasificaciéon y su
flogenia han sido ampliamente seguidas por los especialistas de este grupo de
insectos.

En este trabajo de tesis doctoral se ha seguido la clasificacion de pulgones
que fue propuesta en tres trabajos sucesivos por Remaudiére, Stroyan y
Quednau (Remaudiére y Stroyan, 1984; Remaudiére y Quednau, 1988;
Quednau y Remaudiére, 1994). Esta clasificacion aparece recogida en el
catadlogo mundial de pulgones Catalogue des Aphididae du Monde
(Remaudiére y Remaudiére, 1997). Se han seguido, asimismo, algunas
precisiones nomenclaturales realizadas por Nieto Nafria et al. (1997). En esta
clasificacion los pulgones viviparos conforman la familia Aphididae, equivalente
a la superfamilia Aphidoidea de Heie (1980) (tabla 1.1). La familia esta
compuesta por 25 subfamilias, de las cuales 15 estan representadas en la
Peninsula lbérica y las Islas Baleares, con alrededor de 500 especies y
subespecies descritas en estas zonas geograficas. Ademas del cambio en el
nivel taxonémico asignado al grupo, esta clasificacion difiere de la de Heie y
otras anteriores en la division de algunos de los grupos internos, lo que resulta

-24-



Introduccion general

en el elevado numero de subfamilias que la componen. Por ejemplo, el grupo
reunido por Heie (1980) en la familia Drepanosiphidae aparece aqui dividido en
14 taxones de rango subfamilia, en un intento de reflejar su heterogeneidad
tanto morfolégica como de hospedador vegetal (Heie, 1987). Asimismo, es
destacable la divisién de la familia Aphididae de Heie (1980) en dos grupos, de
rango subfamilia, en la clasificacién de Remaudiére, Stroyan y Quednau (1984
1988; 1994): Aphidinae y Pterocommatinae.

Tabla 1.1. Clasificaciones de Heie (1980) y Remaudiére, Stroyan y Quednau (1984,
1988, 1994) organizadas para mostrar la correspondencia de los grupos
entre ambas.

Heie Remaudiére, Stroyan y Quednau
Infraorden Aphidodea Superfamilia Aphidoidea
Superfamilia Phylloxeroidea
Familia Adelgidae Familia Adelgidae*
Familia Phylloxeridae Familia Phylloxeridae*
Superfamilia Aphidoidea Familia Aphididae*
Familia Anoeciidae Subfamilia Aiceoninae
Subfamilia Anoeciinae*
Familia Aphididae Subfamilia Aphidinae*
Subfamilia Pterocommatinae*
Familia Drepanosiphidae Calaphidinae* Chaitophorinae*
Drepanosiphinae® Israelaphidinae
Lizeriinae Macropodaphidinae
Neophyllaphidinae Parachaitophorinae
Phyllaphidinae Pterastheniinae

Saltusaphidinae® Spicaphidinae
Taiwanaphidinae Tamaliinae

Familia Pemphigidae Subfamilia Eriosomatinae*
Familia Greenideidae Subfamilia Greenideinae
Familia Hormaphididae Subfamilia Hormaphidinae*
Familia Lachnidae Subfamilia Lachninae*
Familia Mindaridae Subfamilia Mindarinae*
Familia Phloeomyzidae Subfamilia Phloeomyzinae*
Familia Thelaxidae Subfamilia Thelaxinae*®

* Familias y subfamilias presentes en ia Peninsula Ibérica.

Basandose en su propia clasificacion, Heie propuso posteriormente una
filogenia a partir de 34 caracteres morfolégicos y uno de ciclo de vida (figura
1.8) (Heie, 1987). La dificultad de establecer clasificaciones y relaciones
filogenéticas en este grupo queda reflejada por ejemplo en el hecho de que, al

proponer la filogenia, el propio Heie ofrecidé una lista de caracteres que serian
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convergentes en el caso de ser cierta (Heie, 1987). Algunos afios mas tarde,
Wojciechowski (1992) propuso un filogenia alternativa empleando
practicamente los mismos caracteres morfologicos, aunque con conclusiones
diferentes respecto a las consideraciones de plesiomorfia 0 apomorfia de sus
estados (figura 1.8). A pesar de las discrepancias existentes entre las relaciones
filogenéticas propuestas por Heie y Wojciechowski, cabe destacar que ambos
autores mantuvieron una estrecha relacién entre las subfamilias Aphidinae y
Lachninae, las cuales aparecen también muy préximas en algunas de las
clasificaciones anteriores (figura 1.7). Otras clasificaciones, no obstante, han
considerado la subfamilia Lachninae como basal al resto del grupo. La posicion
de esta subfamilia es controvertida y depende de si los estados de algunos
caracteres morfol6gicos son considerados o no plesiomérficos. Algunos autores
consideraron que Lachninae era muy primitiva dentro de Aphididae, aceptando
que sus caracteristicas morfolégicas presentaban estados aparentemente
plesiomoérficos, mientras que otros, entre ellos Heie, postularon que se trata de
una subfamilia bastante joven (Heie, 1980). Las clasificaciones de Bérner (ver
figura 1.7) (1952) y Bérner y Heinze (1957) presentan sfmilitudes con la filogenia
propuesta por Wojciechowski. Estos autores dividieron los pulgones en dos
grupos, denominados Semnocnemidia y Procnemidia. En el primero de ellos
los autores incluyeron las especies de pulgones pertenecientes a las
subfamilias Lachninae, Chaitophorinae, Calaphidinae y Aphidinae, y en el
segundo Thelaxinae (que inclula Anoeciinae, Thelaxinae, Hormaphidinae y
Mindarinae) y Eriosomatinae. La clasificacion de Bérner y Heinze fue en su
momento seguida por muchos autores, aunque fue criticada por haber
generado demasiadas divisiones respecto a clasificaciones anteriores y sin
demasiado fundamento morfolégico (llharco y van Harten, 1987).
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Fgura 1.8. Hipotesis filogenéticas basadas en caracteres morfoldgicos. Se muestra la filogenia
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lz clasificacién y nomenclatura de Remaudiére, Stroyan y Quednau (1984, 1988; 1994) e
ircluyendo sélo las subfamilias estudiadas en este trabajo.
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2.3. Paleontologia e historia evolutiva

La contribucién paleontolégica a la comprension de la evolucién de los
pulgones es bastante escasa. Hasta 1994 se hablan descrito unas 200
especies de fosiles, un nimero bajo teniendo en cuenta que su origen se situa
en el Triasico, y que actualmente existen mas de 4400 especies (Heie, 1987,
Heie, 1994). Los pulgones fésiles mejor conservados provienen de ambar del
Mar Baltico, la region rusa de Tajmyr, Canada, la Republica Dominicana y
Libano. Su venacion alar, entre otras caracteristicas, suele ofrecer pocas dudas
sobre su adscripcion a este grupo, aunque la determinacion de la posicion
sistematica si es compleja (Heie, 1987). El primer fosil de pulgon fue
mencionado, pero no descrito, en 1829 por Curtis. La primera descripcion
corresponde al pulgébn Aphis valdiensis, realizada por Brodie, en 1845,
correspondiente al Jurasico Superior (Brodie, 1845; Heie, 1987, Heie, 2004).
Inicialmente se pensaba que los pulgones fésiles eran muy similares é los
actuales y se agrupaban en los géneros Lachnus (subfamilia Lachninae), por
entonces considerado muy antiguo, y Aphis (subfamilia Aphidinae), género ya
descrito por Linneo. Posteriormente la mayoria de estos fésiles fueron adscritos
a otros géneros, y otros autores consideraron como mas “primitivos” a las
especies de algunas tribus de la familia Drepanosiphidae sensu Heie (1980) o
de la subfamilia Mindarinae (Heie, 1980).

Algunas familias extintas del suborden Sternorrhyncha conocidas del
Pérmico, fundamentalmente Archescytinidae, estan de alguna manera
relacionadas con el ancestro de los pulgones, pero no se ha hallado ningiin
fésil de ese periodo que pueda ser clasificado en los grupos ancestros
comunes de pulgones y coccidos (Heie, 1987). Segun Heie, la superfamilia
Aphidoidea (infraorden Aphidodea en su clasificacion) existe desde el Triasico,
y la familia Aphididae (superfamilia Aphidoidea en su clasificacién) al menos
desde el Jurasico. La separacion entre pulgones oviparos y viviparos ocurrié en
ese periodo o antes. Con anterioridad, el linaje se habia separado de la
superfamilia extinta Canadaphidoidea sensu Heie (1987). El numero de fésiles
adscritos a la superfamilia Aphidoidea conocido del Triasico es muy bajo (sélo
1 en 1987), algo mayor en el Jurésico (3), y en el Cretacico se conocen ya las 3
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familias actuales ademas del linaje hermano extinto (Heie, 1987). En el
Cretacico Inferior todos los pulgones pertenecian a taxones extintos, algunos
de los cuales no pueden colocarse en las familias actuales. La mayoria o todas
las subfamilias actuales se originaron probablemente en el Cretacico Superior,
y ademas en un periodo de tiempo relativamente corto, lo cual dificulta la
obtencién de un arbol filogenético que refleje los procesos de especiacion
ocurridos.

La afidofauna del Terciario se parece significativamente mas a la actual que

la del Cretacico. Algunos géneros aun existen, como Mindarus del Eoceno,
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Figura 1.9. Hipotesis de la historia evolutiva de los pulgones, con indicacién de la edad
aproximada de aparicion de algunos caracteres fundamentales de su biologia. Taxones extintos:
Ca, Canadaphidinae; Cr, Creaphididae; Ct, Cretamyzinae; El, Elektraphididae; Ge, Genaphididae;
Ju, Jurocalhs; Me, Mesozoicaphididae; Ov, Oviparosiphinae; Pa, PalaecoapNdidae; Sh,
Shaposhnikoviidae; Ta, Tajmyraphididae; Tr, Triassoaphis. Imagen modificada a partir de von
Dohlen y Moran (2000).
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Eriosoma, Tetraneura, Longistigma y Adelges del Terciario Superior, y algunos
son muy similares a géneros actuales, como Palaeothelaxes a Thelaxes. La
mayoria del resto de fosiles pertenecen a subfamilias o tribus actuales de
Aphididae (sensu Remaudiere y Stroyan, 1984). La superfamilia
Canadaphidoidea sensu Heie y otros linajes del Cretacico desaparecieron
(Heie, 1987). Las unicas subfamilias de Aphididae conocidas que se hallan en
ambos periodos, el Cretacico y el Terciario, son Mindarinae, Aphidinae y
Drepanosiphidae sensu Heie. La mayorfa del resto aparece en el Eoceno, pero
Heie concluyd que debieron de haber aparecido antes, por ser
filogenéticamente cercanos a alguna de las tres subfamilias mencionadas.
Aungue el nimero de pulgones fosiles es escaso, lo hallado indica que en el
Terciario las subfamilias mas numerosas no eran Aphidinae y Lachninae, como
en la actualidad, sino Eriosomatinae y Drepanosiphidae sensu Heie (1994).
Otros grupos han disminuido su riqueza de especies, como el género Mindarus,
mucho mas diverso en el Terciario Inferior, y cuyas especies actuales pueden
considerarse fésiles vivientes, con poca variacion y muchos caracteres
plesiomoérficos (Heie, 1980; Heie, 1987). El conocimiento paleontolégico de la
parte mas reciente del Terciario es alin més escaso; existen muy pocos fosiles
pertenecientes a las épocas del Mioceno, Plioceno y Pleistoceno (figura 1.9)
(Heie, 1994).

El registro fésil indica tres grandes cambios en la composicioén de la fauna
de pulgones. Los pocos pulgones del Jurasico son tan diferentes entre sl que
probablemente eran parientes tan lejanos como los actuales Eriosomatinae y
Drepanosiphidae sensu Heie (1987). Segln este autor, esto indica que, tras la
aparicion del primer pulgén en el Triasico o el Pérmico Superior, debi6 de surgir
una diversidad considerable durante el Mesozoico temprano, a través de
especiacion intensa o radiacion adaptativa, y probablemente como respuesta a
la diversificacién de las plantas gimnospermas (Heie, 1987; von Dohlen y
Moran, 2000). Probablemente la gran mayoria de pulgones en el Cretécico y al
inicio del Terciario vivian en coniferas (von Dohlen y Moran, 2000). La gran
diferencia entre la afidofauna del Cretacico y la del Terciario muestra, como se
ha comentado, que varios taxones de elevado rango se extinguieron y fueron
reemplazados por descendientes minoritarios de taxones del Mesozoico. La
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mayoria, si no todas, las subfamilias actuales y del Terciario aparecieron en el
Cretacico, pero no fueron una parte dominante de la fauna en aquel momento.
Es razonable conectar este segundo cambio con la transicién desde la era de
las gimnospermas a la de las angiospermas, pero una gran parte de los
pulgones del Terciario Inferior probablemente aun estaba asociada a
gimnospermas, como sus parientes o estan hoy en dia. El registro fésil de las
estaria conectado a la transicion de gimnospermas a angiospermas, ya que las
primeras sufrieron una gran extincion en el limite entre el Cretacico y el
Terciario, y las segundas parece que aparecieron durante el Cretacico (von
Dohlen y Moran, 2000). Un tercer cambio ocurrid recientemente, cuando
especies de Lachninae y especiaimente Aphidinae se volvieron muy
numerosas, cuando el cambio climatico condujo a la dominancia de las
angiospermas herbaceas (Heie, 1987; Moran et al., 1999; von Dohlen y Moran,
2000). Segun Shaposhnikov, los Drepanosiphidae sensu Heie cedieron durante
el Terciario el cetro de la dominancia a los Aphidinae, subfamilia que ha
conseguido el mayor progreso biolégico, presentando un nimero abundante de
especies e individuos (60% de todas las especies), una gran variedad de
hospedadores y una amplia extension ecolégica y geografica (Shaposhnikov,
1987a).

Para Dixon, dos caracteristicas de los pulgones han sido relevantes en su
evolucién, y ambas aparecieron pronto en el grupo. Por un lado, su modo de
reproduccion mediante partenogénesis ciclica, aparecida hace 200 millones de
afios, en el Pérmico (Dixon, 1987b), antes de la division de las tres familias de
Aphidoidea (Dixon, 1987a). La partenogénesis permitié a los pulgones adquirir
la capacidad del solapamiento de generaciones, el polimorfismo clonal y el
desarrollo de elevadas tasas de reproduccién, que son importantes para
colonizar habitats nuevos o efimeros y sobreponerse a cambios dramaticos
espacio-temporales en sus poblaciones (Dixon, 1987a). La reproduccion
vivipara de hembras partenogenéticas apareci6 como mas tarde en el
Cretacico Superior (figura 1.9). Los primeros representantes de la familia
Aphididae eran probablemente oviparos, relacionados con el grupo extinto
Oviparosiphidae (Heie, 1994). La otra caracteristica importante ha sido su
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fuente de alimentacion, que ha regido su distribucién mundial (Dixon, 1987c).
La alimentacion ha sido importante porque cada especie de pulgdn ha tenido
que adaptarse a las particularidades de la savia de cada planta y sincronizar su
desarrollo al de ésta. La dificultad de sincronizar el desarrolio y la
especializacion de formas para la explotacion de una o mas especies de
hospedadores ha sido posiblemente un factor principal en la restriccion del
rango de hospedador de la mayoria de especies de pulgones (Dixon, 1987c).
Los pulgones han tenido que adaptarse a un numero tan elevado de
restricciones que era improbable que fueran capaces de optimizar sus ciclos
biologicos viviendo en varias especies de plantas y, por tanto, es esperable un
alto grado de especificidad. Los ciclos bioldgicos de los pulgones han
evolucionado, ademas, para adaptarse a los ciclos estacionales de sus
hospedadores. Cuando las condiciones son mas duras, generalmente en
verano e invierno, los pulgones disminuyen su tasa de desarrollo y
reproduccién, entran en diapausa, o alternan a otra planta hospedadora
(Shaposhnikov, 1987a). La adaptaciébn a los ciclos estacionales de sus
hospedadores, entre otros factores, resulta en la aparicion de las formas
especializadas (Shaposhnikov, 1987a).

Los ancestros de la familia Aphididae tenian un ciclo monoico sobre plantas
lefiosas. La alternancia de hospedador probablemente evoluciond durante el
Mesozoico o, como maximo, en el Terciario Inferior. Segun Shaposhnikov, el
primer tipo de alternancia en aparecer fue el tipo eriosomatino (ver apartado
1.1), mientras que el afidino debi6 de evolucionar mucho después en el
Terciario, a la vez que la aparicion en masa de las plantas herbaceas. El
cambio de hospedador también es un factor fundamental en la evolucién de los
pulgones, ya que da lugar a nuevos taxones. Por ejemplo, el grado de
especializacion de la fundadora influye en el resultado de la adquisicién de un
nuevo hospedador. Si es bajo, todas las formas pueden pasar al nuevo
hospedador; si es elevado, aparece la alternancia entre el hospedador original
y el nuevo (Shaposhnikov, 1987a).

Varios autores apoyan que los ancestros de los pulgones se alimentaban
sobre plantas confferas. Shaposhnikov afirma que cuanto mas primitivo es un
taxon de pulgones, mas conectado esta a plantas lefiosas. El porcentaje de
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ocupacion de la diversidad de especies de coniferas es mucho mayor que el de
dicotiledoneas, y éste que el de monocotiledéneas. Ademas, estan mas
especializados en las coniferas que en las dicotiledoneas, hecho que conduce
a este autor a concluir que los pulgones estaban inicialménte conectados a las
primeras (Shaposhnikov, 1987a). Pese a que en la filogenia propuesta por Heie
el grupo basal no esta actualmente relacionado con coniferas, este autor
también apoya la ancestralidad de la alimentacion sobre estas plantas. Segun
este autor, la existencia de varias especies de Eriosomatinae en ambar del
Baltico con hospedadores primarios diversos pero siempre con coniferas como
hospedadores secundarios apoya la hipotesis de la alimentacién primitiva sobre
éstas (Heie, 1987). Heie también opind que el hecho de que la subfamilia
Lachninae se alimente sobre este grupo de plantas condujo a algunos autores
a considerario primitivo, aunque segun este autor es un grupo relativamente
reciente, hermano de Aphidinae.
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1. Introduccién

El primer estudio que utiliz6 datos moleculares de secuencias de DNA de
pulgones para el andlisis filogenético en este grupo de insectos fue publicado
en 1994 (Stern, 1994). La secuenciacion del gen mitocondrial que codifica la
subunidad | de la citocromo oxidasa, en especies pertenecientes a la subfamilia
Hormaphidinae, permitié realizar avances en el conocimiento de la evolucion de
las castas de soldados, asi como en la taxonomia y la ecologia de varias
especies (Stern, 1994; Stern y Foster, 1996; Stern et al., 1997; Stern, 1998). La
reconstruccion filogenética a partir de estas secuencias permitié también
concluir que la morfologia de las agallas de estas especies depende
fundamentalmente de la influencia del pulgén y no de la planta. La morfologia
de las agallas de este grupo tiene una elevada correlacién con la filogenia de
los pulgones y no con la taxonomia de sus hospedadores. Los resultados de
este trabajo mostraron ademas varios casos de especies de pulgones que han
cambiado de hospedador pero siguen induciendo agallas similares a las de sus
especies hermanas, y diferentes a las agallas de las especies que viven en su
nuevo hospedador (Stern, 1995).

Posteriormente, se han empleado secuencias de DNA para la
reconstruccion filogenética con el objetivo de estudiar diversos aspectos de la
biologia de los pulgones, como la radiacion adaptativa del género Uroleucon
(Moran et al., 1999), el inquilinismo de agalla en el género Tamalia (Miller Il y
Crespi, 2003), la especiacion alocrénica en especies del género Pemphigus
(Abbot y Withgott, 2004), o la biogeografia de las especies de la tribu
Hormaphidini (von Dohlen et al., 2002), entre otros. Se han llevado a cabo, sin
embargo, pocos estudios filogenéticos en niveles superiores al de tribu.
Normark (2000) utilizé la secuencia del gen nuclear del factor de elongacion de
la traduccién 1a para realizar la inferencia filogenética en especies de la
subfamilia Lachninae, con especial atencién a la implicacion de los resultados
en la evolucion de la alimentacion de los pulgones. Las reconstrucciones
filogenéticas obtenidas sugirieron una posicién basal en esta subfamilia para la
tribu Eulachnini, aunque su apoyo estadistico no fue muy elevado. Las
especies de esta tribu se alimentan principalmente sobre coniferas, por lo que
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su posiciéon basal apunta a la alimentaciéon sobre este tipo de plantas para el
ancestro de este grupo. El mismo marcador molecular fue utilizado por von
Dohlen et al. (2006) para la reconstruccién filogenética y el estudio taxonémico
en las subfamilias Aphidinae y Pterocommatinae. Las relaciones filogenéticas
obtenidas fueron sorprendentes debido a que los representantes de Ia
subfamilia Pterocommatinae agruparon con fuerte apoyo estadistico con una
de las tribus de la subfamilia Aphidinae, la tribu Macrosiphini, quedando la tribu
Aphidini en posicion basal. Estas relaciones quedan en contradiccién con la
clasificacion de Remaudiére, Stroyan y Quednau (Remaudiére y Stroyan, 1984;
Remaudiére y Quednau, 1988; Quednau y Remaudiére, 1994), donde ambas
subfamilias aparecen separadas (Aphidinae y Pterocommatinae). En otras
clasificaciones, como la propuesta por Heie (1980), ambas subfamilias
quedaban agrupadas en un tnico taxén (denominado familia Aphididae en la
clasificacion de este autor). No obstante, alin en estos casos, los tax6nomos
han asumido de forma general que las especies de la subfamilia
Pterocommatinae eran basales en este grupo, debido a sus ciclos monoicos y a
su asociacion con plantas lefiosas (von Dohlen ef al., 2006).

Durante la década de 1990 se emplearon también secuencias de DNA para
la reconstruccién filogenética del género bacteriano Buchnera, endosimbionte
primario de los pulgones. Munson et al. (1991a) obtuvieron las secuencias del
gen que codifica el RNA ribosomal (rRNA) 16S de las bacterias de este género
pertenecientes a especies de cuatro subfamilias de pulgones. El resultado del
analisis filogenético de estas secuencias de Buchnera que se llevd a cabo en
dicho trabajo, asi como en algunos posteriores (Moran et al.,, 1993; Moran et
al., 1994; Moran et al., 1995), reveld6 una completa concordancia con la
filogenia de los pulgones propuesta por Heie (figura 1.1) (1980). Este resultado
condujo a los autores a proponer la existencia de una estricta coevolucién y
coespeciacién entre ambos taxones, a partir de una Gnica infeccién en el
ancestro de los pulgones actuales. No obstante, el muestreo realizado en dicho
estudio, en el que solo se incluyeron representantes de las subfamilias
Aphidinae, Chaitophorinae, Eriosomatinae y Mindarinae, fue muy escaso,
impidiendo una comparacion global de las filogenias de pulgones 'y
endosimbiontes. Con posterioridad, otros autores han utilizado secuencias de
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Buchnera para la reconstruccion filogenética de estos endosimbiontes, pero
siempre con un muestreo de especies muy reducido y sesgado hacia especies
de las subfamilias Aphidinae y Eriosomatinae, y, de manera destacable, sin
representacion de la subfamilia Lachninae (Rouhbakhsh et al., 1996; van Ham
et al, 1997; Silva et al., 1998; Brynnel et al., 1998; Baumann et al., 1999; van
Ham et al, 1999; van Ham et al, 2000). El bajo muestreo se ha debido,
generalmente, a que la reconstruccion filogenética no era el objetivo principal
de estos estudios, aunque las secuencias se emplearon también para obtener
una filogenia. Los resultados, de nuevo, no discreparon con la propuesta
morfologica para la filogenia de los pulgones de Heie, haciéndola valida de

manera implicita y apoyando la hipétesis de la coespeciacion.

FILOGENIA PULGONES FILOGENIA BACTERIAS

Ruminobacter amylophilus

Proteus vulgaris 86
Escherichia coli 3

Eriosomatinae Pemphigus betae

Schlechtendalia chinensis
_ HZ Melaphis rhois Hioo
Mindarinae Mindarus victoriae 100
Chaitophorinae Chaitophorus viminaiis 3—
Rhopalosiphum padi 100
Rhopalosiphum maidis 56
Schizaphis graminum 95

Aphidinae Myzus persicae Origen de la
97 asociacion

Diuraphis noxia . o
P endosimbioética

Acyrthosiphon pisum

Uroleucon sonchi

Figura 1.1. Filogenia de los pulgones utilizados por Moran et al. (1993) siguiendo las
relaciones propuestas por Heie (1987), a la izquierda, y filogenia de sus respectivos
endosimbiontes primarios a partir del gen del rRNA 16S, a la derecha. La figura muestra la
concordancia entre ambas filogenias apoyando la coevolucién de ambos organismos.
Figura modificada a partir de Moran et al. (1993). Para la filogenia de los endosimbiontes,
se muestran los valores de bootstrap mayores que 50% sobre los nodos correspondientes.

El primer trabajo que abordd el estudio de las relaciones filogenéticas
globales en la familia Aphididae mediante la utilizacion de datos moleculares

fue publicado por von Dohlen y Moran (2000). Estas autoras obtuvieron
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secuencias parciales de los genes mitocondriales que codifican Ibs rRNA 12Sy
16S en un total de 34 especies de pulgones, representantes de 12 subfamilias.
La conclusién mas destacable de los resultados obtenidos tras la
reconstruccion filogenética fue la elevada falta de estructura en los niveles mas
profundos de la filogenia, por encima del nivel taxonémico de tribu (figura 1.2).
De las subfamilias de las que se analizaron varias tribus sdlo Aphidinae y
Lachninae se agruparon de manera monofilética y con valores elevados de
bootstrap. Ni la subfamilia Eriosomatinae ni la familia Drepanosiphidae sensu
Heie (1980) (ver Introduccién general, apartado 2.2) formaron grupos
monofiléticos. Sin embargo, el apoyo a la monofilia de las tribus para las cuales
se analizd mas de una especie fue, en términos generales, elevado. Las
relaciones eritre las distintas tribus y subfamilias tampoco encontraron un
apoyo estadistico notable a excepcion de la relacion entre las subfamilias
Aphidinae y Pterocommatinae. Para explicar esta falta de estructura
filogenética en los nodos profundos del arbol, von Dohlen y Moran plantearon la
existencia de una rapida radiacién adaptativa en el origen del grupo actual, que
daria lugar a una aparicién rapida de las subfamilias y tribus actuales. Esta
radiacion coincidiria con el cambio drastico en la composicion de la afidofauna,
mencionado por Heie, entre el Cretacico y el Terciario, que habria estado
acoplado a una transicién en la alimentacion de los pulgones desde plantas
gimnospermas a plantas angiospermas (Heie, 1987). La rapidez de la aparicién
de estos grupos seria la causa de la falta de un numero adecuado de
sustituciones nucleotidicas que permitieran, en la actualidad, resolver las
relaciones filogenéticas entre ellos. A pesar de la falta de resolucién, von
Dohlen y Moran concluyeron que la topologia obtenida a partir de las
secuencias mitocondriales utilizadas sugeria la existencia de 7 origenes
independientes de la alternancia de hospedador durante la evolucién de la
familia Aphididae, en los siguientes grupos: Aphidinae, Pemphigini, Fordini,
Eriosomatini, Anoeciinae, Cerataphidini y Hormaphidini+Nipponaphidini.
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Adelges japonicus

—  Adelges cooleyi Adelgidae
Adelges laricis

Phylloxera notabllis Phylloxeridae

53 Pemphigus obesinymphae
42 Prociphllus fraxinifolii  T.cmPhigini,
Eriosomatinae
Grylloprociphllus imbricator
Hamameiistes soinosus Hormaphidini
Nipponaphis
ciistyliicoia
Rhopalosiphum maidis ‘— Nipponaphidini
Aphidini
Schizaphis graminum Aphidinae
Acyrthosiphon pisum - Macrosiphini
Rerocomma populifoliae -—-— Rerocommatinae
L T Phloeomyzus passerini — Phtoeomyzinae
nm Neophyllaphis podocarpi -—-—- Neophyllaphidinae
Colophina clematis Eriosomatini,
Eriosoma lanigerum Eriosomatinae
Mindarus abietinus -—--- Mindarinae
---------------------- Subsaltusaphis wanica Subsaltusaph idinae
88 mmmmmmmmmm Thehoaphis trifolii
* Shivaphis celti
57 Panaphidini,
HWMWWMWIEW Tuberculatus indicus Calaphidinae
— mm Symydobius kabae
Tamalia coweni -——- Tamaliinae
55 Forda formicaria
54 - Schlechtendalia chinensis Fo_rdml, A
Eriosomatinae
— Melaphis rhois
98 @ ______ Anoecia fulviabdominalis
Anoeciinae
y s Anoecia comicola
Chaitophorus populicola
) . Chaiiophorinae
36 t Periphyllus lyropictus
Drepanaphis utahensis Drepanosiphinae
100 Greenidia nipponica
. i i i Greenideinae
Mollitrichosiphum nigrofasciatum
00 Trama rara — Tramini
100
Tuberolachnus salignus — Lachnini Lachninae
wn mn m Cinara dubia — Eulachnini
» Tuberaphis styraci ——- Cerataphidmi,
HormaphKfmae

Figua 1.2. Arbol de maxima verosimilitud obtenido a partir de las secuencias de los genes de los rRNA
mitoondriales 12S y 16S. Modificado a partir de von Dohlen y Moran, 2000. Se muestran sobre las
rama algunos de los valores de bootstrap obtenidos. Las especies pertenecientes a grupos que se
han nalizado en el presente estudio aparecen resaltadas con el cddigo de color indicado en la tabla 1.
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Martinez-Torres et al. (2001) obtuvieron resultados similares en algunos
aspectos utilizando otra secuencia mitocondrial, la correspondiente al gen que
codifica la subunidad 6 de la ATPasa-F. El estudio abordd en paralelo la
reconstruccion de la filogenia de la familia Aphididae con esta secuencia asi
cbmo la correspondiente a su endosimbionte primario, Buchnera, mediante la
secuenciacion de los genes que codifican la subunidad B de la ATPasa-F y el
rRNA 16S. Las tres secuencias se obtuvieron para especies de pulgones
pertenecientes a 8 subfamilias distintas, asi como para los correspondientes
endosimbiontes primarios. Las reconstrucciones obtenidas, tanto a partir de las
secuencias de los pulgones como de Ilas correspondientes a los
endosimbiontes, mostraron de nuevo una elevada falta de resolucién para los
nodos mas profundos del &rbol filogenético. Aquellas tribus para las cuales se
analiz6 mas de una especie formaron en general grupos monofiléticos
apoyados por valores elevados de bootstrap, pero por encima de este nivel
taxonémico soblo se recuperéd la monofilia de las subfamilias Aphidinae y
Lachninae (figura 1.3). De nuevo, la subfamilia Eriosomatinae y la familia
Drepanosiphidae sensu Heie (1980) mostraron disposiciones no monofiléticas
en las topologias. La faita de resolucion en los nodos mas profundos impedia
una comparacion exhaustiva de las reconstrucciones obtenidas con las
relaciones propuestas en las topologias basadas en datos morfolégicos. Pese a
ello, los resultados contradecian algunas de las relaciones mas aceptadas
entre subfamilias de pulgones. En particular, la relacion entre las subfamilias
Aphidinae, Pterocommatinae y Lachninae, presente en las filogenias de Heie
(1987) y Wojciechowski (1992) (ver figura 1.8), no aparecia en las
reconstrucciones basadas en datos moleculares obtenidas por Martinez-Torres
et al. (2001). De hecho, las posiciones filogenéticas de la subfamilia Lachninae
y del clado formado por las subfamilias Aphidinae y Pterocommatinae eran muy
alejadas. La subfamilia Lachninae mostré, ademas, una tendencia a ocupar la
posicion basal en las distintas reconstrucciones filogenéticas. Esta posicion
llegé a tener un apoyo de 91% de bootstrap en la reconstruccién obtenida a
partir de las secuencias aminoacidicas inferidas de la subunidad B de la
ATPASA-F de Buchnera. La relacion entre estas tres subfamilias no habia sido
cuestionada hasta ese momento, sino que habia sido cominmente aceptada
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en los estudios realizados con este tipo de insectos (ver por ejemplo Normark,
2000). Los resultados obtenidos por von Dohlen y Moran (2000) tampoco
mostraron una estrecha relacién entre estas tres subfamilias, aunque las
autoras no discutieron este aspecto. En algunas de las reconstrucciones
obtenidas en su estudio, la subfamilia Lachninae ocupaba una posicién cercana
a la base del arbol filogenético, agrupandose justo después de la especie
Tuberaphis styraci (Subfamilia Hormaphidihaé), adnque esta posicion no estaba
apoyada por valores elevados de bootstrap (figura 1.2). Es destacable que,
posteriormente, otros trabajos han mostrado reconstrucciones filogenéticas a
partir de genes de Buchnera en las que la subfamilia Lachninae ha estado
representada y ha ocupado en varias ocasiones también la posicion basal
(Moya et al., 2002; Fares et al., 2002; Gil et al., 2002; Fares et al., 2005),
aunque esta circunstancia no fue tampoco discutida por los autores. Por otro
lado, a pesar de la falta de resolucidbn mostrada en las reconstrucciones del
estudio de Martinez-Torres et al. (2001), no existian grandes discrepancias
entre las relaciones filogenéticas obtenidas para los pulgones y para sus
respectivos endosimbiontes. Por tanto, el trabajo apoy6, con un mejor muestreo
respecto al estudio de Munson et al. (1991a), la hipétesis de la coevolucién
entre estos insectos y sus endosimbiontes primarios.

Es importante destacar que los dos Unicos estudios realizados hasta la
fecha sobre las relaciones filogenéticas globales en la familia Aphididae
basados en secuencias de DNA utilizaron secuencias de genes mitocondriales.
Este tipo de secuencias, de evoluciéon generalmente rapida y con posibilidad de
saturacién para taxones alejados, pueden no ser ideales para la inferencia
filogenética de nodos tan antiguos como los que relacionan las subfamilias de
pulgones.
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Geoica utricularia

Baizongia pistaciae Fordini,

Schlechtendalia chinensis Eriosomatinae

a)
Melaphis rhois
Hoplocallis pictus Panaphidim.
Calaphinae
100 Panaphis juglandis P
52
Chaitophorus viminalis Chaitophorinae
Thelaxes suberi = --——e Thelaxinae
Tetraneura caerulescens
Eriosomatini
Eriosoma lanuginosum
61 Eriosomatinae
Pemphigus betae
C Pemphigim
100 Pemphigus populi
Schizaphis graminum |
Aphidini
-E Rhopalosiphum padi |
Aphidinae
Myzus persicae
100 Macrosiphini
52 — Acyrthosiphon pisum
93 — Pterocomma populeum - Pterocommatinae
— Stomaphis quercus
98 — Tuberolachnus salignus Lachnmi.
97 Maculolachnus submacula Lachninae
99 Lachnus roboris
Enterobacter pyrinus
85
100 Klebsiella pneumoniae
50 Salmonella typhi
0,02 Escherichia coli

-Rhopalosiphum padi
100 P P P Aphidini
61 Schizaphis graminum
b) Aphidinae
99 Myzus persicae
' Macrosiphini
62 Acyrthosiphon pisum
r Pterocommatinae
-Chaitophorus leucémelas - Chaitophonnae
-Drepanosiphum oregonensis — Drepanosiphinae
-Forda formicaria
100 =mmmmmmemmememe—--G @0OiCa utricularia Fordini
e Aploneura lentisci Eriosomatinae
100 r-Pemphigus spyrothecae
Pemphigini
€ Pemphigus bursarius
84 HoplocalNs pictus Panaphidini,
51 -Panaphis juglandis  Calaphinae
-Thelaxes suberi Thelaxinae
-Tuberolachnus salignus
87 0 e Lachnus roboris Lachnini
100 -Maculolachnus submacula .
Lachninae
-Eulachnus sp
57
— Cinara cupresi Eulachnini
56 -Schizolachnus pineti
-------------------------- Tetraneura caerulescens Eriosomatini,
60 e Eriosoma lanuginosum Eriosomatinae
-Phylloxera sp1
— Phylloxera sp2 . bi02

Figura 1.3. a) Arbol obtenido mediante neighbor-joining a partir de las distancias corregidas mediante Tamura-Nei del gen que codifica el rRNA 16S
en Buchnera. b) Arbol obtenido mediante neighbor-joining a partir de los sitios no sinénimos del gen de la subunidad 6 de la ATPasa-F mitocondrial
de pulgones. Figuras modificadas a partir de Martinez-Torres et al. (2001). Se muestran junto a las ramas los valores de bootstrap mayores que 50%.
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2. Objetivos

En este capitulo se han empleado datos moleculares de secuencia para la

consecucion de los siguientes objetivos:

1.

Obtener un arbol filogenético para la familia Aphididae mediante la
obtencién de de secuencias de DNA de especies representantes de
11 subfamilias de pulgones.

Comparar los resultados filogenéticos obtenidos con las hipétesis
flogenéticas previas (basadas en datos morfolégicos o
moleculares) para la familia Aphididae.

Analizar las implicaciones de los resultados obtenidos en distintos
aspectos de la biologia de los pulgones, en particular: la evolucion
de sus ciclos biolégicos, la evolucién de su alimentacién y la
hipétesis de Ila coevolucion entre los pulgones y sus
endosimbiontes primarios.
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3. Material y métodos
3.1. Especies analizadas

La tabla 1.1 muestra las especies de pulgones utilizadas en la
reconstruccion filogenética molecular de la familia Aphididae. Las subfamilias
estudiadas se eligieron fundamentalmente por la posibilidad de su recoleccién
en Espafia y mas particularmente en la Comunidad Valenciana. Las subfamilias
mas numerosas de pulgones se hayan representadas en esta zona geografica,
asl como algunas con menor diversidad. La mayoria de especies de pulgones
fueron identificadas por el Dr. José Manuel Michelena Saval, de la Universidad
de Valencia. Para facilitar la visualizacion de los arboles obtenidos en las
reconstrucciones se ha escogido un codigo de colores, con un color diferente
para cada subfamilia, el cual puede observarse en los nombres de las especies
que aparecen en la tabla 1.1. Junto a cada especie analizada, se indica en la
tabla las secuencias que se obtuvieron para la misma, bien mediante
amplificacion por PCR y secuenciacion, bien a partir de bases de datos. Para
cada una de estas secuencias se indica el codigo de acceso correspondiente
en la base de datos del European Bioinformatics Institute (www.ebi.ac.uk).

3.2. Secuencias utilizadas
a) Genes nucleares

Las secuencias nucleares elegidas para realizar la inferencia de las
relaciones filogenéticas entre las especies de la familia Aphididae fueron el gen
que codifica la opsina sensible a longitud de onda larga (iwrh) y el gen que
codifica el factor de elongacién de la traduccién 1a (effa). Ambas secuencias
se han empleado anteriormente en estudios filogenéticos, demostrando su
utilidad en este campo. La secuencia del gen /wrh ha sido utilizada para la
reconstruccion filogenética entre especies de abejas de la subfamilia Apinae
(Mardulyn y Cameron, 1999) y especies de mariposas del género Heliconius
(Hsu et al., 2001). La variabilidad genética observada para este gen en estos
estudios sugiere que la secuencia puede tener upa gran utilidad a varios
niveles de profundidad filogenética.
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Tabla 1.1. Especies de pulgones analizadas en este estudio clasificadas segun Remaudiére, Stroyan y Quednau (1984; 1988;

1994) y secuencias obtenidas junto con sus respectivos codigos de acceso en la base de datos del EMBL.

Subfamilia

Anoeciinae
Aphidinae

Tribu

Aphidini

Macrosiphini

Especie

Anoecia sp.

Aphis fabae

Aphis nerii

Aphis spiraecola
Melanaphis Iluzuella
Rhopalosiphum padi
Schizaphis graminum
Acyrthosiphon pisum
Hyperomyzus lactucae
Macrosiphoniella ludovicianae
Megoura viciae

Myzus persicae
Sitobion avenae

Uroleucon ambrosiae

Iwrh

AJ539463

FM177115

FM177114

AJ489281

AF1897141
AJ489282

Genes
) ©
3-
o %
FM174706 AJ547789
AY2197247 -
FM174700 FM174676
FM174699 AJ2986734
AY2197207 -
FM174698 AJ2986754
FM174696 FM174677
FM174697 AJ2986744
DQO005155M -

(=]}

AM08543410
AM08543610
AM08543510
AMO08539210
U3674916
AF0596982
AF0596992
AM08539110
AF0596962

AF14358218
u4111677
AF1963761H



Calaphidinae

Chaitophorinae

Drepanosiphinae

Eriosomatinae
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Panaphidini

Chaitophorini

Eriosomatini

Fordini

Pemphigini

Chromaphis juglandicola
Hoplocallis pictus
Panaphis juglandis
Tinocallis takachihoensis
Chaitophorus leucomelas

Peryphillus bulgaricus

Drepanosiphum oregonensis

Eriosoma lanuginosum
Tetraneura caerulescens
Aploneura lentisci
Baizongia pistaciae
Forda marginata

Geoica utricularia
Melaphis rhois

Nurudea shiraii
Paracletus cimiciformis
Schlechtendalia chinensis
Slavum wertheimae
Smynthurodes betae
Pemphigus populi

Thecabius sp.

FM177105
AJ539466
FM177106
AJ489286
FM177104
AJ489285
AJ489284
AJ539464
AJ489291

AJ489289
AJ489290
FM177108
FM177110

FM177109

FM177111
AJ489288
FM177112

FM174691

FM174693
FM174692
FM174694
FM174705
FM 174704
FM174695
FM174709
FM174689
FM163601

FM163599
FM163596
FM163600

FM163597

FM163598
FM163603
FM163602

FM 174678
AJ2986684
AJ2986694
AJ547792
AJ2986704
AJ547791
AJ2986714
AJ2986654
AJ2986664
AJ2986634
AJ547790
AM996893
AJ2986624

AM996884

AM996898
AJ547793
AM996899

AF4442886
AF44429083

AY2270929
AY2270939
AY2270989
AY227094%
U367475
AF4546275
AY2271029
AF4546285
AY2271039
AY2271049
L2733710
AY1823078d



Hormaphidinae

Lachninae

Cerataphidini

Hormaphidini

Nipponaphidini

Eulachnini

Cerataphis sp.
Ceratoglyphina bambusae
Ceratovacunajapdnica
Giyphinaphis bambusae
Pseudoregma aiexanderi
Hamamelistes betuiinus
Hormaphis betulae
Metanipponaphis rotunda
Neothoracaphis yanonis
Nipponaphis distyliicoia
Sinonipponaphis monzeni
Cinara cedri

Cinara tujafilina

Essigella fusca
Eulachnus rileyi

Schizolachnus pineti
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AJ539465

AJ489294

AJ489292

FM 174690

AF4545975
AF4546115

AF4546145
AF4546155
FM174683
FM174684
AF 1638663
FM174708

FM174679

AJ298680*f

AJ2986814h
AJ2986784
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L2732746
L273274
L27328%
L273311
L27335¢%

AF3287825

AF4546235

AF4546245
L273341
L273335

AF15619639
AF1561903
AF1561913
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Lachninae Lachnini

Tramini
Mindarinae
Pterocommatinae

Thelaxinae

Familia Phylloxeridae (outgroup)

Lachnus roboris
Maculolachnus submacula
Nippolachnus pin
Pterochloroides persicae
Stomaphls quercus
Tuberolachnus salignus
Protrama flavescens
Trama rara

Mindarus abietinus
Pterocomma pilosum

Thelaxes suberi

Daktulosphaira vitifoliae

AJ489293
FM177103

FM177102

FM177113

FM177107

AJ489283

AJ489287

AJ489295

FM 174686
FM174688
AF1478113
FM 174687
AF1638833
FM174685
AF1478143
AF1478203
FM174703
FM174701
FM174702

FM174707

AJ2986824
AJ2986774

FM174680

AJ2986794

FM 174681
AJ2986724'
AJ2986674

AJ298683 13

AF15619831
AF1562003
AF1562043

AF1562163

AF1562063
AF1562203

DQ0051831k

DQ02144613

Los numeros en superindice junto a los cédigos de acceso indican la referencia bibliografica original de aquellas secuencias que no fueron
obtenidas en este estudio: 1) Stem, 1994; 2) Moran et al.,, 1999; 3) Normark, 2000; 4) Martinez-Torres et al., 2001; 5) von Dohlen et al., 2002; 6)
Shingleton y Stern, 2003; 7) von Dohlen y Teulon, 2003; 8) Abbot y Withgott, 2004; 9) Inbar et al., 2004; 10) Coeur d’acier et al., 2006; 11) von
Dohlen et al., 2006; 12) Gao et al., 2000; 13) Baumann y Baumann, 2005; 14) Stern etal., 1997; 15) Funk et al., 2000; 16) Rouhbakhsh et al.,
1996; 17) Sunnuncks y Hales, 1996; 18) Clements et al., 2000. Para algunas secuencias de los genes efla y coll la especie utilizada fue diferente
a la indicada (aunque perteneciente al mismo género): a) P. obscurus, b) Geoica sp., ¢) P. microsetosus, d) T. populi-monilis, €) C. bambusifoliae,
f) C. cupresi, g) C. pinea, h) Eulachnus sp., i) L. shiicola, j) P. populeum, k) P. populifoliae.
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La secuencia del gen effa presenta un extraordinario nivel de
conservacion, habiendo sido utilizada incluso para realizar la reconstruccién del
arbol de la vida (Baldauf ef al., 1996; Lopez et al., 1999). Esta caracteristica
hace de este gen un buen candidato para la resolucién de los nodos mas
profundos de la filogenia de la familia Aphididae. Por otro lado, esta secuencia
se ha utilizado, con anterioridad a este trabajo, en varios estudios para la
reconstruccion filogenética en diversos grupos de pulgones, por lo que se halla
disponible para un notable nimero de especies, representativas de varias
subfamilias y tribus. Mientras que varias de las secuencias del gen effa se han
obtenido a través de la base de datos del European Bioinformatics Institute (ver
tabla 1.1), la totalidad de las secuencias del gen /wrh se obtuvieron
expresamente para el presente trabajo.

b) Genes mitocondriales

Ademas de los genes nucleares mencionados, se emplearon en este
estudio las secuencias de dos genes pertenecientes al genoma mitocondrial de
pulgones. Las secuencias elegidas fueron los genes que codifican la subunidad
6 de la ATPasa-F (afp6) y la subunidad Il de la citocromo oxidasa (coll). El
primero de ellos fue anteriormente utilizado por Martinez-Torres et al. (2001)
para la inferencia filogenética en la familia Aphididae, aportando, pese a una
falta de resolucion en los niveles profundos, algunos avances en el
conocimiento de esta filogenia (ver apartado 1 de este capltulo). En el presente
estudio se ha ampliado el nimero de especies de las cuales se ha obtenido la
secuencias de este gen respecto al trabajo de Martinez-Torres et al. (2001).

A diferencia de los 3 genes anteriores, el empleo en esta tesis doctoral del
gen coll supone Unicamente la recopilacion de la secuencia obtenida, en
anteriores estudios, a partir de especies de pulgones pertenecientes a varias
subfamilias y tribus, que representan en conjunto un muestreo considerable de
los diferentes taxones que forman la familia.Aphididae. Las secuencias se
obtuvieron, de nuevo, a través de la base de datos del European Bioinformatics
Institute.
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3.3. Obtencioén de las secuencias
a) Extracciéon de DNA y RNA

Para la mayoria de extracciones de DNA se sigui6 el protocolo descrito por
Martinez et al. (1992), que a su vez supone una modificacion del empleado por
Latorre et al. (1986). Las extracciones se realizaron generaimente sobre un
unico individuo, con el fin de acotar a dos el nimero maximo de secuencias
distintas que se podian obtener a partir de cada especie. Sin embargo, en
aquellas ocasiones en las que los individuos de la especie eran de muy
pequefio tamafio, o cuando provenian de material almacenado durante mucho
tiempo, se utilizaron varios individuos.

Los individuos utilizados en las extracciones provenian en su mayoria de
material almacenado en etanol al 96%. El tiempo de almacenamiento fue
variable, desde pocos dlas a varios afios. En algunas ocasiones las
extracciones se realizaron a partir de individuos recién capturados. Los
individuos se depositaban primero en tubos Eppendorf de 1'5 mi con 160 ul de
solucioén | (Tris 10 mM, NaCl 60 mM, sacarosa 5%, EDTA 10 mM, pH 7'8) y se
homogeneizaban con una varilla de vidrio esterilizada mediante autoclave (20
min., 120°C). A continuacion se afiadian 200 pl de solucidn il (Tris 300 mM,
SDS 1'25%, sacarosa 5%, EDTA 10 mM, pH 8'0) y se incubaba la mezcla
durante 30 min. a 65°C en un bloque seco. Tras ello, se afiadian 60 pl de
acetato potasico 5§ M y se incubaba durante 20 min. a -20°C. El siguiente paso
consistia en una centrifugacion de 15 min. en una centrifuga de mesa a 14000
rpm., que tenia por objetivo la separacion de un sobrenadante con el DNA
disuelto, que era recuperado, y un residuo s6lido con restos celulares. A
continuacién, el DNA se precipitaba mediante la adicion de 400 pl de
isopropanol, una incubaciéon a temperatura ambiente durante § min. y una
centrifugacién de otros 5 min. a 14000 rpm. El sobrenadante resultante de la
centrifugacion se eliminaba dejando un residuo soélido que se lavaba con 500 pl
de etanol al 70% y una nueva centrifugacion de 2 min. Tras ello, se eliminaba el
etanol, se secaba al vacio y se disolvia el residuo sélido en 50 pl de tampdn
LTE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 0’1 mM, pH 8) para su posterior uso. Algunas de
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las extracciones de DNA se realizaron con el High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Con el objetivo de obtener informacién sobre los sitios de procesamiento de
los intrones de los genes nucleares se realizaron extracciones de RNA total a
partir de individuos de algunas especies. Los individuos empleados en las
extracciones provenian de material fresco o almacenado a -80°C. La extraccion
de RNA se llevé a cabo con el kit Ultréspeé Il (Biotecx), siguiendo las
instrucciones del fabricante. A partir del RNA total se obtuvieron los cDNAs
correspondientes mediante retrotranscripcion. Para cada reaccién se afiadieron
3 pl del RNA total obtenido, 1 ul de cebador oligoT (de una disolucién 50uM), 1
Ml de una disolucién 10mM de cada dNTP y 8 ul de agua miliQ. Esta mezcla se
calent6 primero a 65°C durante 5 min. Posteriormente, se utilizé el SuperScript
Il One-Step RT-PCR System with Platinum Taq High Fidelity (Invitrogen) para
la reaccion de retrotranscripcion. Se afiadié a la reaccion 4 pl de tampén First-
Strand 5X, 1 pl de DTT 0'1M, 1 pl de inhibidor de RNAsas RNaseOUT (de una
disolucion 40 u/ul) y 1 yl de una disolucién 200 u/ul de transcriptasa reversa. La
mezcla se incubd a 50°C durante 45 min., tras lo cual se calenté durante 15
min. a 70°C para la inactivacion de los enzimas. Posteriormente, se emplearon
3 pl de esta reaccion para reacciones de PCR utilizando cebadores especificos
para los genes Iwrh y effa (ver apartado 3.3.b). Las secuencias de cDNA
obtenidas se utilizaron en los primeros alineamientos de las secuencias de
ambos genes para determinar los limites de los diferentes exones e intrones.

b) Amplificacién de los fragmentos génicos

Gen de la opsina sensible a longitud de onda larga

Con anterioridad al comienzo de este trabajo, s6l0 se conocia la secuencia
de cDNA del gen /wrh de una especie de pulgén, Megoura viciae, perteneciente
a la subfamilia Aphidinae (Gao et al., 2000). El disefio de los cebadores
iniciales para la amplificacion de la secuencia de este gen en oftras especies de
pulgones se realiz6 a partir del alineamiento de la secuencia de aminoacidos
en especies de insectos pertenecientes a otros Ordenes, junto a Ia
correspondiente a M. viciae. Como resultado, se disefiaron los cebadores
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directos OPSF1, OPSF2 y OPSF3, y los reversos OPSR1 y OPSR2 (tabla 1.2).
El uso de estos cebadores permitié la amplificacion mediante la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de la mayor parte del gen en las
especies Acyrthosiphon pisum, Baizongia pistaciae y Cinara tujafilina,
pertenecientes a tres subfamilias distintas de pulgones (Aphidinae,
Eriosomatinae y Lachninae, respectivamente). El alineamiento de las
secuencias aminoacidicas inferidas para estas tres especies y Ila
correspondiente a M. viciae permiti6 el disefio de nuevos cebadores
especificos para la amplificacion de este gen en la familia Aphididae. Los
nuevos cebadores directos se denominaron OPSAFF1, OPSAFF2 y OPSAFF3,
y los reversos OPSAFR1 y OPSAFR2 (ver tabla 1.2).

El gen iwrh no presenta un nivel de conservacién muy elevado, y aun con la
creacion de estos cebadores especificos la amplificacion del gen fracasé en
varias ocasiones. Por ello, tras la amplificacién de la secuencia en varias
especies, y teniendo en cuenta algunos resultados filogenéticos preliminares,
se procedi6 al disefio de cebadores especificos de grupos dentro de la familia
Aphididae. En particular, para la amplificacién de la secuencia en especies de
la subfamilia Lachninae se disefaron los cebadores OPSLF1, OPSLF2,
OPSLR1 y OPSLR2, asi como dos cebadores internos para la secuenciacion
directa de productos de PCR: OPSLF3 y OPSLR3. Para el grupo de las
subfamilias Aphidinae, Calaphidinae, Chaitophorinae y Drepanosiphinae se
crearon los cebadores OPSADF1, OPSADF2, OPSADR1 y OPSADR?2, y los
internos OPSADF3 y OPSADRS3 para la secuenciacién. Finalmente, para el
grupo de las subfamilias Anoeciinae, Eriosomatinae, Hormaphidinae,
Mindarinae y Thelaxinae se disefiaron para PCR los cebadores OPSETF1,
OPSETF2, OPSETR1 y OPSETR?2, asi como los internos para complementar
en la secuenciacion OPSETF3 y OPSETRS (tabla 1.2).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 50 pl en
tubos . Eppendorf de 0'2 ml y en un termociclador ABI PCR System 9700
(Applied Biosystems). Las reacciones se componian de 1-3 pl de la extraccion
de DNA, 5 pl de tampén de PCR 10X, 1 ul de una disolucién con cada dNTP
(Eppendorf) a 10 mM, 1-6 pl de cada cebador (de una disolucién 10 uM), y 1'5
unidades de polimerasa Taq (Eppendorf). La variacién en el volumen de DNA
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dependia de la cantidad de éste presente en la extraccion, estimada tras la
electroforesis de 5 pl en un gel de agarosa al 0'8%. La variacién en el volumen
utilizado de las soluciones de cebadores dependia del nimero de
indeterminaciones presentes en éstos. Para aquellos cebadores con un mayor
numero de indeterminaciones en la secuencia se emplearon hasta 6 pl de la
disolucion, mientras que sblo se usé 1 pl cuando el cebador carecia de
indeterminaciones. En todos los casds, se utilizé el volumen necesario de agua
miliQ para completar el volumen de 50 pl de la reaccion.

El alto nimero de indeterminaciones presentes en varios de los cebadores
hizo necesarias dos PCR consecutivas para la amplificacion de la mayoria de
secuencias obtenidas para el gen /wrh. Las condiciones de las reacciones
primarias fueron las siguientes: un primer paso de desnaturalizacién inicial de 5
min. a 94°C; 35-40 ciclos de 30 s a 94°C, 60 s a 48-55°C, 90 s a 68°C.; y un
paso de extension final de 7 min. a 68°C. La temperatura de hibridacion varié
en funcién del nimero de indeterminaciones de los cebadores usados y de la
aparicion de amplificados inespecificos. Para la PCR secundaria, anidada
sobre la primera, las condiciones de reaccién fueron idénticas salvo por el
aumento, en general, de dos grados en la temperatura de hibridacién respecto
a la PCR primaria correspondiente.

Gen del factor de elongacién 1a

El alto grado de conservaciéon del gen effa permitio la amplificacion de su
secuencia en las especies de pulgones utilizadas mediante s6lo dos parejas de
cebadores (tabla 1.2). Los cebadores empleados en las PCR primarias fueron
efs175, cebador previamente disefiado y utilizado para la amplificacién del gen
en especies de pulgones del género Uroleucon (Moran et al., 1999), y efr1,
cebador disefiado en el presente estudio a partir del alineamiento de las
secuencias de este gen obtenidas en trabajos previos para especies de la
_ subfamilia Hormaphidinae (von Dohlen et al., 2002), Lachninae (Normark,
2000) y el género Uroleucon (Moran et al., 1999).
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Tabla 1.2. Cebadores utilizados para la amplificacion y secuenciaciéon de los genes
analizados en este estudio®.

Nombre Uso Secuencia
Gen /wrh
OPSF1 PCR1 5' GGTAYCARTTYCCNCCNATGAAYCC 3'
OPSF2 PCR2 5' TTYCCNCCNATGAAYCCNNTNTGG 3'
OPSRI1 PCR1 5' ATNCCRTANACDATNGGRTT 3'
OPSR2 PCR2 5' CCRTANACDATNGGRTTRTANACNGC 3'
OPSAFF1 PCR1 5' ATGAAYCCNMTNTGGTAYAARTGG 3'
OPSAFF2 PCR2/sec 5' CCNMTNTGGTAYAARTGGYTNGG 3'
OPSAFF3 sec 5' TGGTAYAARTGGYTNGGNGTNAC 3'
OPSAFF4 PCR2/sec 5' TCNGCNAAACCNATGACAAC 3'
OPSAFRI1 PCR1 5' GGRTGNSWDATNCCRTANACDATNGG 3'
OPSAFR2 PCR2/sec 5' GCYTTNGCRAANACNGANCCCCA 3'
OPSLF1 PCR1 5' GGSGTYACNATTTTCTYYTTGGG 3’
OPSLF2 PCR2/sec 5' GTACAAAAAAYCTGAGAACACCTTC 3'
OPSLF3 sec 5' GCATATTATTTYATTGTGAAGGC 3'
OPSLR1 PCR1 5' GCRAANACNGANCCCCAGATTG 3'
OPSLR2 PCR2/sec 5' ARTAATTGAAATATTCCAGCCC 3'
OPSLR3 sec 5' TTGTCATTGGTTTTGCAGATAATCCC 3'
OPSETF1 PCR1 5' GGYRTYACNATTTTYTTCTTRGG 3'
OPSETF2 PCR2/sec 5' ATGTGYCCRCCRATGGTNTGGA 3'
OPSETF3 sec 5' TATGTACCRGARGCRAAYATGAC 3'
OPSETRI1 PCR1 5' GANCCCCADATYGTNAATAAYGG 3'
OPSETR2 PCR2/sec 5' GGWGTCCANGCCATRAACCA 3'
OPSETR3 sec 5' ATRAANACCATYGTCCATAT 3'
OPSADF1 PCR1 5' GGYGYWACYATTTTCTKCTTGGG 3'
OPSADF2 PCR2/sec 5' TGGTGATWTAYATATTTACCTGTAC 3'
OPSADF3 sec 5' CCAGAAGCAAATATGACNGCMTGTGG 3'
OPSADRI1 PCR1 5' GANCCCCAGATNGTAWATAATGG 3’
OPSADR?2 PCR2/sec 5' AATWGTCATTAAAGCYACYTTAGC 3'
OPSADR3 sec 5' TTKGTTGTCATWGGTTTTGC 3'
Gen efla
ets”S1 PCR1 5' GGAAATGGGAAAAGGCTCCTTYAAGTAYGCYTGGG 3'
efsl PCR2 5' TGGACAAAYTKAAGGCTGAACG 3'
efs2 PCR2/sec 5' AAGGCTGAACGTGAACGTGGTATCAC 3'
efs3 sec 5' ATHGGAGGTATTGGAACAGT 3'
efs4 sec 5' ATCTCNGGATGGAAYGG 3'
efrl PCR1 5' GTGTGGCAATSCAANACNGGAGT 3'
efr2 PCR2/sec 5' TTGGAAATTTGACCNGGGTGRTT 3'
efr3 sec 5' GTRTASCCRTTGGAAATTTGACC 3'
efr4 sec 5' ATTTGACCNGGGTGRTTCAATAC 3'
efrs sec 5' ATCATGTTYTTRATGAAATCTCT 3'
efr6 sec 5' ACTGTTCCAATACCTCC 3'
Fragmento mitocondrial
CO2AF* PCR1 5' AATCAYAGWTTTATRCCWATTCA 3'
tRNALysAF22 PCR2/sec 5' GACTGAAAAGCAAAGTAATGATCTCT 3’
CO3WWRD2 PCR1,2/sec 5' ATCWCGAATWACATCWCGTCATCA 3'

&e indica el uso concreto de cada cebador: PCR1, PCR primaria; PCR2, PCR secundaria; sec,
empleado en la secuenciacion. Algunos de los cebadores se obtuvieron a partir de estudios
anteriores: 1) Moran etal., 1999; 2) Martinez-Torres etal., 2001.
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Dado el alto grado de conservacién del gen y, por consiguiente, la alta
especificidad de los cebadores, un gran nimero de secuencias de effa de
especies de pulgones pudieron amplificarse mediante una Gnica PCR. Para
aquellos casos en los que esto no ocurrié, se utilizaron los cebadores anidados
efs1 y efr2 en PCR secundarias. Se disefiaron ademas varios cebadores para
la secuenciacién directa de los productos de PCR (ver tabla 1.2).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo de manera similar a las
reacciones descritas anteriormente para el gen iwrh. El volumen empleado de
las disoluciones de los cebadores fue de 1-3 pl en funcién del nimero de
indeterminaciones presentes en sus secuencias. La temperatura de hibridacién
varié entre 52 y 65°C dependiendo de los cebadores utilizados y del niumero de
fragmentos que aparecian en las amplificaciones. En las ocasiones en las que
fue necesario realizar una PCR secundaria, ésta se llevé a cabo por lo general
con una temperatura de hibridacion 2°C superior a su correspondiente PCR
primaria.

Gen de la subunidad 6 de la ATPasa-F

El fragmento mitocondrial que contiene el gen atp6 se amplificé con los
mismos cebadores y condiciones empleados por Martinez-Torres et al. (2001).
Para la mayorfa de las especies de nueva amplificacién (no incluidas en el
trabajo mencionado) fue necesaria una Gnica reaccion de PCR utilizando los
cebadores CO2AF y CO3WWRD, directo y reverso respectivamente (ver tabla
1.2). Para algunas especies fue necesaria una PCR secundaria, en la que so6lo
el cebador directo, tRNALysAF2, era anidado respecto a la PCR primaria. La
composicion de las reacciones de PCR fue similar a la descrita anteriormente
para la amplificacion del gen /wrh, utilizando 1-2 i de la disolucién 10 yM de
cada cebador. Las condiciones fueron idénticas a las descritas anteriormente
salvo por la modificacién en la temperatura de hibridacién, que oscil6 entre 48 y
50°C. Ademas del gen afp6, el fragmento amplificado contenia el extremo 3’ del
gen de la subunidad |l de la citocromo oxidasa, el gen del tRNA"®, el gen de la
subunidad 8 de la ATPasa-F y el extremo 5’ del gen de la subunidad lil de la
citocromo oxidasa. Sin embargo, dado que para algunas de las especies solo
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se obtuvo o estaba disponible la secuencia correspondiente al gen alp6, el
andlisis filogenético se restringié a esta parte de la secuencia amplificada.

Purificacién de los fragmentos amplificados

Para la separacion y visualizacion de los fragmentos obtenidos en las
reacciones de PCR se cargaron 5 pl de éstas en geles de agarosa al 0°'8% con
bromuro de etidio (192 pg/ml). Para la determinacién del tamafio de los
fragmentos se utilizaron los marcadores de pesos moleculares 1l y VI (Roche).
La electroforesis se llevé a cabo sometiendo los geles a un campo eléctrico de
80-100 V durante 30-45 min. La visualizacion se hizo efectiva mediante la
deteccion de la fluorescencia emitida por el bromuro de etidio al exponer el gel
a luz ultravioleta en un transiluminador (Tecnologia para Diagnésticos e
Investigacion).

El amplificado se purificd a partir de los 45 pl restantes de la reaccion de
PCR. En la mayoria de ocasiones la purificacion se realiz6 mediante un
protocolo clasico de precipitacion consistente en la adicion de 500 pl de etanol
absoluto, 45 pl de acetato de amonio 5 M, 2 pl de cloruro s6dico 5 My 110 pl
de agua miliQ. Tras la homogeneizacion, la mezcla se incub6 a temperatura
ambiente durante 20 min. y a continuacioén se centrifugé a 14000 rpm durante
15 min. Tras la eliminacion del sobrenadante, el residuo sélido se lavé con 5§00
pl de etanol al 70% y una segunda centrifugacion de 5 min. a 14000 rpm. El
etanol se elimin6 de nuevo y el residuo sodlido se secd mediante centrifugacion,
con calor y al vaclo, durante 10 min. en un sistema SpeedVac (Savant).
Finalmente, se resuspendi6 el precipitado en 10 pl de tampén LTE.

Algunos de los fragmentos amplificados en las reacciones de PCR se
purificaron mediante el High Pure PCR Product Purification Kit (Roche),
siguiendo el manual de instrucciones. En algunas ocasiones, la existencia de
otros amplificados simultaneos en las reacciones, presuntamente inespecificos,
obligé a la clonacion de los fragmentos especificos o a su purificaciéon a partir
de bandas de agarosa. En éste ultimo caso, la purificacion se realizé6 mediante
la electroforesis del volumen completo de la reaccion, el corte de la banda del
gel con el amplificado de interés, y el uso del kit indicado anteriormente,
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utilizando las instrucciones y soluciones para la purificacion de fragmentos de
DNA a partir de agarosa.

¢) Clonacidn

Un gran nimero de los fragmentos resuitantes de las reacciones de PCR
se obtuvieron libres de amplificados inespecificos y en cantidad suficiente para
poder ser secuenciados directamente tras su purificacion. Sin erhbargo, en un
nimero considerable de ocasiones el fragmento de interés se amplific6 muy
débiimente y/o se presentaba acompafiado de otros amplificados. En estos
casos, el amplificado de interés se aislé mediante purificacién a partir de
agarosa o todos los amplificados se clonaron, seleccionandose posteriormente
el fragmento de interés. El proceso de clonacion se llevé a cabo también en
aquellas ocasiones en las que se observd mas de un polimorfismo de
secuencia o algun polimorfismo de longitud en las secuenciaciones directas a
partir de productos de PCR.

Para la clonacién, el primer paso consistié en la utilizacion de 1-5 ul de Ia
purificacion de los productos de PCR en una reaccién de ligacion, empleando
el kit de ligacién rapida pGEM-T Easy (Promega). Este kit contiene un vector
plasmidico con extremos terminados en nucleétidos de timina libres. Esta
caracteristica facilita la ligacion de fragmentos amplificados mediante la
polimerasa Tagq, la cual afiade de manera inespecifica nucleétidos de adenina
en los extremos 3' de los fragmentos que polimeriza. Las reacciones de
ligacién contenian, junto a los 1-5 pl del producto purificado: 1 pl de vector
pGEM-T (de una disolucién 10 ng/pl), 5 ul de tampén de ligacién 2X, 1yl de
ligasa T4 (3 unidades) y el volumen necesario de agua miliQ para obtener un
volumen final de 10 pl. Las reacciones se incubaron generalmente durante
aproximadamente 2 horas a temperatura ambiente (~24°C) y posteriormente
durante toda la noche a 4-8°C.

Al dia siguiente, se utiliz6 todo el volhmen de la ligacion para el protocolo
de transformacion. Se utilizé la cepa XL1 Blue de Escherichia coli (Stratagene),
a partir de la cual se obtuvieron células competentes mediante un protocolo
basado en el uso de CaCl, (Sambrook et al., 1989). Se afadieron 100 ul de

-59-



Filogenia molecular de Aphididae

estas células a cada ligaciéon y la mezcla se incubd posteriormente durante 30
min. en hielo. La transformacion de las células se llevé a cabo mediante un
choque térmico de 90 s. a 42°C, tras lo cual las células se incubaron § min. en
hielo. Posteriormente se afiadieron 700 ul de medio LB (NaCl 10 g/l, extracto
de levadura 5 g/l, triptona 10 g/l) y se incubaron en agitacién a 250 rpm y 37°C
durante una hora. Posteriormente, se sembraron en general dos placas de
medio LB-agar (medio LB con agar-agar 15 g/l) con 50 mg/l de ampicilina, X-gal
al 4% e IPTG al 4%.. En una de las placas se sembraron 100 pl y en la otra 200
i del cultivo de células transformadas. Las placas se mantuvieron durante foda
la noche en una estufa a 37°C. Al dia siguiente, se seleccionaron varias
colonias blancas, supuestamente poseedoras de un plasmido con inserto. La
comprobacién definitiva de la presencia del fragmento de interés insertado en
el plasmido de una determinada colonia se realizé mediante PCR de colonia.
Se introdujo una pequefia cantidad de la colonia a comprobar en un pocillo de
una placa de PCR para llevar a cabo una reaccién con la siguiente
composicion: 42 pi de agua miliQ, 5 pl de tampén de PCR 10X, 1 pl de una
disolucién de dNTPs (10 mM cada nucleétido), 1 pl de una disolucién con los
cebadores T7 y SP6 (presentes en el vector pPGEM-T) a una concentracién 10
HM cada uno y 1’5 unidades de polimerasa Taq (Biotools). De cada colonia se
sembraba una réplica en una placa de LB-agar para su posterior uso. A partir
de ellas, las colonias con inserto que fueron seleccionadas para secuenciacion
se sembraron en 3 ml de medio LB con ampicilina. Se permitié el crecimiento
durante toda la noche, en agitacion y a 37°C, y se procedi6 posteriormente a la
extraccion de los plasmidos. La extraccion se realizé mediante el High Pure
Plasmid Isolation Kit (Roche), segun las instrucciones del fabricante.

d) Secuenciacién y analisis de cromatogramas

Algunos de los fragmentos de PCR purificados se secuenciaron
directamente. Para ello, se utilizaron 1-3 p! de la purificacién para la reaccion
de secuenciacién utilizando el Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones del fabricante, y en un
termociclador ABI PCR System 9700. En aquellos casos en los que la
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clonacién fue necesaria para la obtencién de la secuencia, se utilizaron 3 yl de
la elucién resultante del kit de extraccibn de DNA plasmidico. Para cada
secuencia definitiva que fue usada en el posterior analisis filogenético se
secuenciaron al menos tres clones, con el objetivo de detectar las posibles
mutaciones introducidas por la polimerasa Taq durante las reacciones de PCR.
La lectura de las reacciones de secuenciacion se llevé a cabo en el Servei de
Sequenciaci6 del Servei Central de Suport ala InVestigacié i 'Experimentacio
de la Universitat de Valéncia. Los cromatogramas resultantes de la lectura se
revisaron y ensamblaron con el paquete de programas Staden Package v1.6.0
(Staden et al., 1998).

€) Obtencidén de secuencias a partir de bases de datos

Como se ha comentado anteriormente, algunas de las secuencias
empleadas en los analisis filogenéticos de este capitulo se obtuvieron
originalmente en trabajos anteriores. Estas secuencias se descargaron de la
base de datos del European Bioinformatics Institute mediante el sistema
“Sequence Retrieval System” de su pagina web www.ebi.ac.uk. Todas aquellas
secuencias obtenidas en trabajos anteriores y que se han analizado en el
presente estudio aparecen marcadas en la tabla 1.1 con un numero en
superindice, el cual indica la referencia original correspondiente (ver pie de
tabla 1.1). Para el anadlisis del gen wrh sélo se utilizd6 una secuencia no
obtenida en el presente estudio, correspondiente a la secuencia de cDNA de
este gen en el pulgdn M. viciae (subfamilia Aphidinae) (Gao et al., 2000). En el
caso del fragmento mitocondrial que contiene el gen afp6, algunas de las
secuencias se obtuvieron originalmente para el trabajo previo de Martinez-
Torres ef al. (2001), mientras que otras se obtuvieron para el presente estudio.
Las dos secuencias de DNA mas utilizadas para estudios filogenéticos en
pulgones son el gen nuclear effa y el gen mitocondrial coll. Algunas de las
secuencias del gen effa analizadas en este capitulo se obtuvieron a partir de
trabajos anteriores (ver tabla 1.1), pero la mayor parte se secuenciaron
originalmente para el presente estudio. Por ultimo, el analisis realizado a partir
de las secuencias del gen coll supone Unicamente la recopilaciébn de
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secuencias de trabajos anteriores, centrados todos en taxones internos de la
familia Aphididae, que en conjunto representan un buen muestreo global de
este grupo de insectos.

3.4. Alineamiento de las secuencias

Todos los alineamientos de las secuencias obtenidas, tanto para cada gen
por separado como para-los analisis combinados, se realizaron mediante el
programa ClustalX v1.81 (Thompson et al., 1997). Los primeros alineamientos
realizados para cada caso se llevaron a cabo en el modo de “alineamiento
multiple” (Multiple alignment mode), y con los valores por defecto de
penalizacion por apertura y extension de gap (10 y 0'2, respectivamente).
Posteriormente, la adicién de secuencias obtenidas a partir de nuevas especies
se realizé en el modo de “alineamiento por perfil” (Profile alignment mode),
alineando las nuevas secuencias a los alineamientos previos. Para los genes
nucleares, las posiciones de corte de los intrones se determinaron mediante la
adicion, a los alineamiéntos, de las secuencias de cDNA obtenidas con este
propésito (ver apartado 3.3.a) y siguiendo las secuencias canoénicas de inicio
(GT) y final (AG) de estas regiones génicas. Los alineamientos resultantes
pueden observarse en el Anexo |, incluido en el CD adjunto.

3.5. Caracterizacién de las secuencias
a) Composicion nucleotidica y homogeneidad de las secuencias

Las secuencias obtenidas se analizaron con el objetivo de detectar posibles
sesgos en la composicidn nucleotidica que pudieran provocar topologias
aberrantes en las reconstrucciones filogenéticas. El programa MEGA v3.0
(Kumar et al., 2004) se utilizdé para obtener la composicién nucleotidica de cada
uno de los genes analizados. Los datos se obtuvieron unicamente para las
regiones exonicas, tanto en conjunto como divididas por posiciones de codén.
Mediante el programa TREE-PUZZLE v5.2 (Schmidt et al., 2002) se realizd un
test x* para comprobar la homogeneidad de la composicién de las secuencias
entre las distintas especies, tanto para nucleétidos como para aminoacidos.
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b) Analisis de saturacion de posiciones nucleotidicas

La posible existencia de posiciones con saturacion de sustituciones
nucleotidicas en las secuencias se investigé mediante la representacion, para
cada gen, de las distancias no corregidas entre pares de especies frente a las
distancias corregidas mediante la correccidn Kimura-2-parametros (Kimura,
1980). Las representaciones se realizaron para las regiones exonicas y para
las tres posiciones de coddn en conjunto. También se realizaron separando las
terceras posiciones de codén y/o para transiciones y transversiones por
separado. Asimismo, se representaron las distancias aminoacldicas no
corregidas entre pares de especies frente a las distancias corregidas mediante
la correccion de Poisson. Las matrices de distancias, en todos los casos, se
obtuvieron mediante el programa MEGA (Kumar et al, 2004). La
representacion se realizé introduciendo las matrices en el programa DIPLOMO
(Weiller y Gibbs, 1995) y posteriormente en el programa Microsoft Office Excel
2003 (Microsoft Corporation).

3.6. Test de tasas relativas

La posible existencia de especies o grupos de especies con tasas de
sustitucion significativamente aceleradas se estudié inicialmente mediante el
programa RRTree (Robinson-Rechavi y Huchon, 2000). El programa realiza un
analisis conjunto de todas las secuencias presentes en un alineamiento,
permitiendo ademas la creacion de grupos. Para cada gen, se cre6 un grupo
con las secuencias de cada subfamilia y tribu (ver tabla 1.1). El analisis de
tasas relativas se realiz6 también para el conjunto de datos combinados ntLEA
(ver apartado 3.7). Se utiliz6 el programa tanto sobre las secuencias
nucleotidicas, que se trataron en todos los casos como no codificantes, como
sobre las secuencias aminoacidicas. Para aquellos genes en los que se revel6
claramente la existencia de saturacion en terceras posiciones de codén,
también se utiliz6 el programa sobre Unicamente las posiciones primera y
segunda. El nivel de significatividad de los test fue modificado segun las
sugerencias del autor, dividiendo el nivel de significatividad inicial (a=0'05) por
el numero de grupos creados en cada test.
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A partir de los resultados obtenidos en este analisis global y de los
resultados preliminares del anélisis filogenético, se utilizé6 también el programa
PHYLTEST (Kumar, 1995) para la deteccion de tasas aceleradas. Este
programa permite la comparacion de las tasas de sustitucion nucleotidica entre
pares de especies o pares de grupos de especies, eligiendo un grupo externo y
sin incluir el resto de secuencias presentes en el alineamiento de entrada. La
principal diferencia respecto al programa RRTree es la posibilidad de elegir un
grupo externo mas cercano al par de grupos comparados, sin que éste sea
necesariamente el mismo (Daktulosphaira vitifoliae en este estudio) en todas
las comparaciones. Para el programa PHYLTEST, las distancias se corrigieron
mediante la correccién de Kimura-2-parametros (Kimura, 1980).

3.7. Reconstruccion filogenética molecular
a) Anilisis independientes

Las secuencias de cada uno de los genes analizados en el presente trabajo
se utilizaron en dos tipos de andlisis filogenético. Por un lado, cada uno de los
genes se analiz6 por separado mediante méxima verosimilitud en el programa
PAUP* v4.0b10 (Swofford, 2002). Por otro lado, se crearon varios conjuntos de
datos mediante la concatenacion de las secuencias con el objetivo de realizar
un analisis combinado de los genes mediante varios métodos de
reconstruccion filogenética (ver apartado 3.7.b).

La reconstruccion filogenética molecular mediante maxima verosimilitud,
unico método empleado en los andlisis independientes de los genes, implica la
busqueda del arbol con un valor mayor de verosimilitud. La verosimilitud se
calcula mediante una ecuacién cuyo valor depende de la topologia del arbol y
de la longitud de sus ramas, asl como de los parametros presentes en el
modelo de sustitucion nucleotidica empleado en la reconstruccion (Lewis,
2001). Los analisis independientes de las secuencias se realizaron con
diversas variaciones. Por un lado, para aquellos genes para los que se detecté
la evidencia de saturaciéon en las terceras posiciones de codén, el andlisis se
llevé a cabo tanto con la secuencia exénica completa como con Unicamente las
posiciones primera y segunda de codén. Por otro lado, en algunos anélisis se
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eliminaron algunas especies 0 grupos de especies, tras observar la posicion
que ocuparon en las primeras reconstrucciones, incongruentes con su posicion
taxondmica. Asimismo, se realizaron algunas reconstrucciones eliminando la
especie utilizada como grupo externo, Daktulosphaira vitifoliae. Por ultimo, se
llevaron a cabo también andlisis en los que las topologias fueron constrefidas
a mantener ciertos grupos, basados en los resultados preliminares obtenidos
en las reconstrucciones sin grubo externo.

Para cada analisis realizado, la eleccion del modelo de sustitucion
nucleotidica a emplear se lievé a cabo mediante el programa Modeltest v3.7
(Posada y Crandall, 1998) en conjuncion con PAUP*. El programa se utiliz6 dos
veces de forma iterativa para minimizar la posible influencia del arbol de
enfrada. Para la primera vez, el arbol de entrada fue el arbol reconstruido
mediante el algoritmo neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987) por el programa
Modeltest a partir del alineamiento de las secuencias. Posteriormente, el
modelo y los parametros resultantes se emplearon para obtener un arbol
mediante maxima verosimilitud con el programa PAUP*. Este arbol se utilizd
como nuevo arbol de entrada para la iteracion del programa Modeltest. El
modelo y los parametros resultantes de esta repeticion se eligieron para la
reconstruccion por maxima verosimilitud en PAUP* Para la eleccion del
modelo se utilizé el criterio de informacion de Akaike. Si el peso del modelo
elegido mediante este criterio era superior a 0’95, se utilizaron los parametros
de este modelo. En caso contrario, los parametros empleados fueron las
medias ponderadas de todos los modelos, facilitadas también por el programa
Maodeltest (Posada y Buckley, 2004). En aquellos casos en los que se
emplearon las medias ponderadas, se indica de todos modos en los arboles
corespondientes cual fue el modelo de mejor ajuste.

Las busquedas heuristicas por maxima verosimilitud se llevaron a cabo
mediante el algoritmo TBR, con 100 repeticiones de adicién de secuencias al
azer. Las reorganizaciones de cada repeticiéon se limitaron a 3000 para acotar
el fempo empleado en cada blusqueda. Para estimar la confianza estadistica
de los nodos se emple6 el método de bootstrap (Felsenstein, 1985). En este
meodo se genera un namero determinado de pseudorréplicas del conjunto de
dabtrs, del mismo tamafio que el conjunto original y creado a partir de la
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eleccion al azar de posiciones del mismo, con reemplazoi Las pseudorréplicas
son posteriormente utilizadas para realizar nuevas reconstrucciones
filogenéticas con el mismo método empleado para la reconstruccion a partir de
los datos originales. El apoyo a cada nodo del arbol original consiste en la
proporciéon de arboles obtenidos a partir de las pseudorréplicas en los que
aparece dicho nodo, y generalmente se expresa en porcentaje. Para los
andlisis independientes realizados mediante maxima verosimilitud, se
realizaron bisquedas heuristicas a partir de 300 pseudorréplicas de bootstrap,
con el algoritmo TBR y una sola adicién de secuencias al azar, limitando las
reorganizaciones a 500.

Los andlisis se realizaron también a partir de las correspondientes
secuencias de aminoacidos, inferidas a partir de cada gen mediante el
programa MEGA. Las basquedas heuristicas por maxima verosimilitud se
llevaron a cabo, en esta ocasion, mediante el programa PHYML (Guindon y
Gascuel, 2003), aplicando 300 pseudorréplicas de bootstrap. El modelo de
sustitucion aminoacidica de mejor ajuste a cada una de las secuencias se
determiné mediante el programa ProtTest v1.4 (Abascal et al., 2005), en su
versién para Windows.

b) Analisis combinado

Congruencia filogenética entre genes

Se utilizaron dos métodos estadisticos para estudiar la congruencia
filogenética entre todos los posibles pares de genes analizados en este trabajo.
El test de homogeneidad de la particion (también denominado PHT o ILD)
(Farris et al., 1995) se implementé en PAUP* con este objetivo, realizando una
comparacién global de todos los genes asi como comparaciones por parejas.
El segundo método estadistico consisti6 en la utilizaciébn del test SH
(Shimodaira y Hasegawa, 1999). Para cada par de genes, se valoré mediante
este test si los valores de verosimilitud de los arboles maximo verosimiles
obtenidos a partir de cada uno de ellos eran significativamente distintos,
utilizando como datos el alineamiento de uno de los genes, primero, Y,
posteriormente, el del otro gen.
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Anélisis combinado

Las secuencias nucleotidicas de los cuatro genes previamente analizados
por separado se utilizaron también de manera combinada para el analisis
filogenético molecular. Se crearon en concreto dos conjuntos de datos
combinados, que seran en adelante denominados conjunto de datos ntLEA y
conjunto de datos ntLEAC. En estos conjuntos, las secuencias de los distintos
genes se concatenaron para aquellas' espedies para los que estaban
disponibles. En algunos casos, se concatenaron las secuencias de distintos
genes para especies diferentes pero pertenecientes a un mismo género (ver
tabla 1.1). El conjunto de datos denominado ntLEA se cre6 a partir de los
genes nucleares Iwrh y effa y el gen mitocondrial atp6. Para estos tres genes
se disponia de secuencias de un mayor numero de especies (0 géneros) en
comun: 34 especies en total, incluyendo la especie externa D. vitifoliae.
Ademas, en este conjunto de datos se eliminaron aquellas posiciones de codén
que, para estos genes, mostraron en los analisis previos estar claramente
saturadas. Asi, este conjunto de datos combinados ntLEA se cred mediante la
concatenacion de las posiciones de cod6n primera y segunda del gen Iwrh,
todas las posiciones del gen effa y las posiciones de coddn primera y segunda
del gen afp6. Para el conjunto de datos ntLEAC se siguié el criterio de
concatenar todos los datos moleculares disponibles para las especies (0
géneros). Asi, el conjunto de datos ntLEAC se cred mediante la concatenacion
de todas las posiciones de codon y todos los genes (fwrh, efla, atp6 y coll)
para un grupo de 20 especies, incluyendo la especie externa.

Los conjuntos de datos combinados se analizaron mediante varios métodos
de reconstruccién filogenética molecular. Por un lado, se utilizé maxima
verosimilitud en PAUP*, de manera andloga a los analisis de cada gen por
separado, con algoritmo TBR, 100 réplicas de adicién de secuencias al azar, un
limite de 3000 reorganizaciones por réplica, y 300 pseudorréplicas posteriores
de bootstrap. Para cada analisis, el modelo de sustitucién nucleotidica se
selecciond mediante el programa Modeltest tal y como se ha explicado en el
apartado 3.7.a.

El algoritmo neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987) se eligi6 para realizar las
reconstrucciones filogenéticas basadas en distancias. Los métodos basados en
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distancias implican el calculo de un valor de distancia entre cada par de
secuencias, a partir del nimero de diferencias nucleotidicas 0 aminoacidicas
entre ellas (Lewis, 2001). Posteriormente, se utiliza un algoritmo para realizar la
reconstruccion filogenética a partir de la matriz de distancias calculadas. Para
las reconstrucciones realizadas en este estudio, se utiliz6 el algoritmo neighbor-
joining, tal y como se implementa en PAUP* a partir de las distancias
calculadas en cada caso con el modelo de sustitucion nucleotidica obtenido en
el programa Modeltest En esta ocasién, se llevaron a cabo 2000
pseudorréplicas de bootstrap para la evaluacion de la confianza estadistica de
los nodos.

El programa PAUP* también se utiliz6 para la reconstruccion por maxima
parsimonia. Este método consiste en la busqueda del arbol que consiga
explicar las diferencias entre las secuencias analizadas mediante el menor
namero de cambios nucleotidicos o aminoacidicos (Lewis, 2001). En este
estudio se emplearon blsquedas heuristicas con el algoritmo TBR, con 5000
réplicas de adicién al azar de secuencias y sin limite en el nimero de
reorganizaciones por réplica. Tras la busqueda, se lievaron a cabo 2000
pseudorréplicas de bootstrap, mediante TBR y una tnica adicién de secuencias
al azar.

Finalmente, ambos conjuntos de datos se analizaron mediante inferencia
bayesiana con el programa MrBayes v3.1.2 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001).
Este método de reconstruccion esta intimamente ligado al método de maxima
verosimilitud, ya que busca también maximizar el valor de una ecuacion en la
que intervienen la topologia y las longitudes de las ramas asi como los
parametros del modelo de sustitucion nucleotidica. Sin embargo, en lugar de
buscar entre los posible arboles aquél que maximiza la funcién en base a unos
parametros establecidos, la inferencia bayesiana supone una bisqueda
paulatina en la que se van modificando tanto la topologia y las longitudes de las
ramas como todos los parametros del modelo, en busca del conjunto de
cambios que maximizan la ecuacioén (Lewis, 2001). Por otro lado, la inferencia
bayesiana permite realizar simultaneamente un método de apoyo estadistico a
los nodos diferente del bootstrap. Los nodos llevan asociados una probabilidad
a posteriori, que indica la proporcion de arboles generados durante la

-68 -



Filogenia molecular de Aphididae

busqueda en los que aparece el nodo en cuestion. Generalmente se elimina
una fraccion inicial de los arboles por no presentar aln un valor elevado de
verosimilitud. Para cada conjunto de datos combinados se realizaron dos
aproximaciones diferentes en lo que concierne a las particiones creadas en el
programa: una particion por cada gen o una particion por cada posicion de
codén de cada gen. Asl, para el conjunto de datos ntLEA, los analisis se
lievaron a cabo con 3y 7 particioneé, res‘pe‘cti\/armente, y para el conjunto de
datos ntLEAC, con 4 y 12 particiones, respectivamente. En todos los casos se
establecieron 2 ejecuciones paralelas del programa de 6 cadenas Markov cada
una, con 10° generaciones iniciales, utilizando los valores por defecto del resto
de parametros. La convergencia entre las cadenas se evalué mediante el
programa Tracer v1.4 (Rambaut y Drummond, 2003). Si tras las primeras 10°
generaciones la convergencia no habfa sido alcanzada, se continué el analisis
mediante la adicion de 10° generaciones consecutivamente hasta la
convergencia entre cadenas o hasta un maximo de 4x10° generaciones. En
aquellas ocasiones en las que la convergencia tampoco habia sido alcanzada
en este momento, el andlisis se reinici6 cambiando la temperatura de las
cadenas a 0’1 y el parametro A del mecanismo de propuesta “Cambiar
topologia y longitudes de rama con LOCAL" a 0’4. Estas medidas se tomaron a
partir de las sugerencias del manual del programa MrBayes (Huelsenbeck y
Ronquist, 2001) para condiciones en las que es dificil alcanzar la convergencia.
En cualquiera de los casos, los arboles se guardaron cada 100 generaciones, y
se calculd un arbol de consenso con las probabilidades a posteriori a partir de
estos arboles, desechando una fraccion inicial del 25%.

En los analisis combinados, al igual que en los separados, se realizaron las
reconstrucciones en distintas condiciones, eliminando algunas especies o
grupos de especies para los que se obtuvieron posiciones filogenéticas
incongruentes con las clasificaciones taxonémicas. Se llevaron a cabo,
asimismo, reconstrucciones sin la presencia de'la especie usada como grupo
externo y reconstrucciones constrefiidas a mantener en la topologia algunos
grupos determinados, en funcion de algunas topologias obtenidas en los
andlisis independientes.
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De manera analoga a lo realizado para las secuencias nucleotidicas, las
secuencias de aminoacidos inferidas se utilizaron también para crear dos
conjuntos de datos combinados. La concatenacién de las secuencias de
aminoacidos de los genes nucleares Iwrh y effa y el gen mitocondrial atp6 para
34 especies de pulgones (incluyendo la especie externa) se denominé conjunto
de datos de aminoacidos aalLEA. El conjunto de datos creado mediante la
adicién del gen coll se denominé conjunto de datos aaLEAC, y contenia un
total de 20 especies. Ambos conjuntos se analizaron mediante métodos de
reconstruccion filogenética equivalentes a los empleados para los conjuntos de
datos combinados de nucleétidos. El programa PHYML se utilizd para las
reconstrucciones mediante maxima verosimilitud, seleccionando el modelo de
sustitucion aminoacidica resultante del programa ProtTest. El programa MEGA
permiti6 el analisis mediante neighbor-joining con el modelo JTT, el cual ocupd
siempre una posicion elevada en la clasificacion de mejores modelos facilitada
por ProtTest. En ambos casos se llevaron a cabo 300 pseudorréplicas de
bootstrap. El andlisis por maxima parsimonia se realizé gracias al programa
PAUP*, con algoritmo TBR, 100 repeticiones de adiciones al azar de
secuencias y 2000 pseudorréplicas de bootstrap. Por ultimo, los conjuntos
combinados de aminoacidos se analizaron mediante inferencia bayesiana con
el programa MrBayes, creando una particién para cada proteina incluida. El
resto de condiciones fueron idénticas a las descritas para el analisis por
inferencia bayesiana de los conjuntos de datos combinados de nucleétidos,
salvo por el numero empleado de generaciones. Un total de 5x10°
generaciones fueron en todos los casos suficientes para la convergencia entre
las dos cadenas paralelas, segin se comprobd con el programa Tracer.

3.8. Comparacion de hipétesis filogenéticas alternativas

Para la comparacién estadistica de topologias alternativas se utilizaron los
test SH (Shimodaira y Hasegawa, 1999), tal y como se implementa en PAUP*,
y ELW (Strimmer y Rambaut, 2002), mediante el programa TREE-PUZZLE.
Las comparaciones se realizaron tnicamente utilizando el conjunto de datos
combinados ntLEA. Se cred, para ambos programas, un conjunto de 30
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topologias alternativas. En la tabla 1.8, del apartado de resultados 4.4, puede
observarse una breve descripcion de cada uno de los arboles incluidos. La
topologla concreta de cada uno de ellos puede consultarse en el Anexo i,
incluido en el CD adjunto. En este conjunto se incluyeron las topologias
maximo verosimiles obtenidas en los analisis separados de cada uno de los
genes y las correspondientes a los analisis de los conjuntos de datos
combinados con los diferentes métodoé de' réconstruccién. Asimismo, se
incluyeron las topologias propuestas a partir de datos morfolégicos por Heie y
Wojciechowski, y otras topologias en las que se incluyeron relaciones
especificas entre subfamilias que aparecen en las filogenias morfolégicas,
como la relacion entre Aphidinae y Lachninae o entre Thelaxinae y las
subfamilias que formaban la familia Drepanosiphidae en la clasificacion de Heie
(Heie, 1980) (ver Introduccion general, apartado 2.2). Para estos Ultimos casos
se busc6, empleando el conjunto de datos ntLEA, la topologia maximo
verosimil que mantuviera las relaciones propuestas por Heie, Wojciechowski, o
las relaciones particulares mencionadas. Las busquedas se realizaron con el
programa PAUP* con las mismas condiciones descritas en los apartados
anteriores.
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4. Resultados
4.1. Caracterizacion de las secuencias

a) Comprobacion de la ortologia de las secuencias del gen de la
opsina sensible a longitud de onda larga

El gen que codifica la opsina de longitud de onda larga (/wrh) pertenece a
una familia génica de, al menos, 6 genes en Drosophila melanogaster, cada
uno de los cuales codifica una proteina adaptada a la funcién de recepcion de
la sefial luminosa de distintas longitudes de onda. El numero de genes
pertenecientes a esta familia existente en los pulgones no se conoce aan. Con
el fin de comprobar que todas las secuencias amplificadas en este trabajo
correspondian al gen /wrh, y no a alguno del resto de genes paralogos de la
familia, se construy6 un arbol filogenético incluyendo las secuencias obtenidas
de pulgones asi como secuencias de distintos representantes de la familia
génica y de diversas especies de insectos pertenecientes a otros érdenes.
Dada la alta divergencia existente entre estos taxones, se realiz6 la
reconstruccion filogenética a partir de las secuencias de aminoacidos, mediante
el algoritmo neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987) en el programa MEGA v3.1
(Kumar et al., 2004), sobre las distancias con correccién Poisson y con 1000
pseudorréplicas de bootstrap. La figura 1.4 muestra el arbol resultante del
andlisis. En éste, la agrupacién monofilética, con un apoyo estadistico elevado
(valor de bootstrap de 93%), de todas las secuencias obtenidas para las
especies de pulgones confirma la pertenencia de todas ellas al gen /wrh y, por
tanto, su ortologia. Ademas, las secuencias de pulgones se agruparon dentro
del clado de las opsinas de longitud de onda larga junto con la secuencia
amplificada de Daktulosphaira vitifoliae (familia Phylloxeridae) con un apoyo
estadistico del 100%. Este resultado, asi como la clara separacion entre esta
secuencia y las de los representantes de la familia Aphididae, apoya la validez
de esta especie como grupo externo.
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Figura 1.4. Arbol obtenido mediante neighbor-joining a partir de las secuencias aminoacidicas de
distintos miembros de la familia génica de las opsinas y de especies de insectos de diversos
ordenes, incluyendo las secuencias obtenidas en este trabajo. Distancias corregidas mediante la
correccion de Poisson. Se muestran los valores de bootstrap mayores que 50% de un total de 1000

pseudorréplicas.
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b) Caracterizacién de la variabilidad genética, composicién
nucleotidica y homogeneidad de las secuencias

Gen de la opsina sensible a longitud de onda larga

Una vez eliminadas las regiones correspondientes a los cebadores
empleados en la amplificacion mediante PCR, las secuencias gendmicas
utilizadas en el alineamiento del gen Iwrh variaron en longitud entre los 1544
nucleétidos de Eulachnus rileyi y los 990 de Thelaxes suberi. Para las especies
Acyrthosiphon pisum, Aphis spiraecola, Megoura viciae, Rhopalosiphum padi y
Tuberolachnus salignus s6élo se obtuvo la secuencia de cDNA, con una longitud
de 739 nucledtidos en todos los casos. El fragmento amplificado en la PCR
incluia 2 exones parciales, 3 exones completos y 4 intrones. La secuencia es
homoéloga a la regién que abarca las posiciones 312 a 1099 del transcrito
Dmel\Rh6-PB del gen homélogo en Drosophila melanogaster. La variacion en
longitud observada correspondi6 en su totalidad a las regiones
correspondientes a los intrones. En particular, el cuarto introbn secuenciado
resulté ser mas largo en las especies pertenecientes a la subfamilia Lachninae,
particularmente en Cinara tujafilina y, sobre todo, en Eulachnus rileyi. La
especie Cinara lujafilina también present6é una longitud mayor en el segundo
intron, y la especie externa, Daktulosphaira vitifoliae, en el primero. El
alineamiento de los intrones no pudo realizarse de manera fiable salvo para
géneros muy cercanos, y, en estos casos, generalmente s6lo para una
pequefia parte de estas regiones génicas. Dado que el interés de este capltulo
se centra principalmente en las relaciones entre los grandes grupos de la
familia Aphididae, se decidi6 prescindir de las secuencias de los intrones,
utilizando s6lo el alineamiento de los exones para el analisis filogenético global.
No se hallé ninguna insercién o delecion (gap) para ninguna secuencia en
estas regiones, teniendo el alineamiento definitivo un total de 739 nucleétidos.
En la tabla 1.3 pueden consultarse los numeros de sitios variables e
informativos hallados para esta secuencia entre las especies de pulgones,
analizadas sin incluir la especie externa, tanto para el alineamiento de
nucleétidos como para el correspondiente a las secuencias aminoacidicas
inferidas.
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El test )(2 de homogeneidad de composicion de las secuencias reveld
diferencias significativas en la composicion nucleotidica para la especie
externa, Daktulosphaira vitifoliae, y las especies de pulgones Tetraneura
caerulescens, Tuberolachnus salignus y todas las representantes de la tribu
Fordini a excepcion de Smynthurodes betae. Los test analogos realizados
sobre so6lo las posiciones primera y segunda de codén no mostraron diferencias
significativas para' ninguna eépecie. El mismo/ résultado se obtuvo cuando el
test se llevd a cabo utilizando las secuencias de aminoacidos, que resultaron
ser homogéneas en su composicién. La composicién de las secuencias para
cada posicién nucleotidica y para aminoacidos puede consultarse en el Anexo
Il incluido en el CD adjunto. Tanto D. vitifoliae como T. caerulescens
presentan un sesgo hacia A+T, mucho mas drastico en las terceras posiciones
de codon, aunque también notable en la primera posicién. Para las especies de
la tribu Fordini (salvo S. befae) el sesgo composicional es hacia una
disminucién en A+T, también mas notorio en tercera posicién de codén y
ligeramente apreciable en primera posicion. Todos los test se repitieron
excluyendo la especie externa, con el objetivo de comprobar la influencia de su
sesgo en composicion. El resultado fue en todos los casos cualitativamente
idéntico salvo porque 7. salignus no tuvo diferencias significativas, aunque su
p-valor fue cercano al nivel de significatividad (0'058).

La secuenciacién del gen de la opsina desvel6 un detalle interesante en la
secuencia del cuarto intrén. Para algunas de las especies utilizadas, el
dinucledtido de inicio del intrén no sigue la secuencia canénica GT, la cual ha
sido sustituida por el dinucleétido GC. Ademas, el cambio parece ser
evolutivamente labil, ya que su presencia o ausencia en las distintas especies
no concuerda con los resultados filogenéticos obtenidos. Por ejemplo, ambos
estados se hallan en las dos especies analizadas de la tribu Pemphigini y
también en las dos de la tribu Eriosomatini. Este hecho sugiere que el cambio
puede no ser neutro, sino estar bajo presién selectiva por tener alguna
influencia en la eliminacién del intrén durante la maduracion del mRNA. La
existencia de dinucleétidos diferentes a la regla GT-AG en intrones ha sido
previamente documentada. Burset et al. (2000; 2001) construyeron una base
de datos con las secuencias, canbnicas y no canénicas, de inicio y fin de
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intrones de genes de mamiferos, en la que el par GC-AG representa el 0'56%.
La presencia del dinucleétido GC-AG puede estar relacionada con la existencia
de un procesado alternativo de los intrones (Burset et al., 2000; Burset et al.,
2001).

Gen del factor de elongacién 1a

Al igual que lo descrito para el gen Iwrh, los intrones del gen del factor de
elongacion de la traducciéon 1a (effa) resultaron ser demasiado divergentes
como para poder ser alineados de manera fiable. Para este gen, el fragmento
amplificado incluia 2 exones parciales, 2 exones completos y 3 intrones, y es
homologo a la regién que abarca las posiciones 326 a 1156 del transcrito
DmelEF1a48D-RB del gen homoélogo en Drosophila melanogaster. Las
secuencias variaron en longitud entre 995 (Anoecia sp.) y 1095 nucleétidos
(Tetraneura caerulescens). Para las especies Eriosoma lanuginosum,
Eulachnus rileyi y Pemphigus populi s6lo se obtuvo la secuencia de cDNA, con
una longitud de 831 nucledtidos. La secuencia de la especie externa,
Daktulosphaira vitifoliae, tuvo una longitud de 897 nucleétidos, debido a la
ausencia del segundo y el tercero de los intrones hallados en las especies de la
familia Aphididae. El alineamiento de los exones no presentd ningin gap,
teniendo una longitud total de 831 nucleétidos. En la tabla 1.3 pueden
observarse los datos referentes a los sitios variables e informativos hallados
para este gen. El andlisis de la variabilidad de las secuencias confirmé su
extremado nivel de conservacion. La distancia media entre pulgones para los
exones de este gen (0'095) es poco mayor que la mitad de la hallada para el
gen Ilwrh (0'168), siendo ambas secuencias nucleares. Casi el 86% de la
variabilidad de la secuencia se halla en las terceras posiciones de codén, por lo
que el analisis filogenético se realiz6 siempre sobre el conjunto de la
secuencia. Por otro lado, no se llevé a cabo ningln analisis a pa}'tir de las
secuencias inferidas de aminoacidos, dado que s6lo se hallaron 11 posiciones
parsiménicamente informativas en su alineamiento (ver tabla 1.3). La
homogeneidad de la composicion de las secuencias no fue completa por
diferencias significativas en la composicién de D. vitifoliae y Baizongia
pistaciae, con sesgos hacia A+T y hacia G+C, respectivamente. El p-valor de!
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test para la especie T. caerulescens fue de 0091, cercano al nivel de
significatividad de 0’05, debido aparentemente a una tendencia hacia un mayor
contenido en A+T (ver Anexo Ill). Ninguna especie mostréd diferencias
significativas en composicién aminoacidica o cuando se excluyeron las terceras
posiciones de codén. Los resultados fueron cualitativamente idénticos al
realizar los test sin la presencia de la especie externa.

Gen de la subunidad 6 de la ATPasa-F

En el alineamiento del gen mitocondrial que codifica la subunidad 6 de la
ATPasa-F (atp6) se hallé la delecion de un codén en la secuencia de Cinara
cupressi y la insercién de otro cod6én en la correspondiente a Tetraneura
caerulescens. Para la mayoria de pulgones, la secuencia de este gen tenia una
longitud de 654 nucledtidos. Tras la eliminacion de las zonas con gaps antes
mencionadas, el alineamiento resultante tenia 651 nucleétidos. El gen presentd
una variabilidad mayor que ambos genes nucleares (ver tabla 1.3). Tanto las
secuencias nucleotidicas como las respectivas secuencias inferidas de
aminoacidos mostraron homogeneidad en su composicion en los test x?
realizados con el programa TREE-PUZZLE.

Gen de la subunidad I de la citocromo oxidasa

Las secuencias recopiladas a partir de estudios anteriores para el gen
mitocondrial de la subunidad Il de la citocromo oxidasa (colf) contenian una
regién comun sin gaps de 531 nucleétidos, que se alinearon y se utilizaron para
el analisis filogenético. La secuencia mostr6 una variabilidad menor que el gen
mitocondrial atp6, y comparable a la presente en la secuencia del gen nuclear
fwrh (ver tabla 1.3). Los test X? para la comprobacion de la homogeneidad de la
composicion de las secuencias no revelaron diferencias significativas para este
gen en ninguna especie, ni para nucleétidos ni para aminoacidos.
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Tabla 1.3. Resumen de datos relativos a los genes analizados.

Nucleétidos Aminoacidos
Alineamiento Nl]g1eero Longitud?2 Pos_iciones _ Posicio_nes Posi-ciones _Posici0|_1es Distar]cias sat:rr‘a?c’:gén
especies variables3 informativas4 variables informativas medias5 posicioné
Iwrh 34 739 165/383 124/322 103 75 0.168 Si
efla 46 831 39/273 24 ] 229 25 11 0.095 No
atp6 36 651 196/399 137/325 131 108 0.191 Si
coll 48 531 103/261 72/210 75 55 0.128 Si
nt/aa-LEA 34 1757 620 473 257 193 - -
nt/aa-LEAC 20 2749 1122 835 276 196 - -

'Numero de especies analizadas para cada gen y para los conjuntos de datos combinados, incluyendo el outgroup 2Numero total de posiciones
nucleotidicas usadas en los andlisis filogenéticos, incluyendo todas las posiciones de coddn de cada gen excepto en el conjunto de datos combinados,
donde las terceras posiciones de codon de los genes Iwrh y atp6 no se incluyeron. Numero de posiciones variables en posiciones primera y segunda de
codon / numero de posiciones variables total (excluyendo el outgroup en ambos casos). "Numero de posiciones parsiménicamente informativas en
posiciones primera y segunda de codon / nimero total de posiciones parsimonicamente informativas (excluyendo el outgroup en ambos casos). Para los
conjuntos de datos combinados, solo se muestran los numeros totales de posiciones variables e informativas. Sistancias nucleotidicas medias sin corregir
entre las especies de pulgones, excluyendo el outgroup, expresadas en numero de sustituciones por posicion nucleotidica. 8videncia de saturacion de
sustituciones nucleotidicas en terceras posiciones de codén (ver apartado 4.1.c).



Filogenia molecular de Aphididae

c) Analisis de saturacion de posiciones nucleotidicas

En las figuras 1.5 a 1.7 se muestran algunas de las representaciones de las
curvas de saturacion obtenidas para los cuatro genes empleados en esta tesis
doctoral asi como para los conjuntos de datos ntLEA y aaLEA. Para cada gen,
se muestra una representacion conjunta de las curvas de saturacién paré las
posiciones de codén primera y segunda (en verde) y para la tercera posicion de
codoén (en azul; figuras 1.5 y 1.6). Ademas, para los genes effa (figura 1.5) y
atp6 (figura 1.6) se muestra una figura con las curvas de saturaciéon para las
distancias calculadas considerando sélo la tercera posicion y separando
transiciones y transversiones. La totalidad de las curvas de saturacion
realizadas puede consultarse en el Anexo IV del CD adjunto. La representacion
de las curvas a partir de los alineamientos de los genes mitocondriales usados
para el analisis filogenético, en los que no existia mas de una especie de un
mismo género, ‘revel6 la existencia de un vacio en la porcion inicial de la curva
por la falta de distancias genéticas bajas. Este vacio dificultaba la apreciacién
de la existencia o no de saturacién en las posiciones nucleotidicas. Por ello,
para la representacion de las curvas de saturacién de los genes afp6 y coll se
afadieron varias secuencias, no incluidas en el analisis filogenético global, a
los alineamientos. Concretamente, en el alineamiento del gen afp6 se
anadieron varias secuencias de las especies Forda formicaria, Hyalopterus
pruni, Paracletus cimiciformis y Rhopalosiphum padi, asi como una secuencia
de cada una de las especies Forda riccobonii, Paracletus donisthorpei y
Pemphigus bursarius. En el alineamiento del gen coll se afiadieron secuencias
de otras especies para los siguientes géneros, previamente representados:
Aphis, Brachycaudus, Chaitophorus, Hamamelistes, Hormaphis, Macrosiphum,
Myzus, Pemphigus, Sitobion 'y Uroleucon.

Ninguna de las curvas obtenidas para secuencias de aminoacidos para los
distintos genes o para el conjunto de datos combinados aalLEA mostro la
existencia de saturacién, ni siquiera para los pares de especies mas alejados.
No obstante, si se observé la existencia de saturacién para varias de las
secuencias nucleotidicas. En particular, las terceras posiciones de codén del
gen Iwrh reflejaron un alto grado de saturacion (figura 1.5), hecho que condujo
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a prescindir de estas posiciones en la mayor parte de los analisis, utilizando en
ellos unicamente las posiciones primera y segunda, que no mostraron
evidencias de saturacion. También quedd patente un cierto grado de
saturacién, aunque menor que en el gen /wrh, en las terceras posiciones de
codén del gen effa. La figura 1.5 muestra la separacién en transiciones y
transversiones de las distancias nucleotidicas de las terceras posiciones de
codén de este gen. Estas representaciones/revelan que la causa de saturacion
se halla de forma casi exclusiva sélo en las transiciones. Por ello, y dado que fa
informacion filogenética presente en las posiciones primera y segunda de esta
secuencia es muy reducida, se decidié utilizar las tres posiciones de codén de
este gen para los analisis filogenéticos posteriores.

En las graficas obtenidas para el gen mitocondrial aip6 las terceras
posiciones de codon mostraron también un grado de saturacidén menor que las
del gen /wrh, similares al hallado en el gen effa (figura 1.6). Sin embargo, a
diferencia de lo que ocurre en este gen nuclear, la separacion en transiciones y
transversiones de las distancias en tercera posicion del gen aip6 si mostraron
la existencia de saturacion para ambos tipos de sustitucidon nucleotidica.
Debido a esta circunstancia la tercera posicidbn de codén de este gen fue
eliminada de la mayoria de analisis filogenéticos, tal y como se realiz6 en el
estudio previo de Martinez-Torres et al. (2001). Asl, en el conjunto de datos
combinados creado a partir de datos no saturados (ntLEA) se incluyeron las
posiciones primera y segunda de los genes wrh y atp6, y todas las posiciones
de codén del gen effa. En el caso del gen coll, la evidencia de saturacién en la
tercera posicion condujo a realizar los analisis filogenéticos independientes
sobre esta secuencia con todas las posiciones de codon, primero, y la
eliminacién de la tercera posicion, posteriormente. Pese a la evidencia de
saturacion en las terceras posiciones de algunos genes, el conjunto de datos
moleculares totales (ntLEAC) se cre6 afiadiendo todas las posiciones de codon
de cada secuencia. El objetivo de la creacion de este conjunto de datos fue la
utilizacién de todos los datos moleculares disponibles para las 20 especies
utilizadas, sin la eliminacién de ninguna posicion de las regiones exénicas.

~

-80-



0,7
0,6

0,5

0,2

0,05

(X4
¢ lwrh 3
¢ lwrh 12
0,5
Iwrh 12/3K2
¢ efla 3 ti

0,2 0,3 0,4 0.5 0,6 0,7
efia 3ti K2

- W

0,45
0,4
0,35
0,3
0,25

0.2
0,15

0,05

0,16
0,14

0,12

0,08
0,06
0,04
0,02

0,2

0,05

0,4
efla 12/3 K2

efla 3tvK2

Filogenia molecular de Aphididae

+ efla 3
m efla 12

0,6 0,8

¢ efla 3tv

0,15 0,2

Figura 1.5. Curvas de saturacion obtenidas para los genes nucleares. Distancias nucleotidicas sin corregir frente a
distancias corregidas mediante la correcciéon de Kimura 2-parametros. a) posiciones de codéon primera+segunda
(verde) y tercera (azul) del gen Iwrh. b) posiciones de codén primera+segunda (verde) y tercera (azul) del gen efla.
c) transiciones de tercera posicion del gen efla. d) transversiones de tercera posicion del gen efla.
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Figura 1.6. Curvas de saturacion obtenidas para los genes mitocondriales. Distancias nucleotidicas sin corregir frente a
distancias corregidas mediante la correccion de Kimura 2-parametros. a) posiciones de codén primera+segunda (verde)
y tercera (azul) del gen atp6. b) posiciones de coddn primerat+segunda (verde) y tercera (azul) del gen coll. c)
transiciones de tercera posicion del gen afp6. d) transversiones de tercera posicion del gen atp6.
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Figura 1.7. Curvas de saturacion obtenidas para los conjuntos de
datos combinados ntLEA y aalLEA. a) Distancias nucleotidicas sin
corregir frente a distancias corregidas mediante la correccion de
Kimura-2-parametros. b) Distancias aminoacidicas sin corregir
frente a distancias corregidas mediante la correccion de Poisson.

4.2. Test de tasas relativas

La primera aproximacion al analisis de la existencia de tasas relativas de
sustitucion aceleradas entre grupos de pulgones se realizd mediante el
programa RRTree (Robinson-Rechavi y Huchon, 2000). Este programa realiza
de manera simultanea todas las comparaciones por parejas posibles entre los
grupos previamente definidos, utilizando siempre el mismo outgroup, que, en
este caso, fue Ila especie perteneciente a la familia Phylloxeridae,
Daktulosphaira vitifoliae. En la tabla 1.4 se recogen todas aquellas
comparaciones en las que alguno de los grupos establecidos mostré tener
tasas significativamente aceleradas frente a otro. Para los genes nucleares,
ninguna de las comparaciones resulto significativa cuando éstas se realizaron a

partir de los datos de aminoacidos o cuando se tuvieron en cuenta solo las
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posiciones primera y segunda de coddn. Cuando se consideraron todas las
posiciones nucleotidicas, la tribu Fordini mostré tasas aceleradas en varias
comparaciones para ambos genes. En el caso del gen /wrh, esta tribu mostré
aceleracién respecto a las otras dos tribus de su misma subfamilia
(Eriosomatinae). Ademas, para esta misma secuencia, la tribu Lachnini también
apareci6 como mas acelerada que su tribu hermana, Eulachnini, y que la
especie Thelaxes suberi. En el andlisis de las secuencias del gen ef1aq,
existieron hasta 8 comparaciones en las que se evidencidé una aceleracion en
tasas de sustitucion para la especie Mindarus abietinus.

En el caso del gen mitocondrial coll no se observd ninguna comparacion
significativa, ni utilizando datos de nucleétidos, ni los de aminoacidos. Para el
gen mitocondrial afp6 si se observaron algunos casos de tasas aceleradas,
utilizando como datos tanto las secuencias nucleotidicas como las secuencias
inferidas de aminoacidos, en los grupos: Panaphidini, Fordini, Lachnini y
Cerataphis sp. (ver tabla 1.4). Todas las comparacio'nes significativas en las
que estos grupos mostraron tasas de sustitucién aceleradas fueron siempre
frente a los grupos de la subfamilia Chaitophorinae y la tribu Eulachnini. Esta
circunstancia induce a pensar que la significatividad del resultado puede
deberse en gran parte a una ralentizacion de las tasas de sustitucion en estos
dos ultimos taxones para este gen.

Los test se realizaron también empleando como datos las secuencias de
los conjuntos de datos combinados. Ninguna comparacion fue significativa, tras
aplicar la correccién sugerida por el autor del programa RRTree, cuando se
utilizé6 el conjunto aaLEA. Cuando se empled el conjunto ntLEA, sin embargo,
de nuevo la tribu Fordini y la especie M. abietinus fueron las que mostraron, en
varias comparaciones, unas tasas de sustitucion relativamente aceleradas
respecto a otros grupos (ver tabla 1.4). La tribu Fordini es el unico de los
grupos establecidos a priori que mostré tasas aceleradas- significativas para
todos los genes analizados y para el conjunto ntLEA.
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Tabla 1.4. Resultados significativos en las comparaciones de tasas relativas con RRTree1.

Grupo Frente a Diferencia
acelerado distancia2
Iwrh (a=0’0033)

Fordini Pemphigini 0’0730
Cerataphis 0’0647
Thelaxes 0’0829
Macrosiphini 0'0689
Aphidini 0’0638
Chaitophorinae 0’0606
Eriosomatini 0’0673

Lachnini Thelaxes 0’0632
Eulachnini 0’0430

efla (a=0’0028)

Fordini Cerataphis 0'0379
Lachnini 0’0368
Eulachnini 0’0345
Tramini 0'0348

M. abietinus Pemphigini 0’0384
Panaphidini 0’0423
Cerataphis 0’0529
Thelaxes 0’0445
Lachnini 0'0519
Eulachnini 0’0496
Eriosomatini 0'0447
Tramini 0’0498

1Se muestran soélo aquellos resultados en los que algun grupo ha mostrado una aceleracion significativa respecto a otro, utilizando siempre como especie
externa Daktulosphaira vitifoliae. Para cada gen o conjunto de datos, se muestra el valor de significatividad utilizado en el test tras aplicar la correccién

p-valor

0'0002
00033
00002
0'0013
0’0033
0'0030
0’0031

0'0020
00023

0'0012
0’0003
0’0005
0’0025
0’0011
0’0009
0’0001
0'0002
0’0001
0’0001
0’0005
0’0004

Grupo
acelerado

Panaphidini
Fordini

Cerataphis
Lachnini

Fordini
Lachnini
Panaphidini

Fordini
Lachnini

Fordini

Mindarus

Frente a Diferencia
distancia2
atp6 (a=0’0033)
Chaitophorinae 0'0404
Eulachnini 0’0463
Chaitophorinae 0’0431
Eulachnini 0’0490
Eulachnini 0’0635
Eulachnini 0’0361
atp6 posiciones 1y 2 (a=0’0033)
Chaitophorinae 0’0472
Chaitophorinae 0’0495
Chaitophorinae 0.0445
atp6 aminoacidos (a=0’0033)
Chaitophorinae 0’0881
Chaitophorinae 0’0867
conjunto de datos LEA (a=0’0033)
Eulachnini 0’0224
Pemphigini 0’0020
Thelaxes 0’0237
Eulachnini 0’0288
Cerataphis sp. 0’0284
Chaitophorinae 0’0250
Pemphigini 0’0262
Thelaxes 0’0300
Eriosomatini 0’0259

propuesta por el autor. 2Diferencia en la distancia de ambos grupos respecto a la especie externa.
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Tras el andlisis general de tasas relativas que realiza el programa RRTree,
se llevaron a cabo comparaciones particulares mediante el programa
PHYLTEST, que permite seleccionar los dos grupos que se pretenden
comparar asf como el grupo externo para el test. Se realizaron asi test entre
grupos filogenéticamente cercanos en los analisis filogenéticos preliminares,
utilizando como grupo externo clados que también se situaban en los analisis
mas cerca que Daktulosphaira vitifoliae. En la tabla 1.5 se recogen todas las
comparaciones en las que uno de los grupos establecidos mostré una tasa
relativa acelerada respecto a otro de manera significativa. De entre los
resultados generales de todas las secuencias empleadas, cabe destacar la
generalidad de la aceleracion de la tribu Lachnini respecto a su tribu hermana
Eulachnini, detectada para los genes /wrh y atp6, utilizando tanto nucleétidos
como aminoacidos, asi como para los conjuntos de datos ntLEA y aaLEA. En
las mismas condiciones se revelé la aceleracion de las especies de la
subfamilia Calaphidinae respecto al resto de subfamilias que también
pertenecian a la familia Drepanosiphidae sensu Heie (Chaitophorinae y
Drepanosiphinae). Asimismo, la tribu Fordini mostrd, de nuevo, aceleracién en
varias ocasiones respecto a su tribu hermana Pemphigini, asi como frente a un
grupo de especies que en los resultados filogenéticos se situd cerca de estas
dos tribus, el grupo formado por Anoecia sp., Cerataphis sp. y Thelaxes suberi
(en el que se incluyé también Mindarus abietinus para algunas de las
comparaciones). Las comparaciones signiﬁcativaé de esta tribu aparecieron en
los resultados de los genes wrh y efia y el conjunto ntLEA. También es
destacable la aceleracion detectada para algunas de las secuencias de una de
estas especies, Cerataphis sp., frente al resto de integrantes de este grupo, en
los genes effay atp6 y en el conjunto ntLEA. Por ultimo, también es resefiable
que, pese a mostrar aceleracién en varias de las comparaciones, la tribu
Fordini apareci6 significativamente menos acelerada que la tribu Eriosomatini,
también integrante de la misma subfamilia Eriosomatinae, para las secuencias
de aminoé&cidos inferidas del gen atp6 y para las posiciones primera y segunda
del miémo. Ninguna comparacion fue significativa en el andlisis del gen
mitocondrial coll.
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Tabla 1.5. Resultados significativos en las comparaciones de tasas relativas con PHYLTEST1.

Grupo externo

Daktulosphaira
Aphidini
Aphidini
Aphidini
Eulachnini
Eulachnini
Pemphigini
Pemphigini
Pemphigini

Grupo acelerado Frente a
Iwrh

Lachnini Eulachnini

Fordini Pemphigini

Fordini A+C+T

Fordini A+C+T+M

Fordini Mindarus

Mindarus Pemphigini

Calaphidinae Chaitophorinae

Calaphidinae Drepanosiphum

Drepanosiphum Chaitophorinae
Iwrh posiciones 1y 2

Daktulosphaira Lachnini Eulachnini
Pemphigini Calaphidinae Chaitophorinae
Pemphigini Calaphidinae Drepanosiphum

Iwrh aminoacidos
Pemphigini Calaphidinae Chaitophorinae
Pemphigini Calaphidinae Drepanosiphum
Pemphigini Cerataphis Thelaxes

efla

Aphidini Fordini Pemphigini
Eulachnini Mindarus Pemphigini
Pemphigini Cerataphis Thelaxes

efio aminoacidos
Pemphigini Cerataphis Thelaxes
Pemphigini Cerataphis Anoecia

Diferencia
distancia2

0'0430
00439
0’0460
0’0465
0’0500
00328
0’0605
0'0328
0'0277

0'0238
0'0405
0’0336

00460
0’0389
00246

00296
0’0190
0’0268

00148
00148

Grupo externo

Daktulosphaira
Eulachnini
Pemphigini

Daktulosphaira
Aphidini

Daktulosphaira
Aphidini

Daktulosphaira
Aphidini
Aphidini
Pemphigini
Pemphigini
Pemphigini

Daktulosphaira
Aphidini
Pemphigini
Pemphigini
Pemphigini

Filogenia molecular de Aphididae

Diferencia
Grupo acelerado Frente a distancia2
atp6
Lachnini Eulachnini 0’0363
Cerataphis Mindarus 0’0489
Calaphidinae Drepanosiphum 0031
atp6 posiciones 1y 2
Lachnini Eulachnini 0’0307
Eriosomatini Fordini 0’0346
atp6 aminoacidos
Lachnini Eulachnini 0’0571
Eriosomatini Fordini 0'0625
conjunto de datos LEA
Lachnini Eulachnini 00115
Fordini Pemphigini 0'0127
Fordini A+C+T+M 00119
Calaphidinae Chaitophorinae 0’0146
Calaphidinae Drepanosiphum 0’0157
Cerataphis Thelaxes 0’0213
conjunto de datos de aminoacidos LEA

Lachnini Eulachnini 0’0234
Eriosomatini Fordini 0'0257
Calaphidinae Chaitophorinae 0’0198
Calaphidinae Drepanosiphum 0’0183
Cerataphis Thelaxes 0’0204

1Se presentan sélo aquellos resultados en los que algun grupo mostrd una aceleracion significativa respecto a otro. 2iferencia en la distancia de ambos grupos
respecto a la especie externa. A+C+T: grupo formado por las especies Anoecia sp., Cerataphis sp. y Thelaxes suben. A+C+T+M: grupo formado por las mismas

especies anteriores y Mindarus abietinus.
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4.3. Reconstruccion filogenética molecular
a) Analisis independientes

Los primeros estudios sobre la filogenia de la familia Aphididae basados en
datos moleculares mostraron una destacable falta de estructura filogenética en
los nodos mas antiguos del arbol (von Dohlen y Moran, 2000; Martinez-Torres
et al., 2001). Esta caracteristica se ha revelado también, en general, en los
resultados de los andlisis independientes obtenidos a partir de los cuatro genes
analizados en este trabajo. Las especies utilizadas se han agrupado en sus
respectivas tribus y, en algunas ocasiones, subfamilias, con elevados valores
de apoyo estadistico. Sin embargo, las relaciones mas profundas de las
topologias obtenidas se han visto apoyadas, generalmente, por valores bajos
de bootstrap. En los andlisis independientes, los mejores apoyos para los
nodos profundos han aparecido en las reconstrucciones realizadas a partir del
gen de la opsina de longitud de onda larga.

Gen de la opsina sensible a longitud de onda larga

La figura 1.8 muestra el resultado obtenido en la reconstruccion filogenética
mediante maxima verosimilitud a partir de las secuencias del gen wrh.
Practicamente todas las tribus de pulgones para las que se incluyd mas de una
especie se agruparon de manera monofilética y, ademds, con apoyos
estadisticos muy elevados en términos generales (Aphidini, 81%; Macrosiphini,
<50%; Eulachnini, 62%; Lachnini, 95%; Eriosomatini, 100%; Fordini, 99% y
Pemphigini, 88%). La tnica tribu con més de una especie que no apareci6t de
forma monofilética fue la tribu Panaphidini, unica tribu representada de la
subfamilia Calaphidinae, que ademas ocup$ la posicion basal del arbol, aunque
sin un apoyo de bootstrap elevado. De las cinco subfamilias para las que se
analizé6 mas de una especie de puigon, tres aparecieron como monofiléticas,
fuertemente apoyadas (Aphidinae, 80%; Chaitophorinae, 99% y Lachninae,
95%) y dos no monofiléticas (Calaphidinae y Eriosomatinae). La polifilia de la
subfamilia Eriosomatinae se debi®é a la posicion separada de la tribu
Eriosomatini, mientras que las otras dos tribus de esta subfamilia, Fordini y
Pemphigini, agruparon juntas con un apoyo elevado (75%). A pesar de los
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elevados valores de bootstrap hallados, en general, para las agrupaciones de
las tribus y algunas de las subfamilias, los nodos mas profundos del arbol,
aquéllos que conciernen a las relaciones entre subfamilias, encontraron poco
apoyo estadistico. S6lo se observé un apoyo significativo para la relacién entre
las subfamilias Aphidinae y Pterocommatinae (96%) y para la relacién entre
Chaitophorinae y Drepanosiphinae (74%). Los representantes de la familia
Drepanosiphidae sensu Heie (Heie, 1980) analiiadbs en esta tesis doctoral no
agruparon de manera monofilética en la topologia de la figura 1.8, ya que la
subfamilia Calaphidinae quedé agrupada en una posicion distante de
Drepanosiphinae y Chaitophorinae. Ademas de las dos relaciones entre
subfamilias mencionadas, el arbol obtenido a partir del fragmento completo del
gen Iwnf; mostré un apoyo moderado (68%) para la relacion entre los
representantes de las subfamilias Anoeciinae y Hormaphidinae (Anoecia sp. y
Cerataphis sp., respectivamente), grupo al cual se afadi® posteriormente
Thelaxes suberi (Thelaxinae) con un valor de bootstrap de 52%.

La eliminacion de las terceras posiciones de codén de este gen no derivo,
pese a la clara saturacion hallada en ellas, en grandes cambios respecto a io
descrito para la secuencia completa. El apoyo estadistico fue menor para la
mayoria de nodos, y las especies de la subfamilia Calaphidinae ocuparon de
nuevo la posicion basal del arbol. No obstante, algunos de los arboles con
mejores valores de verosimilitud (con valores ligeramente peores que el
correspondiente al arbol maximo verosimil) mostraron una topologfa en la que
la subfamilia Calaphidinae resulté monofilética y, ademas, se agrupé junto a las
subfamilias Chaitophorinae y Drepanosiphinae, revelando la monofilia de todos
los representantes de la familia Drepanosiphidae sensu Heie (Heie, 1980). Por
otro lado, en algunos de estos arboles la posicion basal del arbol fue ocupada
por las especies de la subfamilia Lachninae. Esto también ocurrié cuando se
eliminaron del analisis, ademas de las terceras posiciones de codén, las cuatro
especies de la subfamilia Calaphidinae, aunque el apoyo estadistico para la
basalidad de la subfamilia Lachninae no fue elevado y sus dos tribus no
agruparon de manera monofilética (figura 1.9).
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« L Pterochloroides persicae
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Pterocomma pilosum Rerocommatinae
0.1 — Myzus persicae
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&7 Acyrthosiphon pis Macrosiphini
t8° Aphidinae
80 Megoura vidae
I— Rhopalosiphum padi
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814 Aphis spiraecola
Drepanosiphum oregonensis — Drepanosiphinae
74 99 —-- Chaiiophoms ieucomelas
Chaitophorinae

L. Periphyllus bulgaricus

Figura 1.8. Arbol de maxima verosimilitud obtenido a partir de las secuencias nucleotidicas del gen /wrh,
utilizando las estimas medias de los parametros de los modelos incluidos en el programa Modeltest (ver
Material y Métodos) y un valor de a=1’5214. El modelo de mejor ajuste fue el TIM+I+G. Se muestran, junto
a los nodos correspondientes, los valores de bootstrap obtenidos a partir de 300 pseudorréplicas, soélo
cuando son mayores o iguales que 50%. Los nombres de las especies, tribus y subfamilias se muestran
mediante el mismo cédigo de color empleado en la tabla 1.1. La barra situada junto al arbol representa la

longitud de rama que corresponde a una distancia de 0'1 sustituciones por sitio nucleotidico.
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Figura 1.9. Arbol de maxima verosimilitud obtenido a partir de las secuencias gen /wrh con la
eliminacion de las terceras posiciones de codén y las especies de la subfamilia Calaphidinae.

Se emplearon

las estimas medias de los modelos y a=0'7017 (modelo de sustituciéon

nucleotidica de mejor ajuste: GTR+I+G). La barra situada a la izquierda del arbol indica la

longitud de rama correspondiente a una distancia de 0’05 sustituciones
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La existencia de tasas aceleradas de evolucion en la subfamilia
Calaphidinae (ver apartado 4.2) podria estar provocando la colocacion
(discordante con las clasificaciones) de este grupo en la posicion basal de la
filogenia mediante un fenémeno de atraccién de ramas largas con la especie
externa. Por ello, ademas de la eliminacién de las cuatro especies de
Calaphidinae, se realizaron otros analisis eliminando la especie Daktulosphaira
vitifoliae. La eliminacidn de la raiz en el analisis del gen lwrh provocd un ligero
aumento general en los valores de bootstrap de las agrupaciones descritas
anteriormente (figura 1.10). Ademas, las especies de la subfamilia
Calaphidinae se agruparon de manera monofilética con un apoyo de bootstrap
elevado (95%), y situdndose junto a las subfamilias Chaitophorinae y
Drepanosiphinae, formando asi un grupo monofilético con todos los
representantes de la familia Drepanosiphidae sensu Heie (Heie, 1980). El .
grupo, no obstante, no se vio apoyado por valores elevados de bootstrap. El
apoyo del clado formado por las especies de las subfamilias Anoeciinae,
Hormaphidinae y Thelaxinae también aumentd, hasta el 65%. Es destacable
que, cuando se elimin6 de este andlisis la especie Mindarus abietinus, el apoyo
a este grupo llegd a ser del 75%, y del 76% a la relacion entre Anoecia sp. y
Cerataphis sp. .

Aparte del ligero aumento generalizado en los valores de bodtstrap y del
cambio en la posicion filogenética de Calaphidinae, la topologia de la figura
1.10 muestra un resultado aiin mas relevante. A partir del analisis sin raiz de la
secuencia del gen /wrh, puede definirse la existencia de tres grandes linajes de
pulgones en los que se agrupan las subfamilias analizadas. Estos tres grandes
linajes serdn denominados en adelante como: A+D, formado por las
subfamilias Aphidinae, Calaphidinae, Chaitophorinae, Drepanosiphinae vy
Pterocommatinae; E+T, con las subfamilias Anoeciinae, Eriosomatinae,
Hormaphidinae, Mindarinae y Thelaxinae; y L, formado exclusivamente por los
representantes de la subfamilia Lachninae. El primer linaje se ha denominado
A+D por incluir todas las subfamilias que en la clasificacion propuesta por Heie
(Heie, 1980) se hallaban agrupadas en las familias Aphididae y
Drepanosiphidae (ver Introduccién general, apartado 2.2). El linaje E+T recibe
este nombre por incluir los representantes de la subfamilia Eriosomatinae y de
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la familia Thelaxidae de la clasificacion de Boérner (Bdrner, 1952; Heie, 1980).
El tercer linaje se denomina L por incluir sélo los representantes de la
subfamilia Lachninae. En la figura 1.10, estos tres grandes grupos aparecen
apoyados por valores estadisticos entre moderados y altos (A+D, 80%; E+T,
52%; L, 100%), los cuales aumentaron ligeramente cuando se eliminé la
especie M. abietinus (A+D, 91%; E+T, 69%; L, 100%). Los valores fueron
incluso mas elevados cuando se ellimina‘ron dél énélisis las terceras posiciones
de codon y las especies de la subfamilia Calaphidinae y la tribu Eriosomatini
(A+D, 90%; E+T, 88%; L, 100%,; figura 1.11). Al eliminar de este ultimo analisis
la especie M. abietinus, el apoyo estadistico aumenté de nuevo ligeramente
(A+D, 93%; E+T, 91%; L, 99%). Las especies de la tribu Eriosomatini ocuparon
también en algunas reconstrucciones de otros genes la posicién basal del arbol
(ver figura 1.17), probablemente debido a problemas de atraccién de ramas
largas. Es importante recordar que una de las especies de la tribu Eriosomatini,
T. caerulescens, mostré un sesgo significativo en la composicion nucleotidica
hacia un mayor contenido en A+T en el gen /wrh y cercano a la significatividad
en el gen effa, coincidiendo con el sesgo de D. vitifoliae. Esta circunstancia
podria ser la causa de una atraccidon entre las ramas de ambos grupos y por
tanto de la colocacion aberrante de esta tribu en la posicion basal de algunas
reconstrucciones filogenéticas.

El arbol resultante del analisis mediante méaxima verosimilitud de las
secuencias inferidas de aminoacidos del gen /wrh fue similar al hallado para las
secuencias de nucledtidos. Las especies de la subfamilia Calaphidinae,
excepto Hoplocallis pictus, ocuparon la posicion basal, aunque sin un apoyo
estadistico elevado. El resto de agrupaciones de la topologia correspondieron a
los tres linajes anteriormente definidos (excepto por la posicién mencionada de
la subfamilia Calaphidinae), con una relacion mas estrecha entre los linajes
E+T y L. Ninguna de estas agrupaciones, sin embargo, se vio apoyada por
valores elevados de bootstrap. El analisis filogenético realizado tras la
exclusion de las especies pertenecientes a la subfamilia Calaphidinae y a la
tribu Eriosomatini resulté en una topologla con la subfamilia Lachninae en -
posicion basal, aunque sin apoyo elevado (figura 1.12). Los tres grandes linajes
definidos anteriormente formaron cada uno un grupo monofilético en esta
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reconstruccién, con apoyos estadisticos entre moderados y altos (A+D, 96%;
E+T, 54%, L, 82%). Cuando se eliminé del analisis de las secuencias de
aminodacidos s6lo la especie externa, D. vitifoliae, los tres linajes también
aparecieron, con apoyos estadisticos generalmente elevados (A+D, 73%; E+T,
63%, L, 96%; ver figura 1.11), los cuales aumentaron notablemente cuando se
eliminaron también .las especies de la subfamilia Calaphidinae y la tribu
Eriosomatini (A+D, 99%; E+T, 97%; L 100%)

Con el objetivo de conocer cual de estos tres grandes linajes es el basal en
la filogenia de la familia Aphididae, y para evitar la probable atracciéon hacia la
especie externa por parte de la subfamilia Calaphidinae y la tribu Eriosomatini,
se realizaron posteriormente analisis con la siguiente restriccion. Tomando
como validas las tres grandes agrupaciones observadas en los andlisis sin raiz,
se incluyé la especie externa y se constrifieron los analisis a mantener siempre
en las topologlas los 3 linajes descritos. La figura 1.13 muestra el resultado del
andlisis constrefiido realizado sobre las posiciones primera y segunda de codén
del gen /wrh, en el que la posicién basal es ocupada por el linaje A+D, con un
apoyo estadistico del 5§5%. Este valor fue del 68% cuando se incluyeron las
terceras posiciones de codon. Aun estando constrefiido a pertenecer a este
lingje, las especies de la subfamilia Calaphidinae podrian ser responsables de
la posicién basal de éste. No obstante, la eliminacién de esta subfamilia en el
andlisis constrefiido no varié el resultado, quedando en posicion basal el resto
de grupos del linaje A+D.
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Figura 1.10. Arbol maximo verosimil sin raiz obtenido a partir de la secuencias del gen /wrh, empleando las estimas medias de los
modelos y a=1'7019 (modelo de mejor ajuste: K81uf+l+G). Los tres grandes linajes A+D, E+T y L (ver texto) quedan englobados por las
lineas exteriores. Los valores de bootstrap de estos grupos se muestran resaltados en negrita, con los valores obtenidos en el analisis
de nucleétidos antes de la barra y los correspondientes al analisis analogo a partir de aminoacidos (modelo JTT) tras la barra.
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Figura 1.11. Arbol de maxima verosimilitud obtenido en el analisis de las posiciones primera y segunda de codén del gen Iwrh,
tras eliminar el outgroup y las especies de la subfamilia Calaphidinae y la tribu Eriosomatini. Se emplearon las estimas medias
ponderadas de los parametros de los modelos y a=0°7133 (modelo de mejor ajuste: TVM+I+G). Para los tres grandes linajes se
muestran los valores de bootstrap del analisis de nucleétidos antes de la barra y los correspondientes al analisis de aminoacidos

eliminando las mismas especies (modelo JTT) tras la barra.



Filogenia molecular de Aphididae

Forda marginata
_ Paracletus cimiciformis

Baizongia pistaciae

Daktulosphaira vitifoliae

Fordini

Smynthurodes betae
Aploneura lentisci

Geoica utricularia
54

Thecabius sp.
96

Eriosomatinae

Pemphigini

Pemphigus populi

Mindarus abietinus

61 .
_ Anoecia sp. -

.Cerataphis sp

Thelaxes suberi —

Drepanosiphum oregonensis

89

Mindarinae

Anoeciinae

Cerataphidini,
Hormaphidinae

Thelaxinae

Drepanosiphinae

Periphylius bulgaricus

94

Chaitophorinae

Chaitophorus leucomeias

Aphis spiraecola --—---- Aphidini

Myzus persicae

Macrosiphini

75 Megoura viciae

Pterocomma pilosum --

r Acyrthosiphon pisum

Rhopalosiphum padi

Eulachnus rileyi

82 Cinara tujafilina

Tuberolachnus salignus

98

929

Maculolachnus submacula

Aphidinae

Pterocommatinae

Macrosiphini
_ Aphidini . Aphidinae
Eulachnini,
Lachninae
Lachnini,
Lachninae

_ Lachnus roboris

97

_ Pterochloroides persicae

0.1

Figura 1.12. Arbol de maxima verosimilitud obtenido a partir del analisis de las secuencias de
aminoacidos inferidas del gen Iwrti, tras excluir las especies de la subfamilia Calaphidinae y la
tribu Eriosomatini. Se muestran sobre los nodos correspondientes los valores de bootstrap
mayores que 50% obtenidos tras 300 pseudorréplicas. El modelo de sustitucion aminoacidica
empleado fue JTT. La barra situada bajo el arbol indica la longitud de rama correspondiente a

una distancia de 0’1 sustituciones por sitio aminoacidico.
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Figura 1.13. Arbol de maxima verosimilitud obtenido a partir de las posiciones
primera y segunda del gen /wrh forzando a la topologia a mantener los tres
grandes linajes definidos a partir del analisis sin raiz (ver texto). Los asteriscos (*)
indican ios nodos constreiiidos, que no llevan un valor de bootstrap asociado. El
nodo constrefiido del linaje A+D no aparece por estar colapsado debido a que la
longitud de su rama es muy corta. Se emplearon las estimas medias de los
modelos y a=0'6793 (modelo de mejor ajuste: k81uf+l+G).
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Gen del factor de elongacién 1a

Las reconstrucciones realizadas a partir de las secuencias del gen effa
mostraron una falta de estructura profunda mas acusada que la hallada para el
gen Iwrh. En el andlisis por maxima verosimilitud (figura 1.14), se observé un
namero menor de tribus agrupadas de manera monofilética y con un apoyo de
bootstrap elevado en comparacién con las reconstrucciones del gen lwrh, a
pesar de estar répfeéentadas un m]mérd n’iay’or.' Algunas tribus monofiléticas y
fuertemente apoyadas en los analisis anteriores, como Lachnini y Eulachnini de
la subfamilia Lachninae, resultaron parafiléticas. Otras tribus recibieron un
apoyo estadistico elevado, en términos generales (Aphidini, 99%; Macrosiphini,
59%; Eriosomatini, <560%; Fordini, 98%; Pemphigini, 92%; Nipponaphidini,
100%). E! empleo de secuencias a partir de estudios previos permitié la
inclusion de una nueva tribu de la subfamilia Lachninae, la tribu Tramini, cuyas
especies agruparon en un clado monofilético apoyado por un valor de bootstrap
de 100%. Ademas, las dos especies analizadas de esta tribu se agruparon
junto con la especie Tuberolachnus salignus, perteneciente a la subfamilia
Lachninae (69%). So6lo tres subfamilias con mas de un representante se
agruparon de manera monofilética: Calaphidinae (70%), Chaitophorinae (95%)
y Hormaphidinae (<50%). Las subfamilias Lachninae y Aphidinae, que
formaron grupos monofiléticos y fuertemente apoyados en general en los
andlisis del gen lwrh, agruparon de manera parafilética en el analisis por
maxima verosimilitud del gen effa. La ausencia de monofilia para la subfamilia
Aphidinae se debi6 a la inclusion en ésta de la especie Pterocomma pilosum,
tnica representante de la subfamilia Pterocommatinae, que se agrupé como
especie hermana de la tribu Macrosiphini. La relacién entre las tribus Fordini y
Pemphigini, pertenecientes a la subfamilia Eriosomatinae, ni siquiera apareci6
en la topologia, y cualquier relacion mas profunda, entre subfémilias, no se vio
apoyada nunca por valores de bootstrap mayores que 50%. Pese a esta falta
de resolucién para los nodos mas antiguos, es importante destacar que,
aunque de manera parafilética, las especies de la subfamilia Lachninae
ocuparon la posicién basal de la filogenia, aunque con un apoyo estadistico
menor que 50%.
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Figura 1.14. Topologia maximo verosimil obtenida a partir del alineamiento de las secuencias
del gen efla con el modelo de sustitucion nucleotidica GTR+I+G (a=1'0407). Se muestran los

valores de bootstrap mayores que 50% obtenidos tras 300 pseudorréplicas.
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La eliminacioén de los analisis de la especie externa D. vitifoliae no dio lugar
a la aparicién de relaciones entre subfamilias de pulgones que estuvieran
apoyadas por valores estadisticos elevados (figura 1.15). Los tres grandes
linajes descritos a partir del resultado del analisis sin raiz del gen /wrh no
aparecieron en el andlisis analogo sobre las secuencias del gen effa. No
obstante, si aparecieron algunas de las relaciones entre subfamilias
anteriormente descritas, como la de Thelaxes suberi con la subfamilia
Hormaphidinae o la de la subfamilia Chaitophorinae con el clado formado por
Pterocomma pilbsum y la subfamilia Aphidinae, aunque sin apoyo estadistico
elevado. Otras subfamilias ocuparon posiciones dispares respecto a los
resultados a partir del gen /wrh, aunque de nuevo sin valores elevados de
bootstrap. A diferencia de los resultados obtenidos con este udltimo gen, los
analisis realizados a partir del gen effa, tanto con especie externa como sin
ella, dieron lugar a la agrupacién de la especie Mindarus abietinus, Unico
representante de la subfamilia Mindarinae, como especie hermana del clado
formado por las subfamilias Aphidinae y Pterocommatinae.

A pesar de estas discrepancias, aceptando como buenos los resultados del
gen /wrh, en los que se apoyaba fuertemente la agrupacién de las especies
analizadas en tres linajes, se realizaron sobre las secuencias del gen effa
andlisis constrefiidos a mantener estos grupos a la vez que se incluy6 la
especie externa. Con estas condiciones, algunos grupos relevantes vieron
aumentado su apoyo estadistico. En concreto, la monofilia de la subfamilia
Hormaphidinae llegd a tener un apoyo de bootstrap de 81% y la de la
subfamilia Calaphidinae un 90%. La relacién filogenética entre las subfamilias
Aphidinae y Pterocommatinae presentdé un apoyo de 92%, aumentando
también el bootstrap asociado a la relacién entre Pterocomma pilosum y las
especies de la tribu Macrosiphini (72%). No obstante, el resultado mas notorio
es probablemente que, en esta ocasion, fue la subfamilia Lachninae la que
ocupd la posicion basal del arbol filogenético, con un apoyo estadistico del
100% (figura 1.16).
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Figura 1.15. Arbol de maxima verosimilitud obtenido a partir del gen efla al eliminar la especie externa,
utilizando el modelo GTR+I+G (a=1'0888). Por cuestiones de espacio, algunos de los nombres genéricos han
sido abreviados y algunos de los nombres de las especies se han reducido: Pf, Protrama flavescens, Cl,
Chaitophorus leucomelas] Pb, Periphyllus bul!garicus\ An, Aphis nerii; Af, Aphis fabae\ Tsp, Thecabius sp:, Pp,
Pemphigus populr, Pe, Paracletus cimiciformis\ Fm, Forda marginata, Sb, Smynthurodes betae\ Gu, Geoica
utricularia\ Al, Aploneura lentisci. Junto a los nodos se muestran aquellos valores de bootstrap superiores a 50%.
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Figura 1.16. Topologia maximo verosimil obtenida en el analisis del gen efla con la
constriccion de los tres grandes linajes (ver texto) y mediante el modelo de sustitucién
nucleotidica GTR+I+G (a=1'0072). Se muestran los valores de bootstrap mayores que 50%.
Los asteriscos (*) indican los nodos constreiidos del analisis. Los nodos constrefidos de los
linajes A+D y E+T no aparecen debido a la escasa longitud de sus respectivas ramas.

-103-



Filogenia molecular de Aphididae

Gen de la subunidad 6 de la ATPasa-F

Los genes mitocondriales no fueron una excepcién en cuanto a la falta de
resolucién para los niveles mas profundos del arbol filogenético de la familia
Aphididae. De hecho, el numero de grupos apoyado por valores de bootstrap
mayores que 50% fue mas bajo, incluso en los niveles taxonémicos menores.
La figura 1.17 muestra la topologia resultante del analisis mediante maxima
verosimilitud de la secuencia completa del gen afp6. Algunas de las tribus de
pulgones fuertemente apoyadas en los anteriores resultados, como Eulachnini
o Macrosiphini, ni siquiera aparecen agrupadas de manera monofilética. Sélo la
subfamilia Calaphidinae presenté un apoyo superior al 50%, aunque Aphidinae,
Chaitophorinae y Lachninae agruparon monofiléticamente. Pese a esta falta de
apoyo, algunas de las relaciones entre subfamilias halladas en los resultados
de los genes nucleares se vieron refrendadas en el analisis de este gen
mitocondrial. Las tribus Eriosomatini, Fordini, Pemphigini y Lachnini
aparecieron como grupos monofiléticos, aunque las tres primeras, miembros de
la subfamilia Eriosomatinae, no agruparon juntas. Las dos especies de
Eriosomatini ocuparon la posicién basal de la filogenia. Los representantes de
las subfamilias Chaitophorinae y Drepanosiphinae también agruparon juntos,
pero alejados de la subfamilia Calaphidinae, no apareciendo asl el taxén
definido por Heie (1980) como familia Drepanosiphidae. Otra agrupacién
interesante fue la de las tres especies representantes de las subfamilias
Anoeciinae (Anoecia sp.), Hormaphidinae (Cerafaphis sp.) y Thelaxinae
(Thelaxes suberi), grupo que también aparecié en los arboles obtenidos a partir
del gen Iwrh, aunque en la reconstruccién obtenida a partir del gen mitocondrial
el apoyo estadistico fue menor del 50%.

La eliminacion de la tercera posicion de codon del gen atp6, aparentemente
saturada, no redundé en un aumento del apoyo a los nodos (figura 1.18). Mas
bien al contrario, un nimero ain menor de nodos encontré un apoyo mayor
que 50%, y algunas agrupaciones como la de las subfamilias Chaitophorinae y
Drepanosiphinae, o la que incluia los representantes de las subfamilias
Anoeciinae, Hormaphidinae y Thelaxinae, desaparecieron. La tribu Eriosomatini
se agrupé con la subfamilia Lachninae, abandonando la posicién basal del
arbol, que fue ocupada por las especies de las subfamilias Chaitophorinae y
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Drepanosiphinae. Por otro lado, en las figuras 1.17 y 1.18 puede observarse
que la especie Mindarus abietinus, UGnico representante de la subfamilia
Mindarinae, quedd agrupada a partir de los datos moleculares de este gen
junto al clado formado por las subfamilias Aphidinae y Pterocommatinae.
Aunque esta relacion tiene un apoyo de bootstrap menor que 50%, es
destacable que esta relacién aparece también en los resultados obtenidos con
las secuencias del g‘en nuclear effa (vér ﬁgurés 1.14 a 1.16). Ademas, esta
posicion discrepa con la que esta especie ocupa en los andlisis del gen fwrh, en
los que se posidioné junto con las subfamilias incluidas en el linaje E+T, con
apoyos estadisticos en ocasiones superiores al 88% (ver la figura 1.11).

El resultado mas destacable obtenido en el andlisis de las secuencias de
aminoacidos fue la posicién basal que ocupé la subfamilia Lachninae en la
topologia resultante de la reconstruccion mediante méaxima verosimilitud (figura
1.19). La posicién de esta subfamilia, no obstante, no se vio apoyada por
valores de bootstrap elevados.

La eliminacidn de la especie externa de los andlisis no alter6 de manera
notable los resultados descritos, ni en las reconstrucciones realizadas a partir
de nuclettidos ni en las correspondientes a aminoacidos. Los tres grandes
linajes descritos en los resultados del gen /wrh no aparecieron para el gen atpé.
No obstante, dado el elevado apoyo que esos grupos recibieron en el analisis
del gen nuclear al eliminar la especie externa (ver figuras 1.10 y 1.11), también
se realizaron analisis constrefiidos a partir de este gen mitocondrial con la
asuncion de la validez de la existencia de los linajes A+D, E+T y L. En la figura
1.20 puede apreciarse que, tal y como ocurri¢ en el anélisis constrefiido del gen
effa, y a diferencia del resultado obtenido con el gen /wrh, el analisis
constrefiido de las secuencias nucleotidicas correspondientes al gen atp6
resulté en la posicion basal de las especies de la subfamilia Lachninae. Este
resultado vino acompafiado de un elevado apoyo de bootstrap tanto para el
gen completo (99%) como cuando se consideran solo las dos primeras
posiciones de codon (77%).
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Daktulosphaira vitifoliae

Lachnini,
Tuberolachnus salignus Lachninae
Drepanosiphum oregonensis Drepanosiphinae

m Chaitophorus leucomelas
Chaitophorinae

Periphyllus bulgaricus

- Smynthurodes betae

77
- Aploneura lentisci
81
-------------- Baizongia pistaciae
73 88 Fordini
=mnmmmmmmeee Geoica utricularia
. Eriosomatinae
66 Forda marginata
Paradetus cimiciformis
90 Pemphigus populi
Pemphigini
--------------- Thecabiussp.
100 " Chromaphisjuglandicola
74 - Panaphis juglandis Panaphidini,
Calaphidinae
Hopiocallis pictus
64 . . . .
Tinocallis takachihoensis
— Thelaxes suben Thelaxinae
.................. Anoeciasp. Anoeciinae
. Ceraiaphidini
--------------------------- Cerataphis s|
P P Hormaphidinae
Mindarus abietinus Mindarinae
Pterocomma populeum Pterocommatinae
Myzus persicae
— Acyrthosiphon pisum Macrosiphini
------------- Megoura viciae
. . i Aphidinae
61 — Schizaphis graminum
91
Aphis nerii Aphidini
0.2 62 . .
— Rhopalosiphum padi
Schizolachnus pineti
Cinara cupressi Eulachnini
Eulachnus sp. )
Lachninae
.................. Pterochloroides persicae
94
62 Lachnus roboris Lachnini
Maculolachnus submacula
Eriosoma lanuginosum
59 Eriosomatini,
Tetraneura caerulescens Eriosomatinae

Figura 1.17. Arbol maximo verosimil resultante del andlisis de las secuencias del gen
mitocondrial atp6 con el modelo de evolucion TVM+I+G (a=0'4219). Se muestran, junto a los
nodos, los valores de bootstrap superiores al 50%.
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Drepanosiphum oregonensis
Chaitophorus leucomelas
Periphyllus bulgancus
Anoecia sp.
Forda marginata
Paracletus cimiciformis
Smynthurodes betae

Aploneura lentisci
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Drepanosiphinae

Chaitophorinae

Anoeciinae

Fordini

Eriosomatinae

Baizongia pistaciae
Geoica utricularia

Eriosoma lanuginosum

Tuberolachnus salignus

Schizolachnus pineti
Cinara cupressi

Eulachnus sp.

Eriosomatini
Tetraneura caerulescens

Lachnini

Eulachnini

Lachninae

Pterochloroides persicae

82
55

Lachnus roboris Lachnini

Maculolachnus submacula

861 Pemphigus populi
Thecabius sp

Thelaxes suberi

Pemphigini,
Eriosomatini

Thelaxinae

Chromaphis juglandicola

73 Panaphis juglandis
Hoplocallis pictus
Tinocallis takachihoensis
Cerataphis sp.
Mindarus abietinus
Acyrthosiphon pisum
— Myzus persicae
Pterocomma populeum
Megoura viciae
—  Aphis nerii
i- Schizaphis graminum

— Rhopalosiphum padi

Panaphidini,
Calaphidinae

Cerataphidini,
Hormaphidinae

Mindannae

Macrosiphini,
Aphidinae
Pterocommatinae

Macrosiphini,
Aphidinae

Aphidini,
Aphidinae

Figura 1.18. Topologia maximo verosimil obtenida a partir del analisis de las posiciones primera y
segunda del gen atp6, utilizando las estimas medias de los modelos y un valor de a=0'4247
(modelo de mejor ajuste: TVM+1+G). Se muestran los valores de bootstrap mayores que 50%.
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Daktulosphaira vitifoliae
Cinara cup
Eulachnus rileyi
56 Eulachnini

. Schizolachnus pineti

.Tuberolachnus salignus

Pterochloroides persicae Lachninae
83 Lachnini
Maculolachnus submacula
65
Lachnus roboris
Periphyliu .
57 Chaitophorinae
Chaitophorus leucomelas
Thelaxes suben  ------m- Thelaxinae
Cerataphis sp Cerataph[dl_m,
Hormaphidinae
Anoecia sp.— Anoeciinae

Tetraneura caerulescens

59
Eriosoma lanuginosum
Mindarus abietinus Mindarinae
Drepanosiphum oregonensis - Drepanosiphinae

Thecabius sp.
83 Pemphigini
Pemphigus populi

Forda marginata

81 Paracletus cimiciformis
53 Smynthurodes betae
Fordini
55 Baizongia pistaciae
gia p Eriosomatinae
83
Geoica utricularia
74
.Aploneura lentisci
Pterocomma pilosum - — Pterocommatinae
95 Acyrthosiphon pisum
52 Myzus persicae Macrosiphini
Megoura viciae
53 .Aphis neri
88 Aphidinae
Rhopalosiphum padi Aphidini

USchizaphis graminum

Hoplocallis pictus

85 Tinocallis takachihoensis Panaphidini,

Calaphidinae

.Chromaphis juglandicola
1001

Panaphis juglandis

Figura 1.19. Arbol filogenético obtenido en el analisis de las secuencias de aminoéacidos inferidas
del gen atp6 mediante maxima verosimilitud. El modelo de sustitucion aminoacidica empleado fue
MtMam. Se muestran aquellos valores de bootstrap superiores a 50%.
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Daktulosphaira vitifoliae

Periphyllus buigaricus
Chaitophorus leucomelas
---—-------- Drepanosiphum oregonensis
* Megoura viciae
51 Acyrthosiphon pisum
I— Myzus persicae
Pterocomma populeum
Rhopalosiphum padi
65
— Aphis nerii
L Schizaphis graminum
100 - Chromaphis juglandicola
920 — Panaphis juglandis
Hoplocallis pictus
Tinocallis takachihoensis

* Forda marginata

7 — Paracletus cimiciformis
99

Smynthurodes betae

- Aploneura lentisci
65

66 Baizongia pistaciae

Geoica utricularia

g3 , Pemphigus populi
b----s=wesnemeenemeene - Thecabius sp.
Anoecia sp. @ -

------------- Cerataphis sp. —

7 — Eriosoma lanuginosum

Mindarus abietinus

— Thelaxes suberi

Tuberolachnus salignus
Schizolachnus pineti

70 . .
— Cinara cupressi
Eulachnus sp.
Pterochloroides persicae

93
Lachnus roboris

Maculolachnus submacula

Chaitophorinae

— Drepanosiphinae

Aphidinae

Pterocommatinae

A+D
Aphidinae
Calaphidinae
Eriosomatinae
E+T

Anoeciinae

Cerataphidini.
Hormaphidinae

Eriosomatinae

Tetraneura caerulescens

Mindarinae

Thelaxinae

Lachninae

Figura 1.20. Arbol filogenético obtenido en el analisis por maxima verosimilitud de las secuencias del gen
atp6, utilizando solo las posiciones primera y segunda de codon y forzando la topologia a mantener los
tres grandes linajes obtenidos en las reconstrucciones sin especie extema del gen lwrh (ver texto). Se
emplearon las estimas medias de los modelos y a=0'3943 (modelo de mejor ajuste: TVM+I+G). La
topologia resultante en el analisis de las tres posiciones de codon fue practicamente idéntica. Para el
nodo que agrupa los linajes A+D y E+T se muestra el valor de bootstrap obtenido en el analisis de todas
las posiciones bajo la rama, de sélo las posiciones primera y segunda sobre la rama. Los asteriscos (*)
indican los nodos constrefidos del analisis, que no llevan un valor de bootstrap asociado.
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Gen de la subunidad Il de la citocromo oxidasa

El bajo numero de grupos con apoyos estadisticos superiores a 50 también
fue caracteristico en las reconstrucciones obtenidas é partir de las secuencias
recopiladas del gen mitocondrial coll. Esta particularidad ocurrié principalmente
en los nodos mas profundos de las topologias (figuras 1.21 a 1.23). En la
filogenia resultante del andlisis de todas las posiciones de codén de este gen, y
de manera similar a lo que ocurriera con el gen atp6, algunas de las tribus que
aparecieron como monofiléticas y con elevados apoyos en las reconstrucciones
de los genes nucleares no aparecieron en los arboles obtenidos a partir de este
gen mitocondrial, como Macrosiphini, Eulachnini o Lachnini (ver figura 1.21).
Otras tribus con mas de una especie representante si agruparon de manera
monofilética, como Aphidini, Fordini, Pemphigini, Cerataphidini, Hormaphidini,
Nipponaphidini y Tramini. No obstante, de entre éstas, solo las tribus
Pemphigini y Tramini tuvieron apoyos mayores que 50%. Las especies de esta
uitima tribu se agruparon, de nuevo con un valor estadistico elevado (89%), con
otra especie de la tribu Lachnini, Nippolachnus piri. Tampoco fueron superiores
a 50% los apoyos de las subfamilias que aparecieron como monofiléticas:
Aphidinae, Chaitophorinae, Eriosomatinae y Lachninae. A diferencia de lo que
ocurriera en las reconstrucciones obtenidas a partir de los dos genes nucleares
y del gen mitocondrial atp6, en los andlisis del gen coll la subfamilia
Eriosomatinae si resulté monofilética. Sin embargo, para este gen no existen
por el momento secuencias correspondientes a especies de la tribu
Eriosomatini, grupo responsable de que subfamilia Eriosomatinae no fuese
monofilética en las reconstrucciones de los otros genes. La especie
Pterocomma populifoliae (subfamilia Pterocommatinae) agrup6 de nuevo con la
subfamilia Aphidinae, y dos de las tribus de la subfamilia Hormaphidinae,
Hormaphidini y Nipponaphidini, formaron un clado conjunto, quedando Ila
tercera tribu de esta subfamilia, Cerataphidini, en la posicién basal de la
filogenia (ver figura 1.21). Las especies de esta tribu también ocuparon la
posicion basal en la reconstruccion mediante maxima verosimilitud obtenida a
partir del alineamiento de las secuencias inferidas de aminoacidos, aunque en
ninguno de los casos el apoyo estadistico para esta posicion superé el 50%.
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Daktulosphaira vitifoliae

Smynthurodes betae
93 - Forda marginata
- Paracletus cimiciformis
Aploneura lentisci
Baizongia pistaciae Fordini
70| - Geoica sp.

------------------ Slavum wertheimae Eriosomatinae

- Nurudea shiraii
Schlechtendalia chinensis
Melaphis rhois
Pemphigus microsetosus

95 -
Thecabius populimonilis

— Periphyllus obscurus Chaitobhori
Chaitophorus ieucomelas arfopnerinae

Pemphigini

Pterocomma populifoliae — Pterocommatinae

Myzus persicae
57 Acyrthosiphon pisum

Macrosiphini

76 p Aphis fabae
67 i— Aphis spiraecola
57'— Aphis nerii .
92 Rhopalosiphum padi Aphidini Aphidinae
- Melanaphis luzulella
- Schizaphis graminum
Hyperomyzus lactucae

t iSitobion avenae

i Macrosiphini
83 Uroleucon ambrosiae
Macrosiphoniella ludovicianae
Meianippcnaphis rotunda
65 Sinonipponaphis monzeni Nipponaphidini
Nipponaphis distyiiicola -
pponap y- . Hormaphidinae
Neothoracaphis yanonis
89 — Hormaphis betulae ~ Hormaphidini
L Hamamelistes betuiinus
Eulachnus rileyi
. . Eulachnini
Cinara pinea
Nippolachnus pin — Lachnini
Trama rara Tramini Lachninae
Protrama flavescens
Lachnus shiicola
Stomaphis quercus Lachnini
Maculolachnus submaculata
0.2 95 Ceratoglyphina bambusae
Pseudoregma alexanderi
59 ) Ceratovacuna japonica Cerataphidini,
¢ Astegopteryx bambucifoliae Hormaphidinae

Glyphinaphis bambusae
Cerataphis bambusifoliae

Figura 1.21. Reconstruccién filogenética obtenida por maxima verosimilitud a partir de las
secuencias del gen mitocondrial co// utilizando las estimas medias de los modelos vy
a=0’3656 (modelo de mejor ajuste: TVM+I+G). Junto a los nodos se muestran aquellos
valores de bootstrap superiores a 50% obtenidos tras 300 pseudorréplicas.
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La eliminacion de las terceras posiciones de codén de las secuencias no
mejord los apoyos estadisticos a los grupos, sino que en términos generales
los disminuyd, y ademas provocé la desaparicion de algunas agrupaciones
monofiléticas como las de las tribus Cerataphidini y Hormaphidini o la relacion
entre Fordini y Pemphigini (ver figura 1.22). La pérdida de informacién también
podria ser responsable de la agrupacion de la especie Pterocomma populifoliae
entre las especies de la tribu Macrosiphini. Esta posicién es similar a la que los
representantes de la subfamilia Pterocommatinae ocuparon en algunas de las
reconstrucciones realizadas a partir de las secuencias de los genes effa y
atp6. La posicion basal de la filogenia siguié ocupada por las especies de la
tribu Cerataphidini.

Las relaciones descritas no variaron mucho cuando la especie externa fue
eliminada de los andlisis, tanto para toda la secuencia como para s6lo las
posiciones primera y segunda. Es destacable, no obstante, que en el analisis
sin raiz de las posiciones primera y segunda de codén la tribu Cerataphidini
agrup6 con el resto de tribus de Hormaphidinae, apareciendo esta subfamilia
como monofilética, aunque con un apoyo estadistico menor que 50%. Aunque
los tres grandes linajes descritos a partir del andlisis del gen wrh no
aparecieron en los analisis del gen coll tras eliminar la especie externa, se
realizaron también reconstrucciones constrefiidas a mantener estos grupos con

- este gen. Tanto considerando la tercera posicién de codén como eliminandola,
los analisis constrefiidos resultaron en la posicion basal de la subfamilia
Lachninae, con apoyos de bootstrap moderados (figura 1.23).
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Daktulosphaira vitifoliae

Glyphinaphis oambusae Csrataphitiinl
Metanipponaphis rotunda - — Nippcnaphitiini Hormaphidinae
------------- Neothoracapi s yanonis Hormaphidini

Smynthurodes betae
Baizongia pistaciae
Forda marginata
Paracletus cimiciformis
j======-- APloneura lentisci Fordini,
| 60 | Gegiica sp. Eriosomatinae
Slavum wertheimae
Nurudea shiraii
Schlechtendalia chinensis
- Melaphis rhois
- Chaitophorus leucomeias Chaitophonnae
- Periphyllus obscurus
Pemphigini,
4+ Thecabius populimonilis Eriosomatinae
Uroleucon ambrosiae
— Macrosiphoniella ludovicianae
Sitobion avenae Macrosiphini
— Acyrthosiphon pisum
— Myzus persicae
r Aphis fabae Aphidinae
[i- Aphis spiraecola Aphidini
=— Aphis nerii
i— Schizaphis graminum

|j— Hyperomyzus lactucae Macrosiphini
«— Pterocomma populifoliae — Pterocommatinae
0.025 P .
Rhopaiosiphum padi Aphidini,
57i- Melanaphis luzulella Aphidinae

89 — Hormaphis betuiae ,
CHamameIistes betutinus | Hormaphidini L
N ) Honrjaphidinae
Sinonipponaphis monzem
58' Nipponaphis distyliicola
Cinara pinea — Eulachnini

Nipponaphidmi

Nippolachnus piri — Lachnini

- Trama rara -
Tramini
66+ Protrama flavescens |
Lachninae

| Stomaphis quercus
Lachnini

fammmmmeee ----- Maculolachnus submaculata

Eulachnus rileyi — Eulachnini
Lachnus shiicola — Lachnini
Cerataphis bambusifoiiae
Pseudoregma alexanderi
Ceratovacuna japénica
Astegopteryx bambuafcliae
----------------- Ceratogiyphina bambusas

Cerataphidini,
Hormaphidinae

Figura 1.22. Arbol filogenético resultante del analisis por maxima verosimilitud de las
posiciones primera y segunda de codon del gen coll, utilizando el modelo de sustitucion
nucleotidica GTR+I+G (a=0'3980). Se muestran los valores de bootstrap mayores que 50%.
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Daktulosphaira vitifoliae

Smynthurodes betae
Baizongia pistaciae
m Forda marginata
I'C Paracletos cimiciformis
Aploneura lentisci
1021 Geoica sp.
Slavum wertheimae
Nurudea shiraii
Schlechtendalia chinensis

Melaphis rhois

Thecabius populimonilis
Neothoracaphis yanonis
64r - Sinonipponsphis morszeni
Nipponaphijs distyliicoia
Metanipponaphis rotunda

Glyphlnaphis barnbusae

Ehosomatinae

E+T

Ceraiaphss bambusifoiiae

Ceratoglyphina bambusae

59/68

Hormaphidinae

Ceratovacuna japonica

Astegopteryx bambudfoiiae

Pseudoregma alexantieri |

83 Hormaphis betoias
i Hamamelistes betulinus
911 Penphyllus obscurus
[] Chaitophorus leucomeias
Uroleucon ambrosiae
76 — Macrosiphoniella ludovicianae
Sitoblon avenae
Acyrthosiphon pisum
— Myzus persicae
r Aphis fabae
[r Aphis spiraecola
0.025 ‘— Aphis nerii
Schizaphis graminum
t m Hyperomyzus lactucae
Pterocomma populifoliae
Rhopalosiphum padi
L Welanaphis luzulella
Eulachnus rileyi
Cinara pinea
Nippolachnus piri
Trama rara
Protrama flavescens
— Lachnus shiicola
581 Stomaphis quercus

| e ———— Maculolachnus submaculata

Figura 1.23. Topologia maximo verosimil obtenida a partir de las posiciones primera y segunda del
gen coll con la constriccion de los tres grandes linajes (ver texto) y utilizando las estimas medias
de los modelos, con a=0’3656 (modelo de mejor ajuste TVM+I+G). Se muestran los valores de
bootstrap mayores que 50%. Para el nodo que agrupa los linajes A+D y E+T se muestra el valor
de bootstrap de las posiciones primera y segunda antes de la barra, el correspondiente al analisis
de todas las posiciones tras la barra. Los asteriscos (*) indican los nodos constrefiidos.
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b) Analisis combinado

Congruencia filogenética entre genes

La congruencia filogenética entre tres de los genes empleados se analizd
mediante los test PHT y SH. Concretamente, se estudié la congruencia entre
los datos que se pretendian combinar en los conjuntos de datos ntLEA
(posiciones de codon 1y 2 de los genes Iwrh y atp6 y todas las posiciones del
gen efla) y aaLEA (secuencias de aminoacidos inferidas de los genes Iwrh,
efla y atp6). Inicialmente se analiz6 la congruencia filogenética mediante el test
PHT, implementado en el programa PAUP*, equivalente al test ILD disefiado
por Farris (1995). Los resultados de este test pueden observarse en la tabla
1.6. El uso del test PHT sobre el conjunto de los genes Iwrh, efla y atp6 mostro
diferencias significativas entre ellos, empleando tanto nucleétidos como
aminoacidos. A continuacion, se repitio el test para estudiar la congruencia
entre cada par de genes. Cuando se emplearon los datos nucleotidicos de las
secuencias, este analisis reveld incongruencia entre los dos genes nucleares,
pero no entre cada uno de éstos y el gen mitocondrial atp6. Utilizando los datos
de aminoacidos, todos los pares de genes mostraron diferencias significativas a

excepcion de los genes efla y atp6.

Tabla 1.6. Resultado de los test de congruencia entre genes mediante el

test PHT1.
G Test PHT Test PHT
enes o .. .
nucleétidos aminoacidos
Iwrh(1,2)-ef1 a-atp6(A ,2) 0’002* 0°030*
Iwrh*,2)-ef1a ooor ooor
/wrb(1,2)-afp6(1,2) 0°092 ooor
effcr-afp6(1,2) 0’898 0’858

1Se muestran los p-valores de cada uno de los test realizados.
* Significativo a un nivel de a=0’05.

La tabla 1.7 muestra los resultados obtenidos en el analisis de congruencia
mediante el test SH (Shimodaira y Hasegawa, 1999), también implementado en
el programa PAUP*. El analisis de congruencia mediante el test SH implica la
comparacion de dos topologias alternativas, resultantes del analisis de las

secuencias de dos genes, utilizando como datos el alineamiento de uno de
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ellos. Todas las comparaciones mostraron diferencias significativas, con
independencia del alineamiento elegido como datos y de la pareja de arboles
comparada.

A pesar de las incongruencias encontradas entre las secuencias
analizadas, se utilizaron los datos obtenidos a partir de los tres genes en un

analisis combinado (ver Discusion para mas detalle).

Tabla 1.7. Test SH para el analisis de la congruencia entre genes.

Arbol
Alineamiento Iwrh(1,2) efla atP6(1,2)
lwrh(1,2) - 0[000) oo
efla 0/000) - 0[000)
atp6(1,2) (0]000, 0’009* -
1Se muestran los p-valores de cada test realizado. * Significativo a un nivel de
a=0'05.

Analisis combinado de los conjuntos de datos ntLEA y aalLEA

Los resultados obtenidos tras la reconstruccion filogenética a partir del
conjunto de datos combinados ntLEA, que contenia las posiciones primera y
segunda de coddn de los genes Iwrh y atp6 y todas las posiciones del gen eflor,
fueron mucho mas similares a los obtenidos en el analisis independiente del
gen Iwrh que a los de las otras secuencias estudiadas. Las discrepancias
topolégicas entre los arboles obtenidos con los distintos genes y la
incongruencia detectada entre algunos de ellos no han impedido que en el
analisis combinado aparezcan algunas relaciones importantes detectadas en el
analisis del gen Iwrh. En la figura 1.24 puede observarse el resultado de la
reconstruccién mediante maxima verosimilitud obtenida a partir del conjunto de
datos ntLEA, considerando las 34 especies para las que se pudo reunir los tres
genes. La topologia fue practicamente idéntica en el analisis mediante
inferencia bayesiana, aunque discrepé en algunas de las relaciones mas
profundas en los analisis obtenidos por maxima parsimonia y neighbor-joining.
El arbol resultante del analisis por maxima verosimilitud (ver figura 1.24) mostro
una topologia en la que los tres grandes linajes anteriormente descritos pueden
apreciarse salvo por dos excepciones. Por un lado, las especies de la

subfamilia Lachninae ocuparon, aunque sin apoyo estadistico elevado, la
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posicion basal de la filogenia, pero no se agruparon de manera monofilética. Si
lo hicieron, no obstante, en el correspondiente arbol de bootstrap, con un apoyo
del 75%. La segunda excepcion consisti®6 en la posicion de la tribu
Eriosomatini, que se afiadi6 al arbol justo después de las especies de
Lachninae, de nuevo alejada del resto de especies representantes de la
subfamilia Eriosomatinae. Tras la subfamilia Lachninae y la tribu Eriosomatini,
aparecié en-el arbol un nodo que unié I4os'lin’ajes A+D y E+T (excluyendo
Eriosomatini), con bajo apoyo estadistico tanto para esta relacion como para la
mdnoﬁlié de cada Ii‘naj>e. EI iinéje A+D se vio apoyado por un valor de bootstrap
de 58% (y una probabilidad a posteriori de 90% en el arbol obtenido mediante
inferencia bayesiana). En este linaje, por un lado, la especie Pterocomma sp.
se uni6 junto a la subfamilia Aphidinae, no rompiendo su monofilia como ocurrié
en algunos de los andlisis independientes de genes. La subfamilia Aphidinae
no se vio fuertemente apoyada por valores estadisticos, pero cada una de sus
dos tribus sl recibieron un apoyo de bootstrap del 100%. Por otro lado, apareci6
un grupo formado por todos los representantes de la familia Drepanosiphidae
sensu Heie, en el que la subfamilia Calaphidinae quedé como grupo hermano
del clado formado por las subfamilias Chaitophorinae y Drepanosiphinae. El
linaje E+T tampoco recibié un fuerte apoyo, asi como ninguna de las relaciones
internas entre subfamilias o tribus, en el arbol de maxima verosimilitud. Sin
embargo, en el arbol de inferencia bayesiana el grupo se vio apoyado por una
probabilidad a posteriori de 98%, la agrupacién de las tribus Fordini y
Pemphigini por un 99%, y la relacion entre las especies de las subfamilias
Anoeciinae, Hormaphidinae y Thelaxinae recibié una probabilidad también de
99%. La posicion de Mindarus abietinus fue mas congruente con la observada
en las reconstrucciones del gen /wrh, en las que también se agrup6 en el linaje
E+T, que con las halladas para los genes effa y atp6, en los que se posicion6
junto a las subfamilias Aphidinae y Pterocommatinae. En la figura 1.24 esta
especie qued6 situada junto a las dos tribus de la subfamilia Eriosomatinae,
aunque sin un apoyo estadistico elevado. En el resultado del analisis por
irferencia bayesiana la especie de la subfamilia Mindarinae qued6 agrupada en
una tricotomia con los clados de las tribus Fordini y Pemphigini, por un lado, y
d2 las especies Anoecia sp., Cerataphis sp. y Thelaxes suberi, por otro.
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Figura 1.24. Arbol resultante de la reconstruccion por maxima verosimilitud a partir del
conjunto de datos ntLEA mediante el modelo de sustitucion nucleotidica GTR+I+G
(a=0'7094). Junto a los nodos se muestra aquellos valores de bootstrap mayores que
50% de un total de 300 pseudorréplicas. La barra junto al arbol indica la longitud de
rama que se corresponde con una distancia de 0’05 sustituciones por sitio nucleotidico.
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Figura 1.25. Uno de los dos arboles maximo parsimonicos obtenidos en el andlisis del conjunto de
datos combinados ntLEA. La topologia alternativa era idéntica salvo por la agrupacién monofilética
de las especies Anoecia sp. y Cerataphis sp. Se muestran, sobre los nodos correspondientes, el
valor de bootstrap a partir de 2000 pseudorréplicas, cuando es mayor que 50%
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Los andlisis filogenéticos realizados mediante los métodos de maxima
parsimonia y neighbor-joining dieron lugar a resultados algo diferentes respecto
a los nodos mas profundos de las topologias, aunque las relaciones mas
recientes fueron practicamente idénticas. Mediante ambos métodos la tribu
Eriosomatini ocupé la posicién basal del arbol y el linaje E+T desaparecio,
permaneciendo los linajes L y A+D (figura 1.25). En el caso del analisis por
maxima parsimonia, los integrantes del lingje E+T fueron agrupandose de
manera sucesiva en el arbol tras la tribu Eriosomatini, probablemente atraidos
a estas posiciones por ella. Otras relaciones mas internas fueron similares a las
observadas en la figura 1.24, con la subfamilia Lachninae monofilética y la
aparicién de la familia Drepanosiphidae sensu Heie. La especie Mindarus
abietinus aparecié aqui agrupada con la tribu Fordini, mientras que en el arbol
obtenido mediante neighbor-joining quedé como especie hermana de las tribus
Fordini y Pemphigini, mostrando asi variacién en la posicién filogenética en
funcion del método de reconstruccion, aunque siempre agrupada junto con
clados del linaje E+T.

El analisis del conjunto de datos combinados de aminoacidos aalEA,
consistente en la combinacién de las secuencias aminoacidicas inferidas de los
genes lwrh, efia y alp6, dio lugar a resultados idénticos en cuanto a los nodos
mas profundos en las reconstrucciones por maxima verosimilitud, maxima
parsimonia e inferencia bayesiana. La tribu Eriosomatini ocup6 la posicién
basal, tras la cual se agrup6 la subfamilia Lachninae y, por ultimo, los linajes
A+D y E+T (excluyendo la tribu Eriosomatini). Unicamente la reconstruccion por
neighbor-joining a partir de las secuencias de aminoacidos dio como resultado
un arbol filogenético distinto (figura 1.26), en el que la tribu Eriosomatini formé
parte del linaje E+T, el cual fue basal en el arbol. Esta fue la unica topologia
obtenida en la que aparecieron los tres grandes linajes cuando la especie
externa se incluy6 y el andlisis no estaba constrefiido a la aparicién de estos
tres grupos. Aunque los linajes A+D y L se vieron fuertemente apoyados en
esta reconstruccién, ni el linaje E+T ni su basalidad recibieron apoyos de
bootstrap superiores a §0.
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Figura 1.27. Arbol de inferencia bayesiana del conjuntos de datos aal.EA, considerando tres particiones
correspondientes a los tres genes concatenados y excluyendo las especies de la tribu Eriosomatini.
Junto a los nodos se muestra la probabilidad a posteriori resultante del consenso de los ultimos 3750

arboles muestreados.
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Los sesgos en composicion nucleotidica detectados en la tribu Eriosomatini
(ver apartado 4.1.b) podrian ser responsables de la posicién incongruente con
las clasificaciones de esta tribu en las reconstrucciones, en muchas ocasiones
basal y siempre distante del resto de representantes de su subfamilia. Por este
motivo, se realizaron algunos analisis excluyendo este grupo. El resultado
general fue el posicionamiento basal de la subfamilia Lachninae y la aparicion
de los otros dos grandes Iinajes; adnqué el’ap»oy'o estadistico para el nodo mas
profundo no fue siempre elevado. Llegé a ser de un 95% en la probabilidad a
posteriori del arbol obtenido por inferencia bayesiana a partir del conjunto
aaLEA (figura 1.27). Aparte de la basalidad de la subfamilia Lachninae, esta
reconstruccién produjo algunas relaciones particulares y discrepantes con los
resultados anteriores, como la parafilia de Ia tribu Eulachnini o la desaparicién
del clado congruente con la familia Drepanosiphidae sensu Heie, el cual
aparecio, por el contrario, como un grupo parafilético. Por otro lado, Mindarus
abietinus quedé agrupada junto al clado correspondiente a las subfamilias
Anoeciinae, Hormaphidinae y Thelaxinae, abundando en la falta de estabilidad
en la posicion filogenética de esta especie. Los resultados obtenidos en las
reconstrucciones mediante inferencia bayesiana, tanto en la reconstruccion
mostrada en la figura 1.27 como en general, no discreparon topolégicamente
en funcion del namero de particiones utilizadas (ver apartado 3.7.b). Las
discrepancias entre los resultados obtenidos utilizando distinto namero de
particiones se limitaron a cambios en algunos valores de las probabilidades a
posteriori. Todos los arboles mostrados resultantes de andlisis por inferencia
bayesiana corresponden a analisis con una particién por gen.

Otra aproximacion analitica realizada para intentar eliminar las posibles
atracciones entre algunos grupos y la especie externa fue la eliminacién de
esta ultima. A partir de los datos combinados de nucleétidos y mediante todos
los métodos de reconstruccion, el analisis sin raiz resultd en la aparicién de los
mismos cuatro grupos principales observados en la reconstruccién con raiz, a
saber: la tribu Eriosomatini, la subfamilia Lachninae, el linaje A+D y el linaje
E+T excluyendo los Eriosomatini. En cualquiera de los casos, los apoyos
estadisticos para los dos primeros grupos fueron del 100%. El linaje A+D se vio
fuertemente apoyado en todas las condiciones, mientras que el apoyo del linaje
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E+T fue variable (figura 1.28). La topologla de los cuatro grupos apareci6
también en las reconstrucciones a partir del conjunto aaLEA cuando éste se
analiz6 mediante maxima verosimilitud o inferencia bayesiana. Sin embargo, su
andlisis mediante maxima parsimonia o neighbor-joining volvié a agrupar la
tribu Eriosomatini en la posicién basal del linaje E+T, mostrando asf los tres
grandes linajes (figura 1.29). La fiabilidad de, al menos, algunas de las
relaciones definidas dentro de estos tres grandes linajes, es realmente elevada,
ya que la eliminacion de la especie externa y de las tribus aparentemente mas
problematicas resulta en un apoyo muy alto para cada uno de estos tres grupos
con cualquiera de los métodos de reconstruccion filogenética (figura 1.30).

Los conjuntos de datos combinados también se utilizaron para realizar
analisis con todas las especies, incluida la especie externa, constrefiidos a
mantener en la topologla los tres grandes linajes denominados como A+D, E+T
y L. Todos los métodos de reconstruccidén empleados coincidieron en la
posicion basal de la subfamilia Lachninae, posicion apoyada de manera
moderada a elevada por los valores estadisticos (figura 1.31). En todas las
reconstrucciones la tribu Eriosomatini ocup6 la posicion basal dentro del linaje
E+T, y las subfamilias Calaphidinae, Chaitophorinae y Drepanosiphinae
formaron un grupo concordante con la familia Drepanosiphidae sensu Heie.
Con todos los métodos, salvo neighbor-joining, apareci6 la agrupacién de las
especies representantes de las subfamilias Anoeciinae, Hormaphidinae y
Thelaxinae. La posicion de Mindarus abietinus fue totalmente variable entre los
métodos, agrupandose con Fordini y Pemphigini en el analisis por maxima
verosimilitud (figura 1.31), con Pemphigini en las reconstrucciones de maxima
parsimonia, con Fordini en el arbol de neighbor-joining y en una politomia en la
reconstruccion resultante del analisis mediante inferencia bayesiana.

El andlisis constrefiido sobre el conjunto de datos combinados aaLEA so6lo
pudo realizarse mediante maxima parsimonia e inferencia bayesiana. Los
programas utilizados para el analisis por maxima verosimilitud (PHYML) y
neighbor-joining (MEGA) de aminoacidos no permiten la constriccion de la
topologia. Para los dos métodos que pudieron emplearse, la posicion basal fue
también ocupada por las especies de la subfamilia Lachninae, con apoyos
estadlsticos entre moderados y altos (figura 1.32).

-124 -



Pterochloroides persicae

submacula sallgnus
Lachnus roboris
100
100
Aphis sp. 100
A+ D Rhopalosiphum padi 100
Megoura viciae V. 100
00
Acyrthosiphon pisum -
Myzus persicae 88/68
87/100
Pterocomma s p .-----
Periphyllus bulgaricus — 100 88
Chaitophorus leucomelas —
Drepanosiphum oregonensis
100
100 100 100
Panaphis juglandis
100

Chromaphis juglandicola

Tinocallis takachihoensis

Hopiocaliis pictus

Maculolachnus Tuberolachnus

Filogenia molecular de Aphididae

Cinara sp

Eulachnus sp.
Tetraneura caerulescens
100
Eriosoma lanuginosum
Mindarus abietinus
Anoecia sp.
100
Thelaxes suberi Carataphis sp

gb Thecabius sp.

Aploneura lentisci

E+T 0.025

Geoica utricularia

Baizongia pistaciae

-125-

Figura 1.28. Topologia obtenida en la reconstrucciéon filogenética mediante analisis bayesiano del conjunto de datos LEA al eliminar la especie
externa Daktulosphaira vitifoliae. Se muestra para todos los nodos la probabilidad a posteriori resultante del consenso entre los arboles muestreados
en el analisis (tras desechar el 25% inicial). Para tres de los nodos mas profundos, que aparecen también en las reconstrucciones analogas
realizadas con el resto de métodos, se muestra, en negrita y por este orden, los valores de bootstrap del analisis por maxima verosimilitud, maxima
parsimonia, neoghbour joining y, por ultimo, la probabilidad a posteriori resultante en la inferencia bayesiana. Aquellos valores de bootstrap inferiores
a 50% han sido sustituidos por un guion. Por cuestiones de espacio, algunos de los nombres de las especies se han reducido: Pp, Pemphigus populf,
Pe, Paracletus cimiciformis; Fm, Forda marginata\ Sb, Smynthurodes betae. Los tres grandes linajes (ver texto) quedan englobados por las lineas
exteriores. La linea del linaje E+T aparece con una discontinuidad para mostrar que este grupo no es monofilético en esta topologia.
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Figura 1.29. Resultado del analisis por maxima parsimonia del conjunto de datos de aminoacidos aaLEA sin especie externa, en el que
aparecen los tres grandes linajes L, A+D y E+T. El analisis produjo otros 22 arboles maximo parsiménicos, en 20 de los cuales también
aparecieron los tres linajes. La topologia resultante del analisis por neighbour joining mostré6 también estos tres grandes grupos. En
negrita se muestran los valores de bootstrap para los tres ciados, el correspondiente a maxima parsimonia antes de la barra, el del
neighbour joining tras la barra. Algunos de los nombres de las especies han sido reducidos: Pe, Paracletus cimiciformis; Fm, Forda
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Figura 1.30. Filogenia obtenida en el andlisis mediante inferencia bayesiana del conjunto de datos de aminoacidos aalLEA al eliminar la especie
externa, la subfamilia Calaphidinae y la tribu Eriosomatini. Se muestran en negrita los valores de apoyo estadistico para los tres grandes linajes,
los cuales aparecieron con todos los métodos empleados sobre el conjunto de datos de aminoacidos. Los valores se muestran en el siguiente
orden: valores de bootstrap de méxima verosimilitud, maxima parsimonia, neighbor-joining y probabilidades a posteriori de la inferencia bayesiana.
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Figura 1.31. Arbol maximo verosimil obtenido a partir del conjunto de datos ntLEA forzando
las topologias a mantener los tres grandes linajes (ver texto), y utilizando el modelo GTR+I+G
(a=0'7195). Junto a los nodos se muestran aquellos valores de bootstrap mayores que 50%.
Para el nodo que agrupa los linajes A+D y E+T, se muestran, separados por barras y por este
orden, los valores de bootstrap de los analisis de maxima verosimilitud, maxima parsimonia,
neighbor-joining y la probabilidad a posteriori de la inferencia bayesiana. Los asteriscos (*)
indican los nodos constriiidos del analisis, correspondientes a los tres grandes linajes.
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Figura 1.32. Uno de los cuatro arboles maximo parsiménicos obtenidos en el analisis constreiiido del
conjunto de datos de aminoacidos aaLEA. Las topologias alternativas contenian pequeiias diferencias en
las relaciones entre las especies de la subfamilia Aphidinae. Se muestran aquellos valores de bootstrap
mayores que 50% y, para el nodo que une los linajes A+D y E+T, el bootstrap del analisis por maxima
parsimonia antes de la barra y la probabilidad a posteriori de analisis bayesiano analogo, tras la barra. Los
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astericos (*) indican los nodos constrefiidos a mantenerse en las topologias del analisis.
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Anélisis de los conjuntos de datos combinados ntLEAC y aaLEAC

Los resultados obtenidos a partir de los conjuntos de datos moleculares
totales ntLEAC y aalLEAC fueron en varios aspectos similares a los de los
conjuntos de datos ntLEA y aalLEA, pese a que los cuatro genes pudieron
combinarse para un nimero mas limitado de especies o géneros de pulgones.
La reconstruccion mediante maxima verosimilitud a partir del conjunto de datos
combinados de nucledtidos ntLEAC (figura 1.33) fue concordante con la
presencia de los tres grandes linajes, siendo ocupada la posicién basal por la
subfamilia Lachninae. En este andlisis, en el linaje E+T sélo quedaron
representadas las subfamilias Hormaphidinae (por Cerataphis sp.) vy
Eriosomatinae (por las tribus Fordini y Pemphigini), las cuales formaron un
clado monofilético sin un apoyo de bootstrap elevado. El linaje A+D estaba
representado s6lo por las subfamilias Aphidinae, Chaitophorinae y
Drepanosiphinae, que también formaron un clado. La inclusién del gen
mitocondrial col/l fue posiblemente responsable de una falta de estabilidad
filogenética entre los distintos métodos para la especie Cerataphis sp. Cabe
recordar que en algunos de los andlisis independientes de este gen la tribu
Cerataphidini, a la cual pertenece esta especie, ocupd la posicion basal de la
flogenia, alejada del resto de tribus que forman parte de la subfamilia
Hormaphidinae. En el analisis del conjunto de datos ntLEAC esta especie vari
en posicion, siendo basal en el andlisis por maxima parsimonia o agrupandose
después de la subfamilia Lachninae en los analisis por neighbor-joining o
inferencia bayesiana. Cerataphis sp. fue siempre basal en las reconstrucciones
obtenidas a partir del conjunto de datos moleculares totales de aminoacidos
(aaLEAC; figura 1.34), independientemente del método de reconstruccion
utilizado. Cuando se realizaron analisis constrefiidos a los tres grandes linajes
o eliminando Cerataphis sp., con datos de nucleétidos o aminoacidos, la
posicion basal de los arboles resultantes fue siempre ocupada por la subfamilia
Lachninae, salvo en la reconstruccion constrefiida a partir del conjunto de
aminoacidos analizados mediante maxima parsimonia.

-130 -



Filogenia molecular de Aphididae

Daktulosphaira vitifoliae

Lachnus sp

100
Lachnini

Maculolachnus submacula

Lachninae

Eulachnus sp

Eulachnini

63
Cinara sp.

Smynthurodes betae

100

Forda marginata

79 Aploneura lentisci Fordini

100

Geoica sp. Eriosomatinae
84

Baizongia pistaciae

Pemphigus sp.

100
Pemphigini

Thecabius sp.

Pterocomma sp. Pterocommatinae

100 Acyrthosiphon pisum
Macrosiphini

Myzus persicae
Aphidinae

96
Rhopalosiphum padi

Aphidini
73 100 P
Aphis sp.

Chaitophorus sp.
100

Chaitophorinae

Periphyllus sp.

Figura 1.33. Arbol maximo verosimil obtenido a partir del analisis del conjunto de
datos ntLEAC para 19 especies de pulgones, utilizando el modelo de evolucion
GRT+I+G (a=07749). Junto a los nodos se muestran aquellos valores de

bootstrap superiores a 50%.
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Figura 1.34. Resultado de la inferencia bayesiana de la filogenia a partir de los datos moleculares
totales de aminoacidos (aaLEAC). Para cada nodo se muestra la probabilidad a posteriori asociada,
resultante del consenso de los ultimos 3750 &rboles muestreados en el andlisis.
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4.4. Comparacién de hipétesis filogenéticas alternativas

El conjunto de datos ntLEA, creado a partir de las secuencias de los genes
Iwrh, effa y atp6, se utilizd para realizar varios test de comparacién de
hipétesis filogenéticas alternativas. Se cred, iniciaimente, un conjunto de 30
topologfas alternativas, que se evaluaron mediante los test ELW y SH. Dentro
de este conjunto se incluyeron las topologias maximo verosimiles obtenidas en
los anadlisis separados de cada uno de los genes y las correspondientes a los
andlisis de los conjuntos de datos combinados con los diferentes métodos de
reconstruccién. Asimismo, se incluyeron las topologias propuestas a partir de
datos morfolégicos por Heie y Wojciechowski, y otras topologias en las que se
incluyeron relaciones especificas entre subfamilias que aparecen en las
filogenias morfolégicas, como la relacion entre Aphidinae y Lachninae o entre
Thelaxinae y las subfamilias que formaban la familia Drepanosiphidae en la
clasificacion de Heie. El total de topologias incluidas puede observarse en la
tabla 1.8, con una breve descripcién de cada una de ellas. Ademas, las
topologias pueden observarse bien en las diversas figuras de este capitulo (ver
referencias a figuras en la tabla 1.8) o en el Anexo Il (CD adjunto).

El test SH demostré ser un test mucho mas conservador, rechazando s6lo §
de las 30 topologfas incluidas (ver tabla 1.8). Estas fueron las resultantes de los
andlisis independientes de los genes effa y afp6 para nuclettidos y las
correspondientes a los andlisis independientes de los aminoacidos de los
genes lwrh y atp6. El test no rechazé las hipdtesis basadas en datos
morfolégicos de Heie y Wojciechowski, ni ninguna de las topologias incluidas
que contenian algunas de las relaciones propuestas en estas filogenias
morfolégicas. El test ELW fue menos conservador, y s6lo incluy6 10 fopologias
en el intervalo de confianza, excluyendo asi las otras 20. Las relaciones
filogenéticas propuestas tanto por Heie como por Wojciechowski a partir de
caracteres morfolégicos se rechazaron en este test. Ademas, varias de las
reconstrucciones que se realizaron constrefiidas a mantener sélo algunas
relaciones particulares que aparecen en las filogenias morfolégicas también
fueron rechazadas. Asli, algunas relaciones comunmente aceptadas, como la
de las subfamilias Aphidinae y Lachninae o la de la subfamilia Thelaxinae con
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Tabla 1.8. Resultados de los test SH y ELW realizados sobre el conjunto de 30

topologias.
Descripcion de la topologia ELW SH
P polog 5 c 6 J

1 ML ntLEA (fig. 1.24) 0.13 0.1617 mejor mejor

2 ML cs3 ntLEA (fig. 1.31) 7.18 0.0174 7.64 0.974

3 Heie (fig. 1.8) 77.22 0.0000* 74.31 0.072

4  Wojciechowski (fig. 1.8) 53.43 0.0000* 50365 0.295

5 ML Ilwrh (fig. 1.8) 7.82 0.0383 9.14 0.934

6 ML lwrh posiciones 1y 2 58.29 0.0030* 58.51 0.221

7 ML efla (fig. 1.14) 129.58  0.0000* 139.25 0.008*

8 ML aipé6 (fig. 1.17) 217.65 0.0000* 218.34  0.000*

9 ML atp6 posiciones 1y 2 (fig. 1.18) 151.01 0.0000* 150.34  0.004*
10 ML ntLEA 2omejor arbol mejor 0.2114 2.06 0.975
11 ML cs3 Iwrh 13.53 0.0038* 14.38 0.867
12 ML ntLEA es basalidad de Eriosomatini 2.36 0.0611 3.25 0.994
13 ML ntLEA es basalidad de especies de E+T 2.26 0.1275 5.84 0.950
14 ML ntLEA es Thelaxinae+Drep. 45.70 0.0001* 44.80 0.393
15 ML ntLEA es Aphidinae+Lachninae 15.37 0.0110* 16.31 0.839
16 ML ntLEA es Mindarinae+Aphidinae 20.12 0.0394 21.97 0.788
17 ML ntLEA es Mindarinae+Drep. 35.46 0.0000* 36.90 0.513
18 ML ntLEA es Mindarinae+Thelaxinae+Drep. 46.15 0.0009* 48.85 0.312
19 ML ntLEA es moncfilia de Eriosomatinae 7.82 0.0459 9.44 0.920
20 MP ntLEA (fig. 1.25) 2.36 0.1750 7.02 0.919
21  Inferencia bayesiana ntLEA 4.68 0.0755 5.93 0.956
22 NJ ntLEA 25.21 0.0022* 26.14 0.726
23 ML aalLEA 33.20 0.0076* 33.12 0.596
24  MP aalLEA 2549 0.0131* 28.26 0.663
25 Inferencia bayesiana aaLEA 37.87 0.0017* 37.89 0.515
26 NJ aalLEA (fig. 1.26) 30.94 0.0010* 31.80 0.611
27 ML Ilwrh aminoacidos 203.50 0.0000* 198.65 0.000*
28 ML atp6 aminoacidos (fig. 1.19) 154.98  0.0000* 156.86  0.001*
29 ML ntLEA es a basalidad de linaje E+T 13.72 0.0013* 13.50 0.895
30 ML ntLEA es a basalidad de linaje A+D 26.88 0.0012* 26.12 0.690

1La topologia de cada arbol puede consultarse en el Anexo Il (CD adjunto). Abreviaturas: ML:
maxima verosimilitud; ntLEA y aalLEA: conjuntos de datos combinados de nucleédtidos y
aminoacidos, respectivamente; cs3: topologia constrefiida a mantener los tres grandes linajes;
es: topologia constrefiida a mantener las relaciones indicadas; Drep.: Drepanosiphidae sensu
Heie; MP: maxima parsimonia; NJ: neighbor joining. 6: diferencia en el valor de verosimilitud
respecto al mejor arbol en cada test calculada por el correspondiente programa, c: valor de
confianza (peso esperado de verosimilitud). Un * marca aquellas topologias significativamente
fuera del conjunto de confianza en el test ELW o significativamente peor que el arbol maximo
verosimil en el test SH.

los miembros de la familia Drepanosiphidae sensu Heie, fueron rechazadas por
este test a partir de los datos moleculares empleados. También quedaron fuera
del intervalo de confianza la mayoria de topologias obtenidas en los analisis
independientes sobre nucledtidos y de los analisis independientes y
combinados sobre aminoacidos. Algunas hipotesis que quedaron incluidas en
este intervalo muestran también algunas relaciones importantes. Las topologias

constrenidas a mantener la monofilia de la subfamilia Eriosomatinae, o aquellas
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en la que la tribu Eriosomatini o todas las especies del linaje E+T (sin formar un
ciado monofilético) se situaban en la posiciéon basal, se incluyeron en el
intervalo. De entre las topologias constrefiidas a mantener los tres grandes
linajes so6lo aquélla que situaba a la subfamilia Lachninae en posicion basal fue
aceptada, quedando excluidas del intervalo de confianza las topologias en las

que el linaje A+D o el linaje E+T eran basales.

Tabla 1.9. Resultados de los test SH y ELW realizados sobre el conjunto de 25
topologias resultantes de excluir las 5 topologias rechazadas por el test SH
en el conjunto inicial (ver tabla 1,8)1.

S . ELW SH
Descripcion de la topologia 5 c s P
1 ML ntLEA (fig. 1.24) 0’13 0’1661 mejor mejor
2 ML cs3 ntLEA (fig. 1.31) 718 0'0160 764 0’954
3 Heie (fig. 1.8) 7722 (0les00) 7431 0°029*
4  Wojciechowski (fig. 1.8) 53’43 0[6000) 50’65 0'082
5 ML lwrh (fig. 1.8) 782 00450 9'14 0'890
6 ML /wrh posiciones 1y 2 58'29 0'0029* 58’51 0’088
7 ML ntLEA 20 mejor arbol mejor 02091 206 0°965
8 ML cs3 lwrh 13’53 0°0080* 14’38 0791
9 ML ntLEA es basalidad de Eriosomatini 2'36 0'0602 325 0°988
10 ML ntLEA es basalidad de especies de E+T 2’26 0’1332 5’84 0'910
11 ML ntLEA es Thelaxinae+Drep. 4570 0°0003* 44’80 0222
12 ML ntLEA es Aphidinae+Lachninae 1537 0'0067* 1631 0740
13 ML ntLEA es Mindarinae+Aphidinae 2012 00362 21'97 0’577
14 ML ntLEA es Mindarinae+Drep. 3546 (0[c000, 36’90 0234
15 ML ntLEA es Mindarinae+Thelaxinae+Drep. 46'15 (0/e0080, 48’85 0139
16 ML ntLEA es monofilia de Eriosomatinae 782 00443 944 0872
17 MP ntLEA (fig. 1.25) 2'36 0'1667 702 0'855
18 Inferencia bayesiana ntLEA 4’68 00835 593 0923
19 NJ ntLEA 2521 0'0031* 26’14 0’489
20 ML aalLEA 3320 0'0035* 3312 0°338
21 MP aalLEA 25’48 0’0107* 28'26 0431
22 Inferencia bayesiana aaLEA 37°87 0’0002* 3789 0275
23 NJ aalEA (fig. 1.26) 3094 0'0026* 31'80 0379
24 ML ntLEA es a basalidad de linaje E+T 1372 0'0012* 13’50 0'843
25 ML ntLEA es a basalidad de linaje A+D 26’88 0'0003* 26’12 0480

1La topologia de cada arbol puede consultarse en el Anexo Il (CD). Las abreviaturas
empleadas corresponden a las descritas en la tabla 1.8. 6: diferencia en el valor de
verosimilitud respecto al mejor arbol en cada test calculada por el correspondiente programa,
c: valor de confianza (peso esperado de verosimilitud). Un * marca aquellas topologias
significativamente fuera del conjunto de confianza en el test ELW o significativamente peor
que el arbol maximo verosimil en el test SH.
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Ademas de ser mas conservador, el test SH es también mas sensible a la
inclusién de topologias muy poco probables (Strimmer y Rambaut, 2002). Por
ello, se repitieron los test sobre un conjunto de 25 topologias, eliminando
aquéllas que fueron rechazadas por el test SH en el conjunto de 30. Como
puede apreciarse en la tabla 1.9, el cambio provoc6 el rechazo de sélo una
hipotesis mas en el test SH, la correspondiente a la topologia de Heie, y
quedando la hipotesis morfologica de Wojciechowski cercana al rechazo (p-
valor=0'082). | El fesultado del test ELW sobre este nuevo conjunto fue
cualitativamente idéntico al descrito para el conjunto de 30 topologias.

4.5. Propuesta filogenética

La figura 1.35 muestra una propuesta para las relaciones filogenéticas
entre las distintas subfamilias y tribus que se han analizado en este estudio.
Debido a que el numero de especies analizadas para algunas subfamilias y
tribus ha sido especialmente variable entre los distintos genes estudiados, en la
figura se muestra sélo el nombre de las subfamilias y las tribus y no el de cada
especie. La propuesta filogenética trata de ser un consenso entre los
resultados obtenidos en los analisis independientes y combinados presentados
anteriormente. Dado el bajo apoyo que han recibido en términos generales las
relaciones entre los grupos principales del linaje denominado E+T, varios de
estos grupos aparecen relacionados en la figura 1.35 mediante una politomia
basal para este linaje. La validez de algunas de las relaciones propuestas en
esta hipotesis, asl como su implicacién para la evolucién de la alimentacién y
los ciclos biolégicos de los pulgones, se discuten con mayor detalle en el
apartado de Discusion.
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Figura 1.35. Propuesta filogenética de las relaciones entre las subfamilias y tribus de
pulgones analizadas en este estudio. Debido al bajo apoyo estadistico hallado para las
relaciones entre los integrantes del linaje E+T, éstas aparecen como una politomia.
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5. Discusién
5.1. Relaciones filogenéticas en la familia Aphididae

La diversidad actual de la familia Aphididae es probablemente el resultado
de una rapida radiacion adaptativa a nivel de tribu ocurrida en este grupo
durante el Cretacico Superior, asociada a la aparicion de las plantas
angiospermas durante este periodo (Heie, 1980; von Dohlen y Moran, 2000;
Martinez-Torres et al., 2001). La rapidez de esta radiacién se ha utilizado como
explicacion de la dificultad de la clasificacion y la inferencia de las rélaciones
filogenéticas en este grupo de insectos. La aparicion de las tribus actuales de
pulgones en un periodo de tiempo corto pudo impedir la acumulacion de una
amplia sefial filogenética, tanto a nivel morfolégico como molecular, que
permitiera hoy en dia realizar con certeza la inferencia de las relaciones de
parentesco evolutivo entre los principales grupos de esfa familia. Los primeros
trabajos que abordaron el estudio de las relaciones filogenéticas entre pulgones
mediante el empleo de datos moleculares encontraron, de hecho, una notable
falta de estructura filogenética para los niveles taxonémicos superiores a tribu
(von Dohlen y Moran, 2000; Martinez-Torres et al., 2001) (ver figuras 1.2 y 1.3).

En este estudio se han obtenido nuevos datos moleculares para el andlisis
filogenético de la familia Aphididae, mediante ia secuenciacién o recopilacion
de secuencias correspondientes a los genes nucleares de la opsina de longitud
de onda larga (/wrh) y el factor de elongacion de la traduccién 1a (effa) y de los
genes mitocondriales de la subunidad 6 de la ATPasa-F (afp6) y la subunidad I
de la citocromo oxidasa (col/). El analisis independiente de estas secuencias ha
mostrado de nuevo la dificultad de la inferencia filogenética entre los principales
grupos de afidos, revelando una falta de estructura filogenética para los nodos
mas profundos de las reconstrucciones realizadas. Ademas de por esta falta de
resolucion, la hipotética rapida radiacion adaptativa ocurrida en el origen de la
composicion actual de la familia Aphididae se ve apoyada por otra
caracteristica observable en los arboles filogenéticos obtenidos. En general,
puede apreciarse que las longitudes de las ramas mas profundas de las
topologias, asi como de aquéllas que conducen a las subfamilias, son
relativamente mucho menores que las longitudes de las ramas que conducen a
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las tribus y a las especies. De manera similar a lo que ocurrié en estudios
anteriores, las tribus analizadas en el presente trabajo se han agrupado
generalmente formando grupos monofiléticos en los éarboles obtenidos,
concordantes con las clasificaciones y apoyados ademas por valores
estadisticos elevados. Por otro lado, esta agrupacion estadisticamente
apoyada de las especies en sus respectivas tribus ha sido mas notable en las
reconstrucciones realizadas a partif dé lés éeéuéncias de genes nucleares que
en las correspondientes a los genes mitocondriales. Sin embargo, las
subfamilias para las cuales se ha analizado mas de una tribu no han aparecido
siempre como agrupaciones monofiléticas en las filogenias obtenidas en los
andlisis independientes. El apoyo encontrado en estos anélisis para las
relaciones entre las subfamilias ha sido ain menor. Estas relaciones
corresponden a los nodos mas profundos del arbol filogenético de la familia
Aphididae, que datan probablemente del Cretacico Superior (Heie, 1987). A
diferencia de lo observado en los analisis independientes, el andlisis
combinado de las secuencias, asi como algunas de las reconstrucciones
realizadas a partir del gen /wrh, ha mostrado algunas relaciones entre las
subfamilias de pulgones analizadas que presentaron un apoyo estadistico
elevado. Estas relaciones filogenéticas entre los principales grupos de la familia
Aphididae suponen una contribucion importante al conocimiento de la filogenia
de este grupo de insectos.

Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de los diferentes genes
analizados que se concatenaron en los conjuntos de datos combinados ntLEA
y aalLEA se utilizaron previamente para realizar diversas pruebas estadisticas
con el objetivo de analizar la congruencia filogenética entre ellos. Estas
pruebas mostraron la existencia de un grado muy elevado de incongruencia
entre la informacion filogenética proveniente de los distintos genes utilizados
(ver apartado 4.3.b). A pesar de ello, los datos se concatenaron para realizar
un analisis filogenético combinado con el fin de aumentar la sefal filogenética
existente en los andlisis independientes. No existe hoy en dla un claro
consenso entre los especialistas en filogenética molecular sobre si los datos
provenientes de distintas fuentes pueden o no ser utilizados de manera
combinada. Baker y DeSalle (1997) observaron un elevado nivel de
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incongruencia entre los datos moleculares provenientes de 8 genes analizados
en varias especies de moscas del género Drosophila. A pesar de elio,
argumentaron que la mejor estima de la filogenia resulté del analisis combinado
de los genes, y que la fuente de incongruencia entre ellos no era critica para el
cambio en la topologia del analisis combinado. Por otro lado, cuando se
combinan datos, a menudo pueden emerger relaciones filogenéticas no
presentes en los analisis por separado, debido a una amplificacion de la sefial
filogenética (Baker y DeSalle, 1997; Baker et al., 2001). La falta de estructura
filogenética en los nodos mas profundos de la filogenia de los pulgones,
detectada en los estudios previos al presente estudio basados en datos
moleculares, asl como en algunos de los andlisis independientes presentados
en este capitulo, sugieren que el andlisis combinado de genes puede ser
fundamental para el estudio de las relaciones filogenéticas entre los principales
grupos de pulgones. El andlisis combinado realizado mostrd, a pesar de la
incongruencia detectada entre las secuencias, resultados muy similares a los
obtenidos en el andlisis independiente del gen /wrh, mejorando los apoyos
estadisticos de algunos nodos.

a) Relaciones filogenéticas en los niveles taxonémicos de tribu y
subfamilia '

Como se ha mencionado anteriormente, las reconstrucciones filogenéticas
realizadas en este capitulo han reflejado en general la agrupacion de las
especies analizadas en las respectivas tribus reconocidas en las clasificaciones
mas importantes. Por ejemplo, en el caso de la subfamilia Eriosomatinae, los
apoyos estadisticos a las agrupaciones de cada una de las tres tribus que la
forman (Eriosomatini, Fordini y Pemphigini) (Remaudiére y Remaudiére, 1997)
han sido por lo general muy elevados. Tanto la tribu Eriosomatini como Ia tribu
Pemphigini, cada una representada por dos especies en este estudio, se han
agrupado de manera monofilética y, por lo general, con apoyos de bootstrap
superiores a 90% (ver por ejemplo la figura 1.24). El apoyo a la monofilia de la
tribu Fordini no ha sido tan elevado en algunos de los analisis, particularmente
en los realizados a partir de los genes mitocondriales, pero sl en los
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correspondientes a los genes nucleares y en los andlisis combinados, en los
que ha llegado al 100% (ver figura 1.24). Las relaciones internas de esta tribu
se analizan y discuten con mayor detalle en el capltulo 2. Las reconstrucciones
presentadas muestran, ademas, una relacién filogenética mas estrecha entre
las tribus Fordini y Pemphigini, particularmente en el analisis combinado. La
relacion filogenética entre estas dos tribus no aparecié en las reconstrucciones
obtenidas a partir de datos moleculares realizadas por von Dohlen y Moran
(2000) (ver figura 1.2) ni en las del estudio de Martinez-Torres et al. (2001) (ver
figura 1.3). Pese al elevado apoyo obtenido para la agrupacion monofilética de
cada una de las tres tribus de Eriosomatinae, no se recuperé la monofilia de
esta subfamilia en ninguna de las reconstrucciones realizadas, debido a la
posicion variable de la tribu Eriosomatini en los distintos analisis. La
discrepancia en la situacién filogenética que ocupan los miembros de esta tribu
en los diferentes analisis realizados puede ser debida a la existencia de sesgos
en la composicién nucleotidica de las secuencias analizadas. Las pruebas
estadisticas realizadas para analizar la homogeneidad de la composicién sélo
han revelado un sesgo estadisticamente significativo hacia un mayor contenido
en A+T en el gen Iwrh para la especie Tetraneura caerulescens. No obstante,
aunque no de manera significativa, en las tablas de composicién nucleotidica
obtenidas (ver Anexo Il en CD adjunto), puede observarse una ligera tendencia
hacia un mayor contenido en A+T tanto para esta especie como para Eriosoma
lanuginosum, y para los tres genes obtenidos en estas especies (lwrh, effa y
atp6). Cabe destacar que el sesgo hacia un mayor contenido en A+T de estas
dos especies pertenecientes a la tribu Eriosomatini puede apreciarse también
en la composicién nucleotidica de los genes analizados en la especie externa,
Daktulosphaira vitifoliae. Por otro lado, las especies de la tribu Eriosomatini
mostraron tasas de sustitucion nucleotidica aceleradas en algunas de las
pruebas estadisticas realizadas para analizar esta circunstancia. La existencia
de tasas aceleradas y de sesgos en la composicién podrian ser responsables
de la posicion aberrante de la tribu Eriosomatini en las reconstrucciones
filogenéticas, provocando una atraccién hacia la especie externa, con la cual
comparten un sesgo hacia un mayor contenido en A+T. Las clasificaciones
taxonémicas basadas en caracteres morfolégicos reconocen de manera
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general la monofilia de la subfamilia Eriosomatinae, fundamentada en la
existencia de algunos caracteres comunes importantes como, por ejemplo, la
induccion de agallas en los hospedadores primarios o el tipo de ciclo
alternante, con sextiparas retornantes y sexuados enanos y &fagos. La
obtencion de nuevos datos moleculares, libres de sesgos en composicion
nucleotidica, podria ser de gran ayuda para comprobar la monofilia de este
grupo. Asimismo, la inclusién de nuevas especies para ser utilizadas como
outgroup, pertenecientes a la familia Phylloxeridae (como D. vitifoliae, incluida
en el presente estudio) o a su familia hermana Adelgidae, pueden ser Utiles
para disminuir el efecto del sesgo en la composicion nucleotidica.

La clasificacion de Remaudiére, Stroyan y Quednau (Remaudiére y
Stroyan, 1984; Remaudiére y Quednau, 1988; Quednau y Remaudiére, 1994)
reconoce la existencia de tres tribus dentro de la subfamilia Hormaphidinae:
Cerataphidini, Hormaphidini y Nipponaphidini. Debido a la escasa presencia de
representantes de esta subfamilia en la Peninsula Ibérica, s6lo se pudo incluir
una especie de este grupo, Cerataphis sp., en el andlisis independiente de los
genes Iwrh y alpb, asl como en el andlisis combinado. La recopilacion de
secuencias obtenidas en otros trabajos sI ha permitido analizar al menos un
representante de cada una de las tres tribus de esta subfamilia en los analisis
independientes de los genes effa y coll. A pesar de no aparecer en todas las
reconstrucciones, la monofilia de cada una de las tribus aparecié en algunas de
las topologias obtenidas con esos dos genes (ver, por ejemplo, figuras 1.14 y
1.21). Cabe destacar que las especies de la tribu Cerataphidini ocuparon Ia
posicidon basal del arbol filogenético de la familia Aphididae en la reconstrucciéon
obtenida a partir de la secuencia completa del gen col/ (ver la figura 1.21), asi
como en algunas de las obtenidas a partir del analisis de los conjuntos de datos
combinados ntLEAC y aalLEAC, en las que esta tribu se hallaba representada
por la especie Cerataphis sp. (ver figuras 1.33 y 1.34). El unico representante
de esta tribu presente en el estudio previo de von Dohlen y Moran (2000),
Tuberaphis styraci, también ocupd la posicion basal en algunas de sus
reconstrucciones (ver figura 1.2). En ambos casos, la posicion basal es
ocupada por esta tribu en andlisis realizados a partir de datos moleculares
provenientes de DNA mitocondrial. Sin embargo, los analisis realizados en este
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capitulo a partir de otra secuencia mitocondrial (gen atp6) y de genes nucleares
(lwrh y efia) no apoyan que esta tribu ocupe esa posicibn en el arbol
filogenético de la familia Aphididae. Los analisis de estas secuencias apoyan,
por el contrario, que la tribu Cerataphidini sea basal dentro del conjunto de la
subfamilia Hormaphidinae. Los analisis presentados en este estudio sugieren
una relacion filogenética mas estrecha entre las tribus Hormaphidini vy
Nipponaphidini (cdn un apoyo de bdotstrép de 81% en la figura 1.16). Esta
relacién si aparecia en las reconstrucciones obtenidas por von Dohlen y Moran
(figura 1.2). A diferencia de los resultados publicados por estas autoras, el
andlisis presentado en el presente caplitulo apoya, en términos generales, la
monofilia de la subfamilia Hormaphidinae, dando validez a este grupo
reconocido clasicamente en las clasificaciones morfologicas.

Las clasificaciones mas modernas dividen la subfamilia Lachninae en tres
tribus: Eulachnini, Lachnini y Tramini; aunque con algunas diferencias en su
nombre y rango (Heie, 1980; Remaudiére y Remaudiére, 1997). Los andlisis
filogenéticos realizados han apoyado en términos generales la monofilia de
cada una de estas tribus, aunque las especies de la tribu Eulachnini mostraron
una disposicion parafilética en algunos anélisis independientes. Ademas, las
reconstrucciones a partir de los gen effa y coll sugieren la existencia de una
relacion filogenética mas estrecha entre las tribus Lachnini y Tramini (ver figura
1.14). Aunque la agrupaciéon no presenté un apoyo estadistico elevado, esta
relacion es concordante con los resultados obtenidos por Normark (2000),
quien propuso que la tribu Eulachnini ocupa la posicién basal de la subfamilia
Lachninae. Los resultados de Normark, ademds, sugieren una relacion
filogenética mas estrecha entre la tribu Tramini y las especies Tuberolachnus
salignus y Nippolachnus piri, miembros de la tribu Lachnini en la clasificacién
de Remaudiére, Stroyan y Quednau (Remaudiére y Stroyan, 1984; Remaudiére
y Quednau, 1988; Quednau y Remaudiére, 1994). Este resultado llevé a
Normark a sugerir que estas especies fueran clasificadas en la tribu
Tuberolachnini, siguiendo la propuesta de la clasificacion de Mamontova
(Mamontova, 1972; Mamontova, 1980; Normark, 2000). Los resultados
presentados en este capitulo, en el que se han incluido las secuencias del gen
efla obtenidas por Normark para las dos especies de la tribu Tramini y una

-143 -



Filogenia molecular de Aphididae

nueva secuencia para la especie Tuberolachnus salignus, confirman esta
relacién, que aparece apoyada por un valor de bootstrap de 69% en la
reconstruccion realizada a partir de esta secuencia (ver figura 1.14). Por otro
lado, en los analisis realizados a partir del gen coll se incluyeron las secuencias
correspondientes a la tribu Tramini y a la especie Nippolachnus piri obtenidas
por Normark, obteniendo también una estrecha relacion entre ellas (ver figura
1.21), apoyada por un valor de bootstrap de 89%.Los resultados sugieren, por
tanto, la posibilidad de la parafilia de la tribu Lachnini y de la relacién mas
cercana de algunas de sus especies con la tribu Tramini. La relacién
filogenética més estrecha entre las tribus Lachnini y Tramini deja a la tribu
Eulachnini en la posicién basal de la subfamilia, hecho que tiene implicaciones
importantes para la comprension de la evoluciéon del modo de alimentacion en
la familia Aphididae, que seran discutidas mas adelante (ver apartado 5.2).

Por lo que respecta a las dos tribus que forman la subfamilia Aphidinae
(Remaudiére y Remaudiére, 1997), la monofilia de la tribu Aphidini fue mas
general y se vio mejor apoyada que la correspondiente a la tribu Macrosiphini
en las reconstrucciones obtenidas en este estudio. Por otro lado, ambas tribus
han formado, de manera consistente, un clado en el que se incluia siempre la
especie representante de la subfamilia Pterocommatinae utilizada en cada caso
(Pterocomma populeum, P. populifoliae o P. pilosum dependiendo del gen, ver
tabla 1.1). La inclusibn en un mismo clado de los representantes de las
subfamilias Aphidinae y Pterocommatinae se vio apoyada generalmente por
valores estadisticos muy elevados. La relacion filogenética entre estas dos
subfamilias no es sorprendente, ya que, a pesar de ser independientes en la
clasificaciéon de Remaudiére, Stroyan y Quednau (1984; 1988; 1994), ambas
estaban incluidas en el mismo taxén en la mayoria de clasificaciones
anteriores. En la clasificacion propuesta por Heie (1980), ambas subfamilias
estaban incluidas en un mismo taxén, denominado familia Aphididae, que
inclula las subfamilias Aphidinae, Macrosiphinae y Pterocommatinae
(equivalentes a las tribus Aphidini, Macrosiphini y la subfamilia
Pterocommatinae en la clasificacion de Remaudiére, Stroyan y Quednau, ver
tabla 1.1). La divisiobn de este grupo en dos taxones independientes se
fundamenta en las diferencias entre ambos relativas al tipo de ciclo biolégico y
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de hospedador. Las especies de la subfamilia Pterocommatinae presentan
ciclos monoicos sobre especies de la familia Salicaceae. Pof su parte, las
especies de la subfamilia Aphidinae viven sobre un elevado nimero de
especies de plantas, y se acepta que su ciclo ancestral era dioico, aunque la
gran mayoria de especies de este taxon presentan hoy en dia ciclos no
alternantes (von Dohlen et al., 2006). Sin embargo, la division da lugar a una
clasificacion que no refleja la relécién filogenética existente entre estas dos
subfamilias, y que es evidente dado el elevado apoyo que recibe no sélo en los
resultados presentados en este estudio sino también en otros anteriores (von
Dohlen y Moran, 2000; Martinez-Torres et al., 2001; von Dohlen et al., 2006).
De hecho, algunas de las reconstrucciones obtenidas en este capitulo han
mostrado una relacién filogenética mas cercana entre la especie representante
de la subfamilia Pterocommatinae y algunas especies de la tribu Macrosiphini,
dando lugar a una disposicién parafilética de la subfamilia Aphidinae. Por
ejemplo, en la topologia obtenida a partir de la secuencia del gen effa la
espécie P. pilosum se agrupd con los miembros de la tribu Macrosiphini con un
apoyo de bootstrap de 65% (ver figura 1.14). Este hecho ya fue mostrado en un
estudio anterior, en el que von Dohlen et al. (2006) utilizaron las secuencias de
los genes efla y coll para determinar las relaciones filogenéticas entre los
miembros de las subfamilias Aphidinae y Pterocommatinae, y en el que las
especies de la tribu Macrosiphini agruparon junto con las correspondientes a la
subfamilia Pterocommatinae con un apoyo de bootstrap de 68%. Esta relacion
también se observa en las reconstrucciones obtenidas en el presente capitulo
en el analisis de las posiciones primera y segunda de codén de los genes /wrh
y atp6, aunque siempre con un valor de bootstrap menor a 50%. No obstante,
en otras reconstrucciones la topologia resultante ha mostrado una relacién mas
cercana entre las especies de las tribus Aphidini y Macrosiphini, dejando al
representante de la subfamilia Pterocommatinae en la posicién basal de este
clado y coincidiendo con las clasificaciones taxonémicas. Ademas, en algunas
de las reconstrucciones el apoyo estadistico a esta relacioén ha sido mucho mas
elevado que el de la relacién alternativa antes mencionada. Las dos tribus de la
subfamilia Aphidinae forman un grupo monofilético apoyado por un 80% de
bootstrap en el arbol obtenido a partir de la secuencia completa del gen iwrh,

-145 -



Filogenia molecular de Aphididae

llegando a un 85% cuando la especie externa era excluida (ver figuras 1.8 y
1.10). Por otro lado, en ninguna de las reconstrucciones realizadas a partir de
los conjuntos de datos combinados apareci6 la relacion entre Pterocommatinae
y Macrosiphini, sino que ambas tribus de la subfamilia Aphidinae agruparon
juntas, con valores estadisticos elevados, llegando a una probabilidad a
posteriori de 100% en el analisis mediante inferencia bayesiana del conjunto
aalLEAC (ver figura 1.34). Por lo tanto, a pesar de algunas excepciones en los
resultados presentados, los analisis realizados apoyan la monofilia de la
subfamilia Aphidinae, hecho que tiene una implicacion importante en la
evolucién de los ciclos biolégicos en este grupo (ver apartado 5.2). Por otro
lado, algunos datos moleculares obtenidos a partir de secuencias
correspondientes al endosimbionte primario de los pulgones, Buchnera
aphidicola, apoyan también la validez de la monofilia de la subfamilia Aphidinae
y la posicién como taxén hermano a ésta de la subfamilia Pterocommatinae
(asumiendo la validez de la coevolucion entre ambos grupos de organismos).
Las filogenias obtenidas a partir de los genes groEL (Fares et al., 2005) y
repA2 (Silva et al., 1998) dieron lugar a la agrupaciéon de las dos tribus de
Aphidinae con valores de bootstrap de 94% y 100%, respectivamente, dejando
a los representantes de la subfamilia Pterocommatinae en posicién basal. Dada
la generalidad de la cercana relacién entre las subfamilias Aphidinae y
Pterocommatinae en las reconstrucciones filogenéticas del presente estudio,
asl como de otros anteriores, cabria la posibilidad de plantear que ambas
subfamilias formaran un dnico grupo, como se ha considerado en algunas
clasificaciones, como la propuesta por Heie (1980). Asl, la subfamilia
Pterocommatinae de Remaudiére, Stroyan y Quednau (1984; 1988; 1994)
podria formar parte de la subfamilia Aphidinae, como una tercera tribu,
denominada Pterocommatini.

b) Relaciones filogenéticas profundas en la familia Aphididae

La falta de resolucién para los nodos mas profundos del arbol filogenético
de la familia Aphididae ha caracterizado los estudios previos sobre esta materia
basados en datos moleculares, y ha podido observarse también en varias de
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las reconstrucciones obtenidas en este capitulo en los analisis independientes
de las secuencias utilizadas. A pesar de ello, los analisis de las secuencias
correspondientes al gen /wrh (particularmente cuando la especie externa fue
excluida) y de los conjuntos de datos combinados han mostrado algunas
relaciones entre las subfamilias de pulgones analizadas que suponen un
importante avance en el conocimiento de la filogenia de este grupo. El
resultado mdas importante que se deriva de los andlisis filogenéticos
moleculares realizados en este capitulo es que las subfamilias analizadas
pueden agruparse en tres grandes linajes. Estos linajes se han denominado en
el presente estudio como: A+D, en el que se agruparon las especies de las
subfamilias Aphidinae, Calaphidinae, Chaitophorinae, Drepanosiphinae y
Pterocommatinae; E+T, en el que se incluyen los representantes de las
subfamilias Anoeciinae, Eriosomatinae, Hormaphidinae, Mindarinae vy
Thelaxinae; y L, formado por las especies de la subfamilia Lachninae. Los tres
grandes grupos han presentado en varias reconstrucciones apoyos estadisticos
de moderados a muy ailtos. Algunas de las topologias obtenidas, ademas,
sugieren que la subfamilia Lachninae ocupa la posicién basal del arbol
filogenético de la familia Aphididae.

La eliminacién de la especie externa, Daktulosphaira vitifoliae, en el anélisis
independiente del gen /wrh, dio lugar a un apoyo elevado para la agrupacién de
las subfamilias incluidas en el linaje denominado A+D (80% de bootstrap, ver
figura 1.10). En los andlisis combinados, el apoyo estadistico de este clado
llegé a ser de una probabilidad a posteriori de 100% en la reconstruccion
obtenida mediante inferencia bayesiana a partir del conjunto aalEA (ver figura
1.27). En este grupo se incluyeron las especies analizadas que pertenecian a
las subfamilias Aphidinae, Calaphidinae, Chaitophorinae, Drepanosiphinae y
Pterocommatinae. El nombre dado a esta agrupacioén deriva de las iniciales de
las dos familias que, en la clasificacion de Heie (1980) inclulan a todas las
subfamilias mencionadas (ver tabla I.1). Como se ha comentado anteriormente,
dentro del linaje A+D, los andlisis realizados han apoyado fuertemente la
relacion filogenética entre las subfamilias Aphidinae y Pterocommatinae. El
resto de relaciones dentro del linaje ha sido mas variable entre las distintas
reconstrucciones, y con apoyos estadisticos generalmente mas bajos. Las dos
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especies representantes de la subfamilia Chaitophorinae formaron un grupo
monofilético en casi todos los arboles filogenéticos mostrados, con apoyos
estadisticos muy elevados, llegando a un 100% de bootstrap en el andlisis del
gen Jwrh al excluir la especie externa (ver figura 1.10). Los miembros de la
subfamilia Chaitophorinae se agruparon generalmente junto al unico
representante de la subfamilia Drepanosiphinae incluido en este trabajo,
recibiendo esta relaciébn también apoyos generalmente elevados (95% de
bootstrap en el andlisis del conjunto aaLEA, ver figura 1.26). La relacién entre
estas dos subfamilias también aparecié en los resultados obtenidos por von
Dohlen y Moran (2000) a partir de secuencias mitocondriales (ver figura 1.2).
Por otro lado, aunque no aparece en todas las reconstrucciones, los analisis
también apoyan en general la monofilia de la subfamilia Calaphidinae, apoyada
por un bootstrap de 95% en la topologia de! analisis del gen /wrh mencionado
anteriormente (ver figura 1.10). La posicion de esta subfamilia ha sido variable
entre las distintas reconstrucciones, ocupando en algunas de ellas la posicion
basal de la filogenia de la familia Aphididae (ver, por ejemplo, la figura 1.8). La
variabilidad en la posicién de esta subfamilia puede deberse a la existencia de
tasas aceleradas de sustitucion nucleotidica en algunas de las secuencias
analizadas. Para varios de los genes utilizados, asi como para los conjuntos de
datos combinados, las especies de esta subfamilia mostraron tasas de
evolucién significativamente aceleradas respecto a las correspondientes a las
especies de las subfamilias Chaitophorinae y Drepanosiphinae (ver tabla 1.5).
En aquellas reconstrucciones en las que las especies representantes de esta
subfamilia quedaron incluidas dentro del linaje A+D, la posicion que ocuparon
fue en algunas ocasiones basal, apareciendo una relacién mas estrecha entre
los grupos de Aphidinae+Pterocommatinae y Chaitophorinae+Drepanosiphinae.
Esta relaciéon tuvo un apoyo, por ejemplo, de un 82% de bootstrap en la
topologia obtenida en el andlisis por neighbor-joining del conjunto de datos
aalEA (ver la figura 1.26). Sin embargo, otras reconstrucciones han apoyado la
unién de las subfamilias Chaitophorinae y Drepanosiphinae con los miembros
de la subfamilia Calaphidinae (bootstrap de 100% en el analisis por maxima
parsimonia del conjunto aaLEA; figura 1.32), dando apoyo, por tanto, al taxén
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denominado en la clasificacion de Heie (1980) como familia Drepanosiphidae,
al cual pertenecian estas tres subfamilias.

Las relaciones internas del linaje E+T fueron algo mas inciertas que las
halladas en el linaje A+D. El apoyo estadistico de este linaje, en el que se
incluyeron los representantes de las subfamilias Anoeciinae, Eriosomatinae,
Hormaphidinae, Mindarinae y Thelaxin{ae,{ no fue elevado en la mayoria de
reconstruccioneé en las que aparecié. No obstante, en aquellos analisis en los
que no se incluyeron las especies de la tribu Eriosomatini, el apoyo del grupo
monofilético formado por el resto de integrantes del linaje E+T fue muy elevado
(ver, por ejemplo, la figura 1.30). Como se ha mencionado anteriormente, en
ninguna de las topologias obtenidas se recuperd la monofilia de la subfamilia
Eriosomatinae, aunque los analisis apoyaron fuertemente la relacion de las
tribus Fordini y Pemphigini. Por otro lado, los resultados obtenidos en este
capitulo mostraron, de manera general, un grupo formado por las especies de
las subfamilias Anoeciinae, Hormaphidinae y Thelaxinae. Cabe recordar que
los miembros de estas tres subfamilias, asi como de la subfamilia Mindarinae,
fueron agrupados en un Ulnico taxén, denominado familia Thelaxidae, en las
clasificaciones de B6rner (1952) y Bérner y Heinze (1957) (ver Introduccion
general, apartado 2.2). La denominacion de este linaje como E+T se debi6 a la
inclusién en éste de la subfamilia Eriosomatinae y de los miembros de Ia familia
Thelaxidae sensu Boérner y Heinze (1957). Aunque su apoyo estadistico no fue
en general elevado, el grupo de las subfamilias Anoeciinae, Hormaphidinae y
Thelaxinae aparecié en gran parte de las reconstrucciones obtenidas a partir de
los andlisis independientes de los genes lwrh y afp6, asi como en los
correspondientes a los conjuntos de datos combinados ntLEA y aalLEA. Esta
agrupacion llegd a mostrar un apoyo de una probabilidad a posteriori de 100%
en la topologia resultante del analisis mediante inferencia bayesiana del
conjunto de datos combinados aalLEA (figura 1.30). Ademas, las topologias
obtenidas sugieren la existencia de una relacion filogenética mas estrecha
entre las subfamilias Anoeciinae y Hormaphidinae. De nuevo, los apoyos
estadisticos para esta agrupacién fueron, en general, bajos, aunque llegaron a
una probabilidad a posteriori de 95% en el analisis recién mencionado. Ninguna
de las relaciones entre subfamilias halladas dentro del linaje E+T apareci6 en
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los estudios previos basados en datos moleculares, si bien es cierto que no
todos estos grupos se hallaban representados en ellos (von Dohlen y Moran,
2000; Martinez-Torres et al., 2001).

Los analisis independientes de los genes empleados en este estudio han
dado lugar a resultados incongruentes respecto a la posicion de la especie
Mindarus abietinus, Gnico representante analizado de la subfamilia Mindarinae.
Las reconstrucciones obtenidas a partir de los genes effa y atp6 han coincidido
en situar esta especie como hermana del clado formado por las subfamilias
Aphidinae y Pterocommatinae, aunque nunca con valores de apoyo estadistico
elevado. Sin embargo, el uso de las secuencias correspondientes al gen wrh y
de los conjuntos de datos combinados ntLEA y aalLEA produjo topologias en
las que esta especie se posicioné bien como hermana del clado formado por
las tribus Fordini y Pemphigini, bien dentro de un clado compartido con las
especies representantes de las subfamilias Anoeciinae, Hormaphidinae y
Thelaxinae. La discrepancia en la posicion filogenética de esta subfamilia
puede deberse en parte a la existencia de tasas aceleradas de sustitucién,
detectadas para el gen effa y el conjunto de datos combinados ntLEA. La
agrupaciéon de M. abietinus en el linaje E+T, independientemente de su
ubicacién dentro de éste, recibi®é apoyos mas elevados, llegando a valores
superiores a 90% en algunas reconstrucciones en las que no se incluyd la tribu
Eriosomatini (ver la figura 1.30). En los resultados obtenidos por von Dohien y
Moran (2000) (figura 2.1) esta especie quedé agrupada con los representantes
de la tribu Eriosomatini, aunque con bajo apoyo estadistico.

El daltimo linaje definido fue el denominado linaje L, formado Gnicamente por
las especies representantes de la subfamilia Lachninae. Como se ha
mencionado anteriormente, los resultados obtenidos en este capitulo apoyan la
monofilia de este grupo reconocido clasicamente en las clasificaciones
taxonémicas (Heie, 1980; Remaudiére y Remaudiére, 1997). Ademas, las
reconstrucciones filogenéticas realizadas apoyan en general la hip6tesis de que
la subfamilia Lachninae ocupa la posicién basal en el arbol filogenético de la
familia Aphididae. Los andlisis independientes de cada una de las secuencias
han mostrado al menos alguna topologia que apoya esta posicién, tanto en las
reconstrucciones sin constrefiir como en aquellas constrefiidas a mantener los
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tres grandes linajes. El apoyo a la posicién basal de la subfamilia Lachninae en
los andlisis independientes ha llegado a ser de 100% de bootstrap en el
analisis constrefido del gen effa (figura 1.16). La mayoria de reconstrucciones
de los analisis combinados han mostrado también topologias con las especies
de Lachninae en posicion basal, con apoyos estadisticos de moderados a muy
altos en el analisis del conjunto ntLEA, y con cualquiera de los 4 métodos de
reconstruccion empleadoé (ver ﬁgufa 1.31). EI analisis mediante maxima
verosimilitud del conjunto de datos ntLEAC, en que se incluyeron todos los
datos moleculares disponibles para 19 especies de pulgones, revel6 también
una topologia en la que la subfamilia Lachninae queddé como taxdn hemmano
del resto (figura 1.33). En los estudios previos basados en datos moleculares
las especies utilizadas pertenecientes a esta subfamilia también ocuparon, en
algunas de las reconstrucciones, una posicion cercana a la basal (von Dohlen y
Moran, 2000; Martinez-Torres et al., 2001) (figuras 1.2 y 1.3). Por otro lado, el
test ELW para la comparacién de hipétesis filogenéticas alternativas rechazo,
utilizando como datos el conjunto combinado ntLEA, aquelios arboles en los
que se forzd que los linajes A+D o E+T ocuparan la posiciéon basal (aunque no
rechazaron una topologia en la que las especies del linaje E+T ocupaban la
posicién basal sin formar un grupo monofilético). Aunque la subfamilia
Lachninae no ocupa esta posicién en las propuestas filogenéticas basadas en
datos morfolégicos de Heie (1987) y Wojciechowski (1992), la idea de la
basalidad de este taxdn no es nueva. Algunos autores como Baker (1920) o
Shaposhnikov (1964) ya sugirieron anteriormente, en sus clasificaciones, que la
subfamilia Lachninae era el grupo mas antiguo de pulgones. Conocer la
posiciéon filogenética de esta subfamilia es fundamental para determinar la
polaridad de la evolucidon de muchas de las caracteristicas de los pulgones,
tanto morfolégicas como ecolégicas, como su alimentacién o sus ciclos
bioldgicos (ver apartado 5.2).

Los datos moleculares empleados en esta tesis doctoral han permitido
realizar algunos avances en el conocimiento de las relaciones filogenéticas
entre los principales grupos de pulgones, mejorando en algunos aspectos los
resultados obtenidos en estudios anteriores, en los que las reconstrucciones
filogenéticas obtenidas mostraron una elevada falta de estructura

-161- |



Filogenia molecular de Aphididae

estadisticamente apoyada para los nodos profundos del arbol. Como se ha
comentado anteriormente, los diversos analisis realizados en este capitulo han
apoyado algunas relaciones entre tribus no presentes en los estudios de von
Dohlen y Moran (2000) y Martinez-Torres et al. (2001). Algunos ejemplos de
estas relaciones son las halladas entre las tribus Fordini y Pemphigini o la de
las tres tribus componentes de la subfamilia Hormaphidinae. Ademas, los
diversos analisis realizados han permitido apoyar, por primera vez con datos
moleculares, algunas relaciones en los niveles mas profundos de la filogenia de
la familia Aphididae. Los dos trabajos previos que abordaron las relaciones
filogenéticas entre los principales grupos de pulgones mediante la obtencién de
datos moleculares utilizaron secuencias correspondientes al DNA mitocondrial
de estos insectos. Este tipo de secuencias puede no ser siempre ideal para el
estudio de relaciones filogenéticas profundas, aunque los genes que codifican
los rRNAs han sido utilizados con éxito para realizar la inferencia de nodos muy
antiguos. Para las relaciones filogenéticas entre los principales grupos de
pulgones, las secuencias nucleares utilizadas en este capitulo, particularmente
las correspondientes al gen /wrh, han sido mas utiles para la resolucién de los
nodos que las mitocondriales

Las relaciones filogenéticas existentes dentro de cada uno de los tres
grandes linajes descritos anteriormente son mas concordantes con la filogenia
basada en caracteres morfolégicos propuesta por Wojciechowski (1992) que
con la sugerida por Heie (1987) (ver figura 1.8). Asimismo, estas agrupaciones
coinciden en gran medida con las clasificaciones propuestas por Bérner (1952)
y Bérner y Heinze (1957), muy similares a los grupos principales de la hip6tesis
filogenética de Wojciechowski (1992). La agrupaciéon de las subfamilias que
forman el linaje A+D coincide en gran medida con uno de los grupos que
aparecen en la filogenia propuesta por este autor, en la que todas ellas estaban
agrupadas en las familias Aphididae y Drepanosiphidae. La principal diferencia
estriba en que este autor incluyé en este clado también a los miembros de la
subfamilia  Lachninae. Las subfamilias Aphidinae, Calaphidinae,
Chaitophorinae, Drepanosiphinae y Lachninae formaban ademas un taxén
denominado Semnocnemidia en las clasificaciones de Bérner (1952) y Bérner y
Heinze (1957), aunque con diferencias en el nivel taxonémico y las
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agrupaciones internas. Tanto Wojciechowski como Heie propusieron un
estrecha relacion de hermandad filogenética entre la subfamilias Lachninae y el
clado de Aphidinae y Pterocommatinae, relacion que ha sido ampliamente
aceptada. Sin embargo, los datos moleculares obtenidos en este trabajo no
apoyaron en ningun analisis esta relacion. De hecho, los test de topologias
alternativas realizados a partir del conjunto de datos ntLEA rechazaron la
relacién ﬁlogenétiéa entre estas tres subfémilias. El segundo gran grupo que
aparece en la propuesta realizada por Wojciechowski inclufa los miembros de
las subfamilias Anoeciinae, Eriosomatinae, Hormaphidinae, Mindarinae y
Thelaxinae, ademas de otras subfamilias poco diversas y no representadas en
esta tesis doctoral. Esta agrupacion coincide totalmente con la composicion del
linaje propuesto en el presente estudio y que ha sido denominado E+T, aunque
las relaciones entre las subfamilias difieren con las sugeridas por
Wojciechowski. El grupo es también equiparable al taxén Procnemidia de las
clasificaciones de Borner (1952) y Borner y Heinze (1957), mencionadas
anteriormente. Heie, sin embargo, realizd una agrupacién en la que se
incluyeron las subfam.ilias Anoeciinae, Eriosomatinae y Hormaphidinae, pero
agrupd las subfamilias Mindarinae y Thelaxinae junto a su familia
Drepanosiphidae en funcién de la presencia de grandes placas céreas
ventrales en la parte posterior del abdomen de las hembras oviparas. A pesar
de la similitud en la composicion de los grandes grupos entre la filogenia de
Wojciechowski y los resultados del presente estudio, los test ELW de
comparacion de topologlas alternativas rechazaron la hipétesis propuesta por
este autor, asi como la de Heie, probablemente como consecuencia, en gran
parte, de la relacibn propuesta por ambos autores entre las subfamilias
Aphidinae y Lachninae.

¢) Apoyo morfolégico a la existencia de los tres grandes linajes

Se puede invocar una serie de caracteres morfolégicos para apoyar la
existencia de los tres linajes principales de la familia Aphididae propuestos a la
luz de los resultados obtenidos en el presente estudio. Cada uno de estos tres
linajes muestra un grupo de caracteristicas, bien plesiomoérficas bien
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apomorficas, comunes a las subfamilias que los componen y que los distinguen
del resto de linajes. Wojciechowski (1992) definié dos “lineas de desarrollo” en
los pulgones en funcién de la forma del tubo digestivo y de la presencia o
ausencia de triomatidio en las ninfas de primer estadio. Una de las lineas de
desarrollo se caracteriza por su tubo digestivo corto, que para este autor
representa el estado ancestral, y la presencia de triomatidio en la primera ninfa.
En esta linea se incluyen las subfamilias Anoeciinae, Eriosomatinae,
Hormaphidinae, Mindarinae y Thelaxinae (ademas de otras dos subfamilias no
representadas en esta tesis doctoral), subfamilias que conforman el linaje
definido en esta tesis doctoral como E+T. Los pulgones incluidos en estas
subfamilias muestran generalmente, ademas, corniculos muy cortos o tipo poro
y. en el ultimo artejo antenal, el filamento terminal mas corto que la mitad de la
longitud de la base (Wojciechowski, 1992). La longitud relativa de las dos
partes del ultimo segmento de la antena parece ser un buen caracter
diagnostico, ya que su estado es, segin Wojciechowski, estable en los taxones
superiores de la familia Aphididae. Ademas, algunas de las subfamilias de este
linaje comparten otras caracteristicas relativas a sus ciclos biol6égicos, que
seran discutidas en el apartado 5.2. Heie (1987) propuso la existencia de un
clado bastante similar, pero excluyendo la subfamilia Thelaxinae, la cual situé
filogenéticamente mas cerca de su familia Drepanosiphidae, en funcién de la
presencia en ambas de placas glandulares ventrales en las hembras sexuadas.
Sin embargo, el propio Heie reconocié que las placas glandulares ventrales de
las hembras sexuadas no aparecian en varios géneros de su familia
Drepanosiphidae, y Wojciechowski apuntd que, aunque menos desarrolladas,
éstas placas también se hallan en otros grupos.

La segunda linea de desarrollo descrita por Wojciechowski (1992) se
caracteriza por mostrar tubo digestivo enrollado y la ausencia de triomatidio en
el primer estadio ninfal, ausencia que representa el estado plesiomérfico de
este caracter segln este autor. En este grupo, Wojciechowski incluyé las
subfamilias Aphidinae, Calaphidinae, Chaitophorinae, Drepanosiphinae,
Lachninae y Pterocommatinae. Como se ha mencionado anteriormente, este
grupo coincide con el linaje que se ha denominado en el presente estudio como
A+D, salvo por la inclusién de la subfamilia Lachninae. La forma del tubo
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digestivo y la ausencia de triomatidio en la primera ninfa son compartidos entre
los componentes de los linajes denominados A+D y L, pero existen al menos
otras dos caracteristicas que permiten diferenciar las especies pertenecientes
al linaje A+D tanto de los componentes de la subfamilia Lachninae como de los
del linaje E+T. Las especies de las subfamilias del linaje A+D muestran, en
general, corniculos bien desarrollados, y el ﬁlamento terminal del ditimo
segmento antenal es més largo dué la mitad de su base (Wojciechowski, 1992).
Los miembros de la subfamilia Lachninae, al igual que lo descrito para el linaje
E+T, muestran corniculos poriformes o poco elevados y el filamento terminal
del ultimo segmento de sus antenas es mas corto que la mitad de la base.
Existen ademas otros caracteres que distinguen a los pulgones
pertenecientes a la subfamilia Lachninae de los miembros de los otros dos
linajes, entre los cuales se incluyen la divisién en 5 segmentos del rostro (4
segmentos en el resto de subfamilias) y la ausencia de glandulas accesorias en
el sistema reproductivo masculino. El hecho de que los datos moleculares
empleados en este caplitulo sugieran que esta subfamilia ocupa la posicién
basal de la filogenia tiene implicaciones importantes para la discusién de la
evolucién de los caracteres morfolégicos en este grupo de insectos. Segun
Heie (1987), el estado de muchos de los caracteres de Lachninae son
plesiomérficos o lo parecen, y la edad que los afidélogos han asignado a este
grupo depende en gran medida de si estos estados han sido realmente
considerados o no ancestrales. Si se acepta que esta subfamilia es basal
respecto al resto de pulgones y que muchos de sus caracteres morfolégicos
representan el estado ancestral (algo no necesariamente cierto), la evolucion
de los caracteres morfolégicos mencionados anteriormente podria haber
ocurrido de la siguiente manera. Por un lado, el rostro de los pulgones habria
sufrido una fusidbn de dos segmentos, pasando de los 5 presentes en la
subfamilia Lachninae, a los 4 del resto de subfamilias. Wojciechowski ya
apunté que la edad relativa y la posicién filogenética de esta subfamilia
dependen en gran medida de cémo se interprete este caracter. En general, ha
prevalecido la idea de que el rostro de 4 segmentos representaba el estado
ancestral. Sin embargo, Baker (1920) y el propio Heie (1976) propusieron que
el rostro de 5 seria ancestral y que el rostro de 4 segmentos derivaria de la
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fusién de los segmentos IV y V. La posicion filogenética que la subfamilia
Lachninae ocupa en la mayoria de arboles filogenéticos mostrados en el
presente estudio apoyaria esta ultima hipétesis. Este resultado también sugiere
que los machos de los pulgones ancestrales carecerian de glandulas
accesorias en el sistema reproductor, apareciendo éstas en el resto de grupos.
Los corniculos habrfan evolucionado desde un estado poco elevado o tipo poro
a estar bien desarrollados en los miembros del linaje A+D, en los que ademas
el filamento terminal del Gltimo segmento antenal se habria alargado hasta
presentar una longitud mayor que la mitad de su base. Por otro lado, la forma
enrollada del tubo digestivo representaria el estado original, a diferencia de lo
sugerido por Wojciechowski, reduciéndose en los miembros del linaje E+T. Por
ultimo, en este Gltimo linaje, habria aparecido el triomatidio del ojo compuesto
en la primera ninfa. Aun aceptando que la subfamilia Lachninae ocupe la
posicion basal de la filogenia de los pulgones, es bastante improbable que
todos sus caracteres presenten hoy en dia el estado ancestral. Por ello, este
escenario puede considerarse tnicamente como una hipétesis de trabajo para
otros estudios con analisis mas detallados sobre la morfologia de este tipo de
insectos, en los que se comparen ademas los caracteres homélogos de los
miembros del tax6n hermano de la familia Aphididae, formado por los insectos
de las familias Adelgidae y Phylloxeridae.

5.2. Implicaciones en el conocimiento sobre el origen y la
evolucién de los ciclos biolégicos de los pulgones

La mayoria de especies de pulgones desarrollan su ciclo biol6gico sobre
una unica especie vegetal, sobre la que aparecen todas las formas. Este tipo
de ciclo, denominado monoico, se contrapone al ciclo dioico, en el que tiene
lugar una alternancia obligada entre dos hospedadores vegetales
filogenéticamente alejados. Las especies dioicas de pulgones alternan entre un
hospedador primario, tipicamente una planta Ieﬁosé, sobre el que aparecen
generalmente las formas sexuales, y un hospedador secundario, normalmente
una planta herbacea, sobre la que soélo aparecen formas partenogenéticas (ver
Introduccién general, apartado 1.1). Los ciclos dioicos aparecen en las tres
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familias componentes de la superfamilia Aphidoidea (Adelgidae, Aphididae y
Phylloxeridae). Sin embargo, algunos autores han concluido que el ciclo
ancestral de los pulgones viviparos (familia Aphididae) era un ciclo monoico
sobre plantas gimnospermas (Heie, 1987; Shaposhnikov, 1987a). La
ancestralidad del ciclo monoico sobre gimnospermas es congruente con la
hipétesis de la basalidad de la subfamilia Lachninae en el arbol filogenético de
los pulgones. Las4 especies de eéta ’subfa'mivliarmuestran en todos los casos
ciclos monoicos, desarrollados sobre plantas angiospermas en las tribus
Lachnini y Tramini y sobre gimnospermas en la tribu Eulachnini. Los analisis
filogenéticos realizados a partir de las secuencias de los genes effa y coll,
tanto en este trabajo como en estudios anteriores (Normark, 2000), han
apoyado que la tribu Eulachnini ocupe la posicion basal dentro de la subfamilia
Lachninae, sugiriendo asi que el ciclo monoico sobre gimnospermas es
ancestral en esta subfamilia. La alimentacion sobre angiospermas de las
especies pertenecientes a Lachnini y Tramini podria explicarse, por tanto,
mediante una dnica tfransicién desde gimnospermas en el ancestro de estas
dos tribus (figura 1.36).

Los resultados mostrados en esta tesis doctoral apoyan, ademas, la
hipétesis de que la subfamilia Lachninae es basal dentro de los Aphididae,
hecho que refuerza a su vez la hipbtesis de que el ciclo monoico sobre
gimnospermas es ancestral dentro de este grupo de insectos. Este tipo de ciclo
habria dado lugar, por tanto, a la aparicién de ciclos desarrollados sobre
plantas angiospermas en otros grupos de pulgones, una transicion que podria
haber dado lugar a la existencia de la rapida radiacion adaptativa ocurrida
durante el Cretacico Superior. E! conocimiento preciso del numero de
transiciones desde gimnospermas a angiospermas ocurridos en la familia
Aphididae requiere del conocimiento preciso de las relaciones filogenéticas
entre todas las subfamilias que la componen. Para las subfamilias analizadas
en este trabajo, y a la luz de los resultados obtenidos, una explicacién
parsiménica podria implicar la existencia de sé6lo cuatro transiciones,
incluyendo la mencionada anteriormente para el ancestro de las tribus Lachnini
y Tramini (ver figura 1.36). Dentro del linaje A+D, todas las subfamilias
analizadas utilizan como hospedadores (primarios en el caso de las especies
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alternantes) plantas angiospermas. Sin embargo, parece necesario proponer
para este lingje la existencia de, al menos, dos transiciones de la alimentacién
desde el estado ancestral sobre gimnospermas. Varios autores coinciden en
asegurar que el ancestro de la familia Drepanosiphidae sensu Heie debié de
vivir sobre coniferas. Esto se debe a que las especies de la subfamilia
Neophyllaphidinae sensu Remaudiére, Stroyan y Quednau (que formaba parte
de la familia Drepanosiphidae sensu Heie), las cuales se considera que han
evolucionado muy poco desde finales del Mesozoico (Heie, 1987), viven atn
hoy en dia sobre especies de coniferas de los géneros Araucaria y Podocarpa
(Shaposhnikov, 1987; Heie, 2004; von Dohlen et al., 2004). Asumiendo que el
ancestro de Drepanosiphidae sensu Heie vivia sobre coniferas, una unica
transicion hacia angiospermas podria explicar este tipo de alimentacion en las
especies de las subfamilias Calaphidinae, Chaitophorinae y Drepanosiphinae,
analizadas en el presente trabajo. Este hecho conllevaria necesariamente la
existencia de otra transicion en el ancestro del clado formado por las
subfamilias Aphidinae y Pterocommatinae.

Por otro lado, la falta de resolucion hallada para las relaciones entre las
subfamilias analizadas que quedaron incluidas en el lingje E+T dificulta la
discusién sobre cuantos cambios de hospedador desde gimnospermas a
angiospermas han ocurrido en este grupo. Todas las subfamilias analizadas de
este linaje utilizan como hospedadores (primarios en el caso de especies
alternantes) plantas angiospermas salvo las especies de la subfamilia
Mindarinae. Por tanto, el nimero de transiciones de este linaje podria reducirse
a uno solo, ocurrido en el ancestro del grupo (figura 1.36). Este tnico cambio
implicaria una posterior reversion del caracter en el ancestro de la subfamilia
Mindarinae (desde angiosperma a gimnosperma) o, alternativamente, aceptar
que esta subfamilia ocupa la posicién basal de este linaje. Esta Gltima opcion
seria coherente con el hecho de que las especies de la subfamilia Mindarinae
son consideradas muy primitivas y, segun varios autores, su alimentacién sobre
coniferas es ancestral (Heie, 1987; Heie, 2004; von Dohlen et al., 2004).
Ademas, esta subfamilia ocupa la posicién basal del clado de la filogenia de
Wojciechowski (1992) que es compatible con el linaje denominado E+T.
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Hospedadores
primarios principales

Eulachnini Coniferae
e
Lachnini s:z Fagaceae, Rosaceae
i
Tramini Compositae
Pterocommatinae Salicaceae
Aphidini p Rosidae, Asteridae
TO
Jz
A+D Macrosiphini 3 Rosales, Compositae
Calaphidinae 2 Fabaceae, Betulaceae,
12 g Juglandaceae, otras
.9-1
Drepanosiphinae ; A Aceraceae
o 5
Chaitophorinae & © Sallcgceae, Aceraceae,
(o) Graminae
X?
Mindarinae Picea, Abies
+
E+T Eriosomatini 4 Ulmaceae
@D
Fordini g Anacardiaceae
Pemphigini LU P0,0U/US, arboles
dicotiledoneos
Thelaxinae Betulaceae, Fagaceae,
Juglandaceae
Anoeciinae Lauraceae, Comus
Cerataphidini :;) Styrax
s
Hormaphtdini .85 Hamamelis
: 5
" Nipponaphidini x Distylium

Figura 1.36. Tres posibles escenarios para la evolucion de la alternancia de hospedador en los
pulgones y un posible escenario para la evolucion de su alimentacion. A la derecha de cada
subfamilia o tribu se muestra el tipo de hospedador primario principal del taxén (Nieto Nafria et
al., 1998, 2003; von Dohlen y Moran, 2000). Las flechas verticales indican tres hipétesis
diferentes para la aparicion de la alternancia de hospedador: en verde, los 7 origenes propuestos
por von Dohlen y Moran (2000); en azul, 5 origenes en funcion de algunas relaciones
fuertemente apoyadas en el presente estudio (ver texto); rojo, solo 2 origenes de la alternancia,
que implican 1 o 2 pérdidas de la misma (cruces rojas). Los linajes asociados a plantas
gimnospermas aparecen indicados con lineas continuas, mientras que aquéllos asociados a
angiospermas se indican con lineas discontinuas. Las flechas negras horizontales indican
transiciones de la alimentacién desde plantas gimnospermas a plantas angiospermas.

-159-



Filogenia molecular de Aphididae

La falta de estructura filogenética en los nodos mas profundos de la filogenia de
la familia Aphididae, hallada por von Dohlen y Moran (2000), condujo a estas
autoras a apoyar la existencia de una rapida radiacién adaptativa a nivel de
tribu. Por otro lado, la larga existencia independiente de las tribus, unida a la
falta de estructura filogenética profunda, dio pie a las autoras a sugerir la
existencia de 7 origenes independientes de la alternancia de hospedador en los
pulgones. Estos origenes de la alternancia habrian ocurrido en el ancestro de
cada uno de los grupos siguientes: Anoeciinae, Aphidinae, Cerataphidini,
Eriosomatini, Fordini, Hormaphidini+Nipponaphidini y Pemphigini (ver figura
1.36). Segln von Dohlen y Moran, esta hip6tesis cobra ademas sentido a la luz
de la hipétesis de la restriccion de la fundadora como explicacion de la
permanencia de la alternancia de hospedador en muchas de las especies de
afidos. Para algunos autores, la transferencia completa de todas las formas de
los ciclos dioicos desde el hospedador primario (generalmente lefioso) al
hospedador secundario (tipicamente una planta herbacea) serfa muy
beneficioso en términos nutricionales. Existen numerosas explicaciones de
corte adaptativo que tratan de explicar por qué el hospedador primario
permanece en los ciclos biolégicos de multitud de especies de pulgones. Moran
(1988; 1990; 1992) ofreci6 una explicacion alternativa, aunque no
necesariamente excluyente, en términos de restriccién evolutiva. Segtin esta
autora, la forma fundadora de las especies alternantes ha llegado a
especializarse de manera tan elevada a la vida sobre el hospedador primario
que su transferencia (y por tanto su adaptacién) a un hospedador secundario
resulta muy improbable. Segtin von Dohlen y Moran (2000), si la hipotesis de la
restriccion de la fundadora es cierta, la especializacién de esta forma también
debe de suponer un impedimento para la transferencia entre hospedadores
primarios alejados. Los hospedadores primarios de cada uno de los 7 grupos
mencionados anteriormente pertenecen a grupos de plantas filogenéticamente
alejados, con propiedades fenol6gicas necesariamente diferentes (von Dohlen
y Moran, 2000). Segln estas autoras, este hecho apoya la existencia de un
origen de la alternancia de hospedador en el ancestro de cada uno de estos 7
grupos. Si la alternancia hubiera aparecido con anterioridad, en una unica
ocasién, la forma fundadora no podria haberse transferido a nuevos
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hospedadores primarios de caracteristicas tan diferentes. Sin embargo es muy
probable que, como también mencionaron estas autoras, las fundadoras
estuvieran menos especializadas a sus hospedadores en la época en que se
originaron las tribus, presumiblemente durante el Cretacico Superior. Por tanto,
un menor grado de especializacion pudo permitir la transferencia de las
fundadoras de una especie ancestral alternante entre hospedadores primarios
alejados. Sobre los nuevos hospedadores podria haberse producido, entonces,
una diversificacion que daria lugar a las diferentes tribus. Posteriormente, las
formas fundadoras podrian haberse especializado en mayor grado a los
respectivos hospedadores primarios durante el largo tiempo de existencia de
cada una de las tribus.

El tipo de retorno particular que ocurre en las especies alternantes de la
subfamilia Aphidinae (retorno tipo afidino) aboga por, al menos, un origen
independiente de la alternancia de hospedador en este taxén (von Dohlen y
Moran, 2000). A diferencia de lo que ocurre en el resto de subfamilias en los
que se présentan ciclos dioicos, el retorno de tipo afidino conlleva la migracion
por separado de los machos y de las hembras ginéparas (ver Introduccion
general, apartado 1.1). Segun Shaposhnikov (1964), este tipo de alternancia
aparecié en el Terciario, a la vez que la aparicion de las plantas herbaceas.
Este origen independiente queda apoyado por los resultados filogenéticos
obtenidos en este trabajo, donde la subfamilia Aphidinae queda posicionada
muy lejos (linaje A+D) del resto de grupos con alternancia de hospedador
(todos incluidos en el linaje E+T). Como se ha comentado anteriormente (ver
apartado 5.1), algunas de las reconstrucciones obtenidas en este trabajo en los
andlisis independientes han mostrado una relacién filogenética mas estrecha
de la subfamilia Pterocommatinae con una de las tribus de la subfamilia
Aphidinae, la tribu Macrosiphini. Este resultado fue anteriormente obtenido por
von Dohlen et al. (2006), hecho que llevé a estos autores a sugerir que la
alternancia de hospedador en la subfamilia Aphidinae tuvo en realidad dos
origenes independientes, uno para la tribu Aphidini y otro para la tribu
Macrosiphini. Sin embargo, los analisis combinados, asi como algunos de los
independientes, realizados en este capitulo, han dado un apoyo mucho mayor
a la relacion filogenética entre las dos tribus de la subfamilia Aphidinae, dando
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validez a su monofilia y separandola de la subfamilia Pterocommatinae. Este
resultado apoya, por tanto, la hipétesis de la existencia de un unico origen de la
alternancia en la subfamilia Aphidinae. Por otro lado, tanto los miembros de ia
subfamilia Pterocommatinae como los del resto de integrantes del linaje A+D
(subfamilias Calaphidinae, Chaitophorinae y Drepanosiphinae) se caracterizan
por mostrar ciclos monoicos. Esto implica que el ancestro de este linaje pudo
haber mantenido este tipo de ciclo, ancestral en la familia Aphididae,
existiendo, dentro del linaje A+D, so6lo una transicion evolutiva hacia la
alternancia de hospedador en el ancestro de la subfamilia Aphidinae.

El hecho de que varios de los nodos internos del linaje E+T no hayan
quedado resueltos con elevados apoyos estadisticos no permite conocer con
seguridad cuantos origenes de la alternancia han ocurrido en este grupo. A
pesar de ello, los resultados mostrados permiten apoyar la existencia de un
numero menor de origenes de la alternancia de hospedador en este grupo
respecto a los 6 origenes propuestos por von Dohlen y Moran (2000) (de los 7
grupos con un origen independiente propuestos por estas autoras soélo 1, la
subfamilia Aphidinae, no se halla incluido en el linaje E+T; ver figura 1.36). Por
ejemplo, resulta mucho mas parsiménico apoyar la existencia de un unico
origen de la alternancia para las tribus Fordini y Pemphigini, dado el elevado
apoyo que ha recibido su hermandad filogenética a partir de los datos
moleculares aportados en el presente estudio. El nimero de origenes
independientes podria reducirse ain mas si se aportasen nuevos datos que
apoyaran la monofilia de la subfamilia Eriosomatinae. Algo similar sucede con
los origenes propuestos por von Dohlen y Moran para la tribu Cerataphidini, por
un lado, y Hormaphidini+Nipponaphidini, por otro. Estas tres tribus forman la
subfamilia Hormaphidinae en la clasificacion utilizada en esta tesis doctoral
(Remaudiére y Stroyan, 1984; Remaudiére y Quednau, 1988; Quednau y
Remaudiére, 1994). Algunas de las reconstrucciones obtenidas en el analisis
de los genes effa y coll han mostrado la agrupacion monofilética de esta
subfamilia, hecho que apoya, a su vez, la existencia de sélo un origen de la
alternancia en este grupo. Tanto en el caso de las tribus Fordini y Pemphigini
como en el de las tres tribus de la subfamilia Hormaphidinae, la transferencia
de las especies ancestrales alternantes a nuevos hospedadores primarios pudo
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estar facilitada por la existencia de una menor adaptacién de la fundadora en el
momento del origen de las tribus. Esta transferencia, ademas, pudo ser el
punto de partida de una diversificacion que diera lugar a la aparicion de cada
una de las tribus.

Como se ha comentado anteriormente, Wojciechowski (1992) propuso que
la subfamilia Mindarinae era basal dentro de un grupo compuesto por las
mismas subfamilias que las integrantes del linaje E+T (salvo por dos
subfamilias no representadas en el presente estudio). Las especies de esta
subfamilia muestran un ciclo monoico sobre especies vegetales de los géneros
Picea o Abies. Su ciclo, ademas, es el mas reducido de la familia Aphididae,
con solo tres generaciones a lo largo del afio (Nieto Nafria y Mier Durante,
1998). La posicién de Mindarus abietinus, unico representante analizado de la
subfamilia Mindarinae en el presente estudio, ha sido discrepante entre los
diversos analisis realizados. Los andlisis independientes de los genes effa y
atp6 han apoyado su proximidad filogenética al clado formado por las
subfamilias Aphidinae y Pterocommatinae. Sin embargo, tanto el andlisis
independiente del gen /wrh como los analisis combinados de los conjunto de
datos ntLEA y aalEA, han resultado en la inclusidn de esta subfamilia dentro
del linaje E+T, aunque en posiciones variables. Algunas caracteristicas
morfol6gicas de esta subfamilia parecen, de hecho, favorecer su inclusion en el
linaje definido como E+T. Wojciechowski incluyd la subfamilia Mindarinae en
una de sus “lineas de desarrollo”, coincidente con el mencionado linaje, por la
presencia de tubo digestivo corto y la ausencia de triomatidio en la primera
ninfa (Wojciechowski, 1992). Ademas, como ocurre en las subfamilias
pertenecientes al linaje E+T, en las especies de la subfamilia Mindarinae el
filamento terminal del Gltimo antenémero es mas corto que la mitad de la base,
y los corniculos suelen ser cortos o poriformes, a diferencia de los corniculos
bien desarrollados presentes en general en los representantes del linaje A+D.
Los sexuados de la subfamilia Mindarinae son ademas enanos, como ocurre en
las especies de las subfamilias Anoeciinae y Eriosomatinae.

Si la subfamilia Mindarinae ocupa la posicién basal dentro del linaje E+T,
como propuso Wojciechowski, el resto de integrantes de este linaje consistiria
en un clado formado por las subfamilias Anoeciinae, Eriosomatinae,
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Hormaphidinae y Thelaxinae. Todas estas subfamilias, excepto Thelaxinae, se
caracterizan por presentar ciclos dioicos. Ademas, las especies alternantes de
las subfamilias Anoeciinae, Eriosomatinae y Hormaphidinae muestran un tipo
comun de retorno al hospedador primario, denominado en este estudio como
tipo eriosomatino. En las especies alternantes de estos grupos, el retorno se
produce siempre mediante una forma denominada sexupara, la cual da lugar
en el hospedador primario a los machos y las hembras sexuadas. Segun
Shaposhnikov (1964), el tipo de alternancia eriosomatino es mas antiguo que el
afidino, habiéndose originado probablemente en el Mesozoico. Conocer con
exactitud el nimero de origenes de este tipo de alternancia depende en gran
medida del conocimiento exacto de las relaciones filogenéticas entre estos
grupos. Como se ha mencionado anteriormente, von Dohlen y Moran
propusieron 6 origenes independientes en los grupos que en el presente
estudio han formado parte del linaje E+T. En funcién de las verdaderas
relaciones internas de este linaje, el nimero maximo de origenes
independientes de la alternancia podria ser 4, correspondientes a las
subfamilias Anoeciinae y Hormaphidinae, la tribu Eriosomatini, y el clado
formado por las tribus Fordini+Pemphigini. Este nimero podria reducirse a 3 si,
como ya se ha mencionado, se comprobase la validez de la monofilia de la
subfamilia Eriosomatinae, no apoyada por los datos moleculares empleados en
el presente estudio. El nimero de origenes podria ser ain menor aceptando
como valida la relacion filogenética entre las subfamilias Anoeciinae y
Hormaphidinae, presente en la mayoria de reconstrucciones obtenidas en este
capitulo. Si la subfamilia Mindarinae es realmente basal en el lingje
denominado E+T, el escenario evolutivo podria reducirse incluso a la existencia
de un tnico origen comun para todos estos grupos (ver figura 1.36). Este
escenario implicaria necesariamente una pérdida posterior de este caracter en
el ancestro de la subfamilia Thelaxinae.
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5.3. Implicaciones en el conocimiento sobre la coevolucién entre
los pulgones y su endosimbionte primario Buchnera

Las especies de insectos de la familia Aphididae presentan un elevado
numero de asociaciones simbibdticas con bacterias, entre las cuales destaca,
por su antigliedad y su generalidad, la asociacién endosimbiética con Buchnera
aphidicola, denominada el endosimbionte. primario de los pulgones (ver
Introduccion general, apartado 1.2). El empleo de la secuencia del gen que
codifica el rRNA 16S, obtenida a partir del endosimbionte primario de especies
de pulgones pertenecientes a 4 subfamilias, condujo a Munson et al. (Munson
et al., 1991a; Moran et al., 1993; Moran et al., 1994; Moran ef al., 1995) a
proponer la hipétesis de la estricta coespeciacion y coevolucién entre los
pulgones y Buchnera. Los autores llegaron a esta conclusion tras comprobar la
total concordancia de sus resultados filogenéticos con la filogenia propuesta
por Heie (1987) para la familia Aphididae. Posteriormente, Martinez-Torres et
al. (2001) encontraron algunas discrepancias entre la filogenia de Heie y sus
resultados filogenéticos obtenidos a partir de los genes que codifican el 16S
rRNA y la subunidad B de la ATPasa-F, en un mejor muestreo de
endosimbiontes de 8 subfamilias de pulgones. No obstante, estos resultados
filogenéticos no eran incompatibles con las filogenias moleculares obtenidas
por estos mismos autores para las respectivas especies de afidos, apoyando
por tanto la hipétesis de la coevolucion.

Las filogenias moleculares obtenidas hasta la fecha, tanto para los
pulgones como para sus endosimbiontes primarios, no permiten realmente
realizar una comparacién exhaustiva de las relaciones entre los principales
grupos de ambos organismos, debido a la falta de estructura filogenética en los
nodos mas profundos de los arboles obtenidos en estos estudios. Las
reconstrucciones obtenidas en el presente trabajo han permitido avanzar en el
conocimiento de las relaciones de parentesco evolutivo entre las subfamilias de
pulgones, pero es ain necesario llevar a cabo nuevas investigaciones acerca
de la filogenia de la bacteria Buchnera para poder realizar una comparacion
completa de las relaciones filogenéticas en ambos grupos. La reciente
secuenciacion de los genomas completos de Buchnera de las especies
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Acyrthosiphon pisum (Aphidinae) (Shigenobu et al., 2000), Baizongia pistaciae
(Eriosomatinae) (van Ham et al., 2003), Cinara cedri (Lachninae) (Perez-Brocal
et al., 2006) y Schizaphis graminum (Aphidinae) (Tamas et al., 2002),
pertenecientes a tres subfamilias distintas de pulgones, puede‘se'r muy util para
la busqueda de secuencias de DNA con un nivel de variabilidad adecuado para
abordar de nuevo la inferencia de las relaciones filogenéticas entre los
endosimbiontes primarios de los principales grupos de pulgones.

A pesar de la mencionada falta de resolucién, existen algunas relaciones
coincidentes entre los resultados mostrados en el presente estudio para las
relaciones filogenéticas entre pulgones y las topologias obtenidas en estudios
previos para la filogenia de Buchnera. Por ejemplo, tanto Martinez-Torres et al.
(2001) (ver figura 1.3) como Fares et al. (2002) hallaron un elevado apoyo
estadistico para la relacion entre los endosimbiontes primarios de las
subfamilias Aphidinae y Pterocommatinae, una relacién fuertemente apoyada
también por los datos presentados en este capitulo para los pulgones de estas
subfamilias. Las reconstrucciones realizadas a partir del gen 16S rDNA de
Buchnera (Martinez-Torres et al., 2001) (figura 1.3) también apoyaron otras
relaciones concordantes con las mostradas en el presente estudio, como la
monofilia de los endosimbiontes primarios de la tribu Fordini, o la cercana
relacion filogenética entre las subfamilias Calaphidinae y Chaitophorinae.
Existen sin embargo algunas relaciones, fuertemente apoyadas por valores
estadisticos, que son discrepantes con las relaciones halladas para sus
respectivos insectos hospedadores. Por ejemplo, las reconstrucciones
obtenidas a partir de la secuencia del gen que codifica la chaperona GroEL
(Fares et al., 2002) dieron lugar a una relacion filogenética estrecha entre las
especies Tetfraneura caerulescens (Eriosomatinae) y Chaitophorus leucomelas
(Chaitophorinae) y entre las especies Tuberolachnus salignus (Lachninae) y
Thelaxes suberi (Thelaxinae). Estas relaciones son muy discrepantes con las
halladas para estas subfamilias en el presente estudio, lo cual sugiere la
necesidad de investigar la razén por la que las secuencias del gen que codifica
la proteina GroEL dan lugar a un apoyo estadistico tan elevado para las
relaciones mencionadas. La existencia de una fuerte seleccion positiva sobre
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esta secuencia, detectada por estos autores (Fares et al., 2002; Fares ef al.,
2005) podria ser en parte responsable de esos resultados.

La relacion filogenética mas destacable, coincidente en varias de las
reconstrucciones filogenéticas obtenidas para ambos organismos, es la
posicién basal de las especies de la subfamilia Lachninae. Los endosimbiontes
primarios de las especies representadas de esta subfamilia han ocupado la
posicion basal de la filogenia en algunas reconstrucciones realizadas a partir de
las secuencias del gen atpD (Moya et al., 2002) o del 16S rDNA (Gil et al.,
2002). Los resultados obtenidos por Martinez-Torres et al. (2001) también
mostraron esta relacién, apoyada por un bootstrap de 61% en €l analisis del
gen 16S rDNA (figura 1.3) o hasta un 91% en la reconstruccién obtenida a
partir de las secuencias de aminoacidos del gen que codifica la subunidad B de
la ATPasa-F. La posicion basal de las secuencias de Buchnera de la subfamilia
Lachninae en el arbol filogenético de los endosimbiontes primarios de los
pulgones es concordante con los resultados obtenidos en este capitulo a partir
de secuencias pertenecientes a los insectos, hecho que apoyaria la existencia
de una estricta coevolucion y coespeciacidbn entre ambos grupos de
organismos desde la infeccion ocurrida en el ancestro de los pulgones
actuales.

La comparacién de las secuencias de los genomas de Buchnera en las
cuatro especies anteriormente mencionadas reveld la existencia de una
extremada conservacion del orden génico para aquellos genes que atn
comparten (van Ham et al., 2003; Perez-Brocal et al., 2005; Gil et al., 2006).
Esta estabilidad cromosémica contrasta sin embargo con la variabilidad en la
posicion y el orden de los genes que codifican los enzimas limitantes de las
rutas de biosintesis de los aminoacidos leucina y triptéfano. En el caso de la
leucina, se han hallado al menos 4 plasmidos distintos y 4 localizaciones
cromosoémicas diferentes para el grupo de genes /euA, leuB, leuC y leuD en las
especies estudiadas en diversos trabajos, representantes de 5 subfamilias de
pulgones (figura 1.37). En los primeros estudios sobre este tema, se hall6 que
estos genes se hallaban localizados en el cromosoma en algunas especies de
la subfamilia Eriosomatinae, las cuales presentaban ademas un plasmido
criptico con los genes repA1 ylo repA2, presentes en el plasmido de la leucina
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en otras subfamilias (van Ham et al, 1997; van Ham et al, 2000). Estos
hechos, unidos a que en E coli estos genes se hallan también en el
cromosoma, y apoyandose en la basalidad de la subfamilia Eriosomatinae en la
filogenia propuesta por Heie, llevd a los autores a proponer que el ancestro
comun de Buchnera presentaba los genes de la sintesis de leucina en el
cromosoma, y que la transferencia del operén a plasmidos habria ocurrido en
algunas subfamilias (van Ham et al., 1997). Sin embargo, con posterioridad se
hallé6 que algunas especies de la subfamilia Lachninae presentaban los genes
de la sintesis de leucina localizados en un plasmido, y que la reconstruccién
filogenética a partir de los mismos daba lugar a topologias con las especies de
Lachninae en posicion basal (van Ham et al, 2000). A partir de estos

descubrimientos, los autores se decantaron por la hipbtesis de que la

Eulachnini (p) leuA-repA1-leuBCD
Lachnini (p) leuA-repA1-leuBCD
Tramini

Pterocommatinae (p) leuABCD-yqhA-repA1-repA2

Aphidini (p) leuABCD-repA1-yqhA-repA2

A+D - Macrosiphini (p) leuABCD-repA1-yqhA-repA2
Calaphidinae
Drepanosiphinae
Chaitophorinae (c) dcd-leuBCDA-gnd
Mindarinae
Eriosomatini (c) truA-leuBCDA-yadF-mrcB

E+T Fordini (c) yggS-leuBCDA-yqgF

Pemphigini (c) rep-leuABCD-trxA
Thelaxinae (p) leuA-ibp-yqhA-repA2-repA 1-leuBCD

Anoeciinae
Cerataphidini
Hormaphidini

Nipponaphidini

Figura 1.37. Estructura del grupo de genes de la biosintesis de la leucina hallados en
distintas cepas de Buchnera en especies de pulgones pertenecientes a diversas
subfamilias. Se muestra la composicion y el orden génico de los plasmidos (p) y el orden
génico en el caso de localizaciéon cromosémica (c), junto con los genes adyacentes. Se
marcan con una flecha aquellas tribus o subfamilias para las que se hipotetiza que los
genes de la sintesis de la leucina habrian vuelto a una localizacion cromosémica.
Informacién sobre genes de sintesis de leucina obtenida a partir de Latorre et al. (2005).
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transferencia del oper6n al plasmido ocurri6 en el ancestro comuin de
Buchnera, y que la transferencia de vuelta al cromosoma debi6 de ocurrir mas
tarde en 4 ocasiones (1 subfamilia y 3 tribus) (Sabater-Mufioz et al., 2002;
Sabater-Murioz et al., 2004; Latorre et al., 2005). La posicion basal que las
especies de la subfamilia Lachninae han ocupado en las reconstrucciones
filogenéticas obtenidas en el presente estudio apoya esta ultima hipdtesis. El
ancestro comun de Buchnera pod'ria‘ha4be-‘r preéentado ya un plasmido en el
que se hallaran los genes de la sintesis de la leucina, los cuales habrian vuelto
al cromosoma en los linajes de las subfamilias Chaitophorinae y Eriosomatinae
(ver figura 1.37). Pese a que en las especies analizadas de las tres tribus de la
subfamilia Eriosomatinae estos genes se hallan localizados en el cromosoma,
esta circunstancia, no puede emplearse para apoyar la monofilia de esta
subfamilia. En Ias(especies analizadas de cada una de las tres tribus, este
grupo de genes se presenta en una localizacion distinta, flanqueados por
parejas de genes diferentes: truA y mrcB en Tetraneura caerulescens
(Eriosomatini), y9gS y yqgF en Baizongia pistaciae (Fordini) y rep y trxA en
. Pemphigus spyrothecae (Pemphigini). La localizacién es ademas distinta en la
especie Chaitophorus populeti, perteneciente a la subfamilia Chaitophorinae.
Dada la extremada conservacién del orden génico en Buchnera, este hecho
aboga por la existencia de una transferencia de vuelta al cromosoma
independiente para cada tribu (Latorre et al., 2005). De hecho, las unicas
reorganizaciones cromosémicas halladas entre las cuatro cepas de Buchnera
cuyo genoma se ha secuenciado conciernen a los genes de la sintesis de
leucina y de triptéfano (Sabater-Mufioz et al., 2004; Latorre et al., 2005). En las
cepas secuenciadas en las que estos genes no estan situados en el
cromosoma las parejas de genes anteriormente mencionadas son adyacentes
(Latorre et al., 2005)

Las relaciones filogenéticas entre especies de pulgones halladas en este
estudio inducen a plantear nuevas investigaciones acerca de la evolucién de la
localizaciéon y el orden génico de los genes de la sintesis de leucina. La
caracterizacion molecular de este grupo de genes en las subfamilias
Anoeciinae, Calaphidinae, Drepanosiphinae y Hormaphidinae puede ser de
gran utilidad para esclarecer este asunto. El estudio sobre la evolucién de estos
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genes es importante para el conocimiento preciso de la implicacion de
Buchnera en la simbiosis con los pulgones. La amplificacion de los genes de la
sintesis de leucina y triptéfano por su presencia en plasmidos se aporté como
indicio de que Buchnera proporcionaba estos nutrientes a los afidos (Bracho et
al., 1995; van Ham et al., 1997; van Ham ef al, 1999). No obstante, el
descubrimiento de que el cromosoma de esta bacteria esta presente en varias
copias por célula, y de que las proporciones entre nimero de plasmidos y
namero de copias cromosémicas es variable tanto dentro como entre especies,
pone en duda el hecho de que la localizacién en plasmidos represente un modo
de sobreproducir estos aminoacidos (Latorre et al., 2005). Sin embargo, si se
tiene en cuenta que la transferencia de estos genes a plasmidos ocurrié
cuando el genoma de Buchnera presentaba elementos reguladores, de los que
actualmente carece, esta transferencia podria haber sido un modo de escapar
a la regulacion genémica, permitiendo el aporte continuo de estos nutrientes al
pulgén (Sabater-Muiioz et al., 2004; Latorre et al., 2005). Esta circunstancia
pudo haber sido crucial para la exitosa adaptacién del ancestro de los pulgones
actuales a la dieta desequilibrada de la alimentacién a partir de las plantas.
Posteriormente, tras la pérdida de los elemeptos reguladores del genoma de
Buchnera y la aparicion de la poliploidia, en cada linaje de pulgones pudo
producirse un nuevo ajuste a las necesidades de sintesis de aminoacidos,
ocurriendo un retorno a la localizacion cromosdmica en algunas de las
subfamilias.

Por altimo, los estudios sobre la localizacién y el orden de los genes de la
sintesis de la leucina aporta un dato mas que apoya de nuevo la monofilia de la
subfamilia Aphidinae y su separacion de los miembros de la subfamilia
Pterocommatinae. El orden génico de los plasmidos de la leucina es idéntico en
las especies Rhopalosiphum padiy Schizaphis graminum, de la tribu Aphidini, y
en Acyrthosiphon pisum y Diuraphis noxia, de la tribu Macrosiphini, ambas
tribus componentes de la subfamilia Aphidinae. Sin embargo, este orden es
diferente  en Pterocomma populeum, miembro de la subfamilia
Pterocommatinae (ver figura 1.37) (Silva et al., 1998; Latorre ef al., 2005).
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Filogenia y taxonomia de la tribu Fordini

1. Introduccion

Las clasificaciones mas recientes de pulgones coinciden en dividir la
subfamilia Eriosomatinae en tres tribus: Eriosomatini, Pemphigini y Fordini
(tabla 2.1) (Blackman y Eastop, 1994; Remaudiére y Remaudiére, 1997; Nieto
Nafria et al., 2003; Blackman y Eastop, 2006). Una de las caracteristicas mas
llamativas de esta subfamilia es su capacidad de inducir la formacién de
agallas en sus hospedadores primarios, como
las que inducen las especies Pemphigus populi
(tribu  Pemphigini) sobre Populus nigra o
Tetraneura ulmi (tribu Eriosomatini) sobre Ulmus
minor (figura 2.1). El ciclo tipico de la subfamilia
es alternante o dioico, con una fase radicicola en
el hospedador secundario y con retorno al
hospedador primario por medio de sexuparas,
que paren en éste tanto a los machos como a
las hembras sexuadas. Los individuos sexuados
son enanos y apteros, como ocurre en las
subfamilias Mindarinae y Anoeciinae, pero

ademas carecen de rostro y no llegan a FiBura 2.1. Agallas inducidas por
alimentarse. Otras caracteristicas distintivas de  Pemphigus populi sobre Poputus

nigra (a) y por Tetraneura ulmi
las especies de la subfamilia Eriosomatinae son  sobre uimus minor(b).
la presencia de cera en la superficie corporal en todas las formas del ciclo, y la
reduccidn, salvo algunas excepciones, de los ojos a so6lo el triomatidio en las
hembras viviparas apteras (Castresana, 1998; Pérez Hidalgo y Nieto Nafria,
2003).

Ademas de estas caracteristicas comunes a los miembros de la subfamilia
Eriosomatinae, las especies de la tribu Fordini presentan algunos caracteres
particulares importantes. Uno de los mas destacados es la ausencia de
corniculos en todas las formas de sus ciclos. Por otro lado, es también
caracteristico que sus antenas presenten 50 6 artejos, con sensorios
secundarios circulares u ovalados, que la vena media de las alas anteriores

normalmente no se ramifique, y que las alas posteriores muestren dos venas
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oblicuas. El caracter posiblemente mas llamativo es, sin embargo, su ciclo

biologico: las especies alternantes de esta tribu desarrollan un ciclo que se

completa en dos afios, a diferencia del ciclo anual tipico de la familia Aphididae

(Moran, 1989; Pérez Hidalgo y Nieto Nafria, 2003; Zhang y Qiao, 2007).

Algunas clasificaciones de pulgones han subdividido la tribu Fordini en dos

subtribus: Fordina y Melaphidina (Heie, 1980; Blackman y Eastop, 1994). El

nivel taxondmico de estos dos grupos ha sido diferente en funcién del nivel

Figura 2.2. Agallas de
Smynthurodes betae sobre
Pistacia atlantica (a),
Aploneura lentisci  sobre
Pistacia lentiscus (b), y de
Geoica utricularia (c,1) y
Baizongia pistaciae  (c,2)
sobre Pistacia terebinthus.

taxonémico asignado a la tribu Fordini en cada una

de estas clasificaciones, denominandose por
ejemplo Fordini y Melaphidini en la clasificacion
utilizada por Heie (1980), en la que se agrupaban
en la subfamilia Fordinae. Recientemente, se han
aportado datos moleculares que apoyan esta
subdivision del grupo. Las especies analizadas de
estas subtribus se agruparon en dos ciados
independientes en las reconstrucciones
filogenéticas moleculares obtenidas a partir de
secuencias correspondientes al gen nuclear del
factor de elongacion 1a y el gen mitocondrial de la
subunidad | de la citocromo oxidasa (Zhang y Qiao,
2007). La subtribu Melaphidina engloba especies
de pulgones que se distribuyen fundamentalmente
en Asia, con un género presente en Norteamérica.
Las especies de este grupo utilizan como
hospedador primario especies del género Rhus
(Anacardiaceae), sobre las que inducen agallas
caracteristicas, y como hospedadores secundarios
especies de musgos (Moran, 1989; Blackman vy
Eastop, 1994; Zhang y Qiao, 2007). Por su parte, la

subtribu Fordina presenta una distribucién holartica

y sobre todo mediterranea, y es la unica de las dos subtribus de Fordini que se

presenta en la Peninsula Ibérica y las Islas Canarias. Las especies de esta

subtribu utilizan como hospedadores primarios especies del género Pistacia,
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también perteneciente a la familia de las anacardiaceas. Sobre éstas, los
pulgones de la subtribu Fordina inducen la formacion de vistosas agallas (figura
2.2), que afectan a parte o a toda la hoja. Los hospedadores secundarios de
estas especies son en la mayor parte de los casos gramineas (familia
Gramineae), aunque existen excepciones como la de Smynthurodes betae, que
usa especies vegetales pertenecientes a varias familias. En los hospedadores
secundarios, las formas correspondientes del ciclo habitan en las raices
(Blackman y Eastop, 1994; Pérez Hidalgo y Nieto Nafria, 2003).

Los géneros Forda y Paracletus pertenecen a la subtribu Fordina, y algunas
de sus especies se hallan en la Peninsula Ibérica. Las especies de estos dos
géneros pueden distinguirse por el numero de setas que presentan en el primer
artejo de los tarsos de las virgindgenas aladas y las sexuparas, asi como por la
morfologia de las coxas del tercer par de patas. En las especies del género
Paracletus, estas coxas son mas alargadas, subcilindricas y con el margen
externo mas desarrollado que en Forda (figura 2.3) (Pérez Hidalgo y Nieto
Nafria, 2003). Las especies de estos dos géneros suelen distinguirse
facilmente también por la morfologia de las agallas que inducen en las

especies del género Pistacia que utilizan como hospedador primario.

D E

Figura 2.3. Coxas del tercer par de patas de: fundatrigenas aladas de P. cimiciformis
(A) y F. formicaria (D), sexuparas de P. donisthorpei (B) y F. formicaria (E) y
virginogenas apteras de P. cimiciformis (C) y F. formicaria (F). Dibujo original: Nicolas
Pérez Hidalgo (Vol. 19 Serie Fauna Ibérica, MNCN, CSIC; Pérez Hidalgo etai, 2003).
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Tabla 2.1. Distintas clasificaciones de la subfamilia Eriosomatinae.

Autor y fecha

Baker(1920) Subfamilia Eriosomatinae

Borner y Heinze
(1957)

Familia Pemphigidae

Heie (1980) Familia Pemphigidae

Blackman y Eastop
(1994)

Subfamilia Pemphiginae

Remaudiére, Stroyan
y Quednau (1984,
1988, 1994)

Subfamilia Pemphiginae

Taxon equivalente A

Clasificacion interna '

Tribu Eriosomatini

Tribu Fordini

Tribu Melaphidini

Tribu Pemphigini

Tribu Prociphilini
Subfamilia Schizoneurinae
Subfamilia Pemphiginae

Subfamilia Fordinae
Subfamilia Eriosomatinae

Subfamilia Fordinae

Subfamilia Pemphiginae

Tribu Eriosomatini
Tribu Fordini

Tribu Pemphigini
Tribu Eriosomatini

Tribu Fordini
Tribu Pemphigini

Tribu Schizoneurini
Tribu Byrsocryptini
Tribu Pachypappini
Tribu Pemphigini
Tribu Fordini

Tribu Baizongiini
Tribu Eriosomatini
Tribu Tetraneurini
Tribu Fordini Subtribu Baizongiina
Subtribu Geoicina
Subtribu Fordina
Tribu Melaphidini

Tribu Prociphilini

Tribu Pemphigini

Subtribu Fordina

Subtribu Melaphidina
Subtribu Pemphigina
Subtribu Prociphilina

a) Para cada clasificacion se muestra el taxon equivalente a la subfamilia Pemphiginae de la clasificacion de Remaudiére, Stroyan y
Quednau (1984, 1988, 1994) (mostrada en la fila inferior), denominada en este estudio subfamilia Eriosomatinae siguiendo las
modificaciones realizadas por Nieto Nafria et al. (1997). b) Se muestra resaltado en negrita, para cada clasificacion, el taxén
equivalente a la tribu Fordini de la clasificacion de Remaudiére, Stroyan y Quednau (1984, 1988, 1994).
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La figura 2.4 muestra un esquema del ciclo biolégico que desarrollan las
especies ibéricas de la tribu Fordini, todas ellas pertenecientes a la subtribu
Fordina. El huevo eclosiona en primavera dando lugar a una hembra
partenogenética vivipara denominada fundadora. Esta hembra induce la
formacién de una agalla en el hospedador primario. En la Peninsula Ibérica y

las Islas Canarias la mayoria de las especies de la tribu Fordini utiliza como

agalla temporal

fundadora P/staq/a
terebinthus
huevo
. fundatrigenas
invierno
otoio
verano
reproduccion! agallas
sexual '
primavera
sexuados
verano
Pistacia af;osto —» octubre
terebinthus
invierno fundelztrcllgenas
retorno primavera aladas
primario migracion a
secundario
virgindgenas gramineas

Figura 2.4. Ciclo bioldgico general de las especies ibéricas de la tribu Fordini. Tras la
eclosion del huevo, la fundadora de las especies del género Forda y de Smynthurodes
betae induce la formacién de una agalla temporal, previa a las agallas definitivas de las
fundatrigenas (1). En el resto de especies de la tribu, la fundadora induce directamente
la formacion de la agalla definitiva (2). Ver texto para mas detalles.

hospedador primario Pistacia terebinthus, a excepcion de Aploneura lentisci,
que se desarrolla sobre P. lentiscus, y de F. riccoboniiy Smynthurodes betae,
que viven sobre P. atlantica. Esta ultima especie vegetal se presenta de forma
natural en las Islas Canarias, pero no en la Peninsula. Dentro de la agalla, se
suceden a partir de la fundadora varias generaciones de hembras
partenogenéticas denominadas fundatrigenas, al tiempo que la agalla madura,

hasta finales del verano o principios del otofio. En las especies del género
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Forda y la especie Smynthurodes betae la fundadora induce primero la
formacién de una agalla pequeiia, no completamente cerrada, generaimente en
el apice del foliolo impar de la hoja en crecimiento, denominada agalla
temporal. Alli da lugar a su descendencia, las fundatrigenas, que se mueven
posteriormente hacia el resto de foliolos en los que inducen la formacién de las
agallas definitivas. En el resto de especies de la subtribu Fordina, la fundadora
induce directamente la aparicién de la agalla definitiva (ver figura 2.4).

La daltima generécién de fundatrigenas, a diferencia de las predecesoras, es
alada, y entre el final del verano y el principio del otofio sale de las agallas en
busca de los hospedadores secundarios, generalmente plantas gramineas. En
éstas, las fundatrigenas migrantes dan lugar a la primera de una serie de
generaciones partenogenéticas apteras, denominadas virginégenas o exiliadas.
Esta forma supera el invierno en las raices del hospedador secundario,
apareciendo ocasionalmente formas virginégenas aladas encargadas de la
dispersion. En la primavera siguiente aparece la forma denominada sexupara,
encargada del vuelo de retorno al hospedador primario y que lleva en su
interior los individuos sexuados. En este hospedador la sextpara pare los
machos y las hembras sexuadas, tGnica generacion de reproduccion sexual del -

“ciclo. Las hembras sexuales producen un Gnico huevo, que queda en su interior
tras su muerte. El huevo permanece en estado de diapausa durante
practicamente un afio, hasta su eclosién en la primavera siguiente (Pérez
Hidalgo y Nieto Nafria, 2003; Inbar ef al., 2004; Zhang y Qiao, 2007).

El ciclo bioldgico general que presentan las especies de la subtribu Fordina
representa una interesante variacién del ciclo tipico de la familia Aphididae. La
bianualidad del ciclo conlleva importantes diferencias respecto al de las
especies de otros grupos. Mientras que en el ciclo tipico de la familia Aphididae
el invierno es siempre superado en la fase del huevo sexual de resistencia, en
el éiclo de los Fordina un invierno es superado en fase de huevo sobre el
hospedador primario y el siguiente transcurre en la fase de virginégenas en las
raices del secundario. Por otro lado, la mayoria de formas se encuentra
Iogicamente desplazada en el tiempo respecto a las formas homoélogas del ciclo
tipico, y la respuesta a las sefiales ambientales que desembocan en la
apariciéon de determinadas fases debe de hallarse asimismo alterada. En
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particular, en el ciclo tipico de la familia Aphididae, el acortamiento de los dias y
la bajada de temperaturas comunes al final del verano induce en los pulgones
la aparicion de fa fase sexual y el retorno al hospedador primario. En el ciclo
tipico de los Fordina, en esta época las fundatrigenas aladas salen de las
agallas y migran al hospedador secundario en uno de los afos, o0 el huevo
permanece en diapausa en el otro. En el ciclo tipico de la familia Aphididae, la
eclosion de los huevos ocurre duranté lé primavera. En el ciclo de los Fordina,
esto también ocurre en uno de los afios, pero en la primavera del siguiente se
induce la aparicion de la fase sexual y el retorno al hospedador primario,
aunque las sefiales ambientales concretas que inducen este fenébmeno no se
conocen. Sin duda el mecanismo de recepcion de la sefial luminosa debe de
hallarse notablemente alterado en estas especies ya que, ademés de lo
recientemente mencionado, la mayor parte de la fase del ciclo acontece en
entornos donde la intensidad luminica se halla sensiblemente reducida: las
agallas y las raices. Por otro lado, las hembras viviparas apteras que viven en
estos ambientes tienen los ojos reducidos a sélo el triomatidio, caracteristica
comun a casi todas las especies de la subfamilia Eriosomatinae.

La mayoria de especies de la subtribu Fordina desarrolla el ciclo bianual
presentado. Sin embargo, existen algunas especies de las que se sabe o se
sospecha que desarrollan un ciclo anholociclico sobre hospedadores
secundarios, en el que no se producen las formas sexuales. Por ejemplo, hasta
la fecha, F. rotunda es considerada una especie anholociclica, ya que s6lo se
conocen descripciones de sus formas virginégenas. Por otro lado, se conocen
paraciclos anholociclicos en otras especies como F. riccobonii y P. cimiciformis
(Pérez Hidalgo y Nieto Nafria, 2003), y es posible que la existencia de este tipo
de ciclos ocurra de forma general en las especies de Fordina alli donde las
condiciones lo permitan.

La taxonomia del género Forda es compleja y presenta ain muchos
problemas. La dificultad de su taxonomia es resultado, en gran parte, de la
complejidad de los ciclos biol6gicos de sus especies. Las distintas formas
presentes en los ciclos de las especies tanto del género Forda como del género
Paracletus muestran una elevada variabilidad morfolégica, lo cual hace muy
dificit asociar las distintas formas a una misma especie. Ademas, en muchas
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ocasiones no se conocen todas las formas y algunas especies se han descrito
a partir de sélo una de ellas. Se suele utilizar la expresion “el ciclo de la especie
no esta cerrado” para hacer referencia a la falta de conocimiento de una o mas
formas de una especie, hecho frecuente en las especies de estos géneros.
Logicamente, esta dificultad ha provocado la aparicion en este grupo de un
elevado nimero de sinonimias debidas a la descripcibn como especies
diferentes de lo que en realidad son formas distintas del ciclo de una misma
especie. La elevada diferenciacién morfolégica de las distintas formas del ciclo
es una caracteristica general de los pulgones, por lo que este tipo de
dificultades taxonomicas pueden considerarse una generalidad en toda la
familia Aphididae. La obtencion de datos moleculares y su andlisis filogenético
constituyen herramientas de gran ayuda para la resolucion de problemas
taxonémicos de esta clase. La sospecha de que dos especies descritas a partir
de formas distintas son sinénimas puede comprobarse con facilidad mediante
el analisis de secuencias de DNA. Por ejemplo, el uso de dos secuencias
mitocondriales, correspondientes a los genes de las subunidades | y Il de la
citocromo oxidasa, permitié el establecimiento de varias sinonimias y el cierre
de los ciclos de varias especies de la tribu Cerataphidini (subfamilia
Hormaphidinae), en la que las formas de hospedador secundario muestran una
morfologia muy variada (Stern et al., 1997).

Este tipo de dificultades taxonémicas condujeron a Remaudiére (1999), por
ejemplo, a formar el grupo de especies “marginata”, en el que incluy6 4
especies, que podrian llegar a ser 6 en funcién de la validez de algunas
sinonimias: F. marginata, F. riccobonii, F. pawlowae (?=hirsuta) y F. orientalis
(?=kaussari). En la Peninsula Ibérica y las Islas Canarias s6lo existen dos de
estas especies: F. marginata y F. riccobonii. La primera de ellas utiliza, en esta
zona geografica, P. terebinthus como hospedador primario, en el que induce la
formacién de una agalla pequefia en el margen de los foliolos, de seccion mas
o menos circular y un color rojo fuerte en su madurez (figura 2.5).
Histéricamente se ha asumido que la forma fundadora de esta especie induce
ademas la formacién de una agalla temporal previa a las agallas definitivas de
su descendencia (Inbar et al, 2004). Sin embargo, esta asuncién parece
 haberse realizado por comparacién de algunos aspectos de la biologia de esta
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especie con la de otras en la que existe agalla temporal, no por observacion
real de la propia agalla, y pueden plantearse dudas razonables sobre su
existencia (N. Pérez Hidalgo, comunicacién personal). A principios del otofio,
F. marginata migra desde las agallas a las raices de algunas especies de
gramineas, como es comun en la subtribu Fordina. Por su parte, F. riccobonii
tiene como hospedador primario a P. atlantica, especie que se encuentra de
forma natural en las lIslas Canarias y que se cultiva como ornamental en
algunos lugares de la Peninsula Ibérica. Las fundadoras de F. riccobonii
inducen la formacién de upa agalla temporal en el foliolo apical de las hojas,
donde se reproducen. Su descendencia, las fundatrigenas, se mueve hacia
otros foliolos en los que producen una agalla mayor que la de F. marginata y
ademas fuertemente lobulada (ver la figura 2.5). Las formas de hospedador
secundario de esta especie son muy poco conocidas (Pérez Hidalgo y Nieto
Nafria, 2003).

Figura 2.5. Agallas inducidas por especies de los géneros Forda y Paracletus
sobre especies del género Pistacia en la Peninsula Ibérica y las Islas Canarias,
a) F. formicaria; b) F. riccobonii; ¢) P. cimiciformis y d) F. marginata. Fotografias:
Nicolas Pérez Hidalgo (Vol. 19, Serie Fauna Ibérica, MNCN, CSIC; Pérez Hidalgo
et al., 2003).
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Las formas de hospedador primario (fundadora y fundatrigenas apteras y
aladas) de F. marginata y F. riccobonii son morfolégicamente muy similares.
Las formas virgindgenas de estas especies pueden obtenerse y analizarse
mediante los denominados experimentos de transferencia, en los que hembras
fundatrigenas aladas obtenidas a partir de agallas se depositan en el
laboratorio sobre su hospedador secundario, permitiendo su reproduccién. El
analisis de las formas virginégenas apteras de F. marginata y F. riccobonii
obtenidas mediante estos experimentos revela que son morfolégicamente
indistinguibles. Asimismo, existe una elevada similitud entre las formas
virgindégenas aladas y las sexaparas de ambas especies (Pérez Hidalgo y Nieto
Nafria, 2003). Esta semejanza entre las diversas formas de los ciclos bioldgicos
de estas dos especies justifica su agrupacion en el grupo de especies
“marginata” y abre la puerta a la posibilidad de la existencia de una sinonimia
entre ambas. El principal caracter discriminatorio entre estos dos taxones es la
formacién de agallas morfolégicamente diferentes en dos especies distintas del
género Pisfacia. Sin embargo, cabria la posibilidad de que una misma especie
provocase la induccién de dos agallas distintas en funcién de la planta sobre la
que se desarrolle. A

Segun Remaudiére (1999) existen entre 9 y 11 especies incluidas en el
género Forda. Las especies mas abundantes en la Peninsula Ibérica son la
mencionada F. marginata y F. formicaria. Esta ultima vive también sobre P.
terebinthus, planta en la que induce la formacién de una agalla lobulada y
mayor que la de F. marginata (ver figura 2.5). Como ya se ha mencionado, F.
riccobonii aparece en las Islas Canarias, donde se encuentra de forma natural
su hospedador primario, pero se ha recolectado también sobre P. atlantica en
Alicante y Murcia. Existen también citas de la existencia de F. rotunda en varias
provincias espafiolas, una especie considerada como anholociclica. Ademas de
estas especies, se han citado también las especies F. longicornis y F. hirsuta,
pero sus citas son muy escasas y/o dudosas en su identificacién (Pérez
Hidalgo y Nieto Nafria, 2003).

La taxonomia del género Paracletus ha sido mucho menos cuestionada
que la del género Forda. En la Peninsula Ibérica aparecen dos de las cuatro
especies de este género. P. cimiciformis y P. donisthorpei (Remaudiére y
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Remaudiére, 1997; Pérez Hidalgo y Nieto Nafria, 2003). P. cimiciformis induce
la formacion de una agalla verde y aplanada en el margen de un foliolo de P.
terebinthus (ver figura 2.5). Como la mayoria de especies de la subtribu
Fordina, su hospedador secundario lo forman especies de gramineas. Las
descripciones de la especie P. donisthorpei corresponden a virginbgenas
apteras y sexuparas, y no se conocen las formas ni las agallas del hospedador
primario. Por este motivo, pese a que sus formas sexuparas estan bien
descritas, el ciclo de esta especie no esta cerrado. Ambas especies se han
distinguido tradicionalmente mediante los siguientes caracteres. Lgs
virgindgenas apteras de P. cimiciformis presentan antenas de 6 artejos, por los
5 presentes en las antenas de la misma forma en P. donisthorpei. Por otro lado,
las sexuparas de P. cimiciformis muestran una cuticula dorsal reticulada y su
antendmero IV es mas corto que el lll, mientras que en las sexuparas de P.
donisthorpei la cuticula dorsal es estriada y el antenédmero IV es mas largo que
el lll (figura 2.6) (Pérez Hidalgo y Nieto Nafria, 2003).

JiAZfcS

Fgura 2.6. Morfologia distintiva de las sexiparas de las especies ibéricas del
género Paracletus. Antenas de P. donisthorpei (A'y B) y P. cimicifomris (Cy D) en
vstas ventral (Ay C) y dorsal (B y D). Cuticula dorsoabdominal de P. cimiciformis (E)
y P. donisthorpei (F). Dibujo original: Nicolas Pérez Hidalgo (Vol. 19, Serie Fauna
Ibérica, MNCN, CSIC; Pérez Hidalgo et al., 2003).
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Roberti (1983; 1993) cuestiond, no obstante, algunos aspectos de la
taxonomia de este género. Estudiando las formas de hospedador secundario
de la especie P. cimiciformis, observdé la existencia de dos formas de
virginégenas apteras, que denomin6 A y B. La forma A presentarfa un cuerpo
redondeado, 5§ artejos antenales, tibias posteriores rectas y ojos formados
unicamente por el triomatidio. La forma B tendria el cuerpo aplanado, 6 artejos
antenales, tibias posteriores curvadas y ojos formados por el triomatidio y
varios ocelos. Esta forma B se corresponderia con lo que clasicamente se ha
aceptado como forma virginégena aptera de P. cimiciformis, aunque Roberti la
calific6 como una forma intermedia entre lo que consideré la verdadera aptera
(su forma A) y la alada, una forma pseudodaptera que ademas parecia tener una
relaciébn més directa con las hormigas. Por otro lado, para Roberti, la forma A
presentaba unas caracteristicas que se correspondian con las descritas para la
especie F. rotunda, lo que le llevé a proponer la sinonimia entre ambas. Sin
embargo, sus propuestas no llegaron a ser atendidas y hoy en dia se sigue
aceptando la validez de F. rotunda. (Pérez Hidalgo y Nieto Nafria, 2003).
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2. Objetivos

En este capitulo se pretende aportar datos moleculares utiles para afrontar

los siguientes objetivos:

1.

Determinar las relaciones filogenéticas globales entre la mayoria de
especies de la tribu Fordini presentes en la Peninsula Ibérica y las
Islas Canarias.

Comprobar si F. marginata y F. riccobonii son realmente dos
especies distintas, con una elevada similitud entre sus formas
homélogas, 0 una misma especie capaz de inducir la formacién de
agallas morfoloégicamente distintas segun la especie vegetal que
utilice como hospedador primario.

Determinar las relaciones filogenéticas entre las especies de los
géneros Forda y Paracletus presentes en la Peninsula Ibérica y las
Islas Canarias con especial atencién a la estructura interna del
género Paracletus y sus especies P. cimiciformis y P. donisthorpei.
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3. Material y métodos

3.1. Muestras y especies analizadas

En la tabla 2.2 se recogen los listados de las especies y las muestras que
se analizaron en este trabajo. Para desarrollar el objetivo de la determinacién
de las relaciones filogenéticas entre las especies de la tribu Fordini, se
obtuvieron muestras de casi todas las especies de este grupo presentes en la
Peninsula Ibérica (todas ellas pertenecientes a la subtribu Fordina). No fue
posible obtener muestras de algunas especies del género Forda con citas muy
escasas o descritas en citas dudosas (ver Introduccion) ni de la especie
Rectinasus buxtoni, también muy escasa en esta zona geografica (Pérez
Hidalgo y Nieto Nafria, 2003). Para el andlisis filogenético de la tribu Fordini se
 emplearon las especies Pemphigus populi y Thecabius sp., pertenecientes a la
tribu hermana Pemphigini, como especies externas o “outgroups”. Para los
objetivos relacionados con el analisis filogenético y taxonémico de las especies
ibéricas de los géneros Forda y Paracletus se analizé un total de 64 muestras
de las especies F. riccobonii, F. marginata, F. formicaria, P. cimiciformis y P.
donisthorpei. Para algunas de las reconstrucciones relacionadas con este
objetivo se emplearon como especies externas las especies Baizongia
pistaciae y Geoica utricularia, ambas pertenecientes también a la subtribu
Fordina.

La mayoria de las muestras de este estudio fueron identificadas y
proporcionadas por D. Nicolas Pérez Hidalgo, investigador del Departamento
de Biodiversidad y Gestion Ambiental de la Universidad de Le6n. El muestreo
se realizé en diversas regiones de la geografia de la Peninsula Ibérica entre
1999 y 2007. Se incluyeron dos muestras de la especie F. riccobonii
provenientes de las Islas Canarias y Malta. Los individuos analizados
correspondieron a diversas fases de los ciclos bioldgicos de las especies (ver
tabla 2.2). Las fundatrigenas analizadas provinieron en todos los casos del
interior de las agallas recogidas en el campo. Las virgindgenas analizadas
provinieron de recolecciones en el campo o de experimentos de transferencia
realizados por Nicolds Pérez Hidalgo. Como ya se ha mencionado, los
experimentos de transferencia consistian en la colocacion de las fundatrigenas
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aladas en brotes de gramineas (mayoritariamente trigo), sobre los cuales estas
hembras daban lugar a las virginégenas apteras, las cuales se analizaban
posteriormente desde el punto de vista morfoldgico asl como molecular. Todas
las sextparas fueron recogidas en trampas. La obtencion de las secuencias de
los tres genes utilizados en el anélisis molecular no fue posible para todas las
muestras debido probablemente a problemas en la conservacion de las
mismas.

3.2. Secuencias utilizadas

Los datos moleculares empleados correspondieron a dos genes nucleares
y un fragmento del DNA mitocondrial. Por un lado, se obtuvieron secuencias de
los genes nucleares de la opsina de longitud de onda larga (/wrh) y el factor de
elongacion de la ftraduccion 1a (effa). Por otro, se llevdo a cabo Ia
secuenciaciéon de un fragmento mitocondrial que contiene los genes de las
subunidades 6 y 8 de la ATPasa-F (afp6 y afp8). Las fres secuencias se
emplearon para el analisis de las relaciones filogenéticas entre las especies
ibéricas de la tribu Fordini. La secuencia del gen effa sélo se obtuvo para la
especie F. marginata entre las especies de este género. El andlisis filogenético
y taxonémico de las muestras de las especies ibéricas de los géneros Forda y
Paracletus se llevé a cabo mediante la secuenciacion del gen Iwrh y el
fragmento mitocondrial. Los niveles de variabilidad previamente estimados para
la secuencia del gen atp6 y para los intrones y las terceras posiciones de codén
del gen Iwrh (ver capitulo 1, tabla 1.3) eran adecuados para el abordaje de los
objetivos planteados para este grupo de muestras, pertenecientes a los niveles
intraespecifico e intragenérico. Por otro lado, la utilizacién de una secuencia
nuclear y otra mitocondrial es especialmente (til en este tipo de estudios, con
una parte poblacional o intraespecifica. La utilizacion simultanea de
marcadores nucleares y mitocondriales permite la deteccion de sucesos de
hibridaciéon o introgresion. Este tipo de sucesos no es descartable dada la
proximidad, a priori, de algunos de los taxones analizados.
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Tabla 2.2. Datos relativos a las muestras analizadas en este estudio y secuencias obtenidas con sus respectivos codigos de acceso en la
base de datos del EMBL.
Secuencias obtenidas $

Fuente Forma

Especiea) Caédigobh 9 Lugar de recoleccion originald Fecha ) Iwrh mtDNA efia
Forda fornicaria 05555 Pt Desfiladero Beyos, Asturias, Esp 11/9/05 fg+vg* AM996865 AM996890
Le6667 Pt Villavieja, Leon, Esp 28/9/01 vt AM996864

Por6666 Pt Miranda do Douro, Braganga, Por 13/9/01 fg AM996864 AM996887
05543 Pt Desfiladero Beyos, Asturias, Esp 10/9/04 vg* AM996864 AM996890
Sg5542 Pt Hoces del Duratén, Segovia, Esp 25/9/05 vg”® AM996864 AM996887
Le5548 H Correcillas, Leén, Esp 14/6/05 vg AM996865 AM996887
Val1001 Pt Bugarra, Valencia, Esp 18/7/95 fg AM996863 AM996888
Vali 002 Pt Chulilla, Valencia, Esp 13/7/03 fg AM996863 AM996889

Forda marginata Le5541 Pt Villavieja, Ledn, Esp 15/9/05 vg* AM996869 AM996893 FM163596
Le6668 Pt Villavieja, Ledn, Esp 28/9/01 fg AM996867/70  AM996893

Le6672 Pt Villavieja, Ledn, Esp 17/9/99 vg* AM996866

Le9996 Pt Villavieja, Ledn, Esp 4/8/04 fg AM996866/72  AM996893
05540 Pt Desfiladero Beyos, Asturias, Esp 11/9/05 fg+vg* AM996871 AM996894
Vali 003 Pt Chulilla, Valencia, Esp 8/8/04 fg AM996868/69  AM996895
Forda riccobonii A5549 Pa St. Vicent Raspeig, Alicante, Esp 15/10/05 vg* AM996874 AM996891
AB669 Pa St. Vicent Raspeig, Alicante, Esp 18/10/00 fg AM996874 AM996892
A75 Pa St. Vicent Raspeig, Alicante, Esp 8/10/99 fg AM996891
A5550 Pa St. Vicent Raspeig, Alicante, Esp 15/10/05 g AM996891
Mt2 Pa Valetta, Malta, Malta 4/9/05 fg AM996874 AM996891
1c9999 Pa Tenerife, Islas Canarias, Esp 2/2/00 vg* AM996873 AM996891

Paracletus cimiciformis Le9960 H Villavieja, Ledn, Esp 17/4/05 vg AM996857 AM996884 FM163597
Le6670 Pt Villavieja, Ledn, Esp 10/9/01 f9 AM996857 AM996883

Por9997 Pt Miranda do Douro, Braganga, Por 16/9/02 vg* AM996856/57  AM996883



Filogenia y taxonomia de la tribu Fordini

Paracletus cimiciformis Por9998 Pt Miranda do Douro, Braganga, Por 12/9/04 vg* AM996856 AM996880
Le9999 Pt Villavieja, Ledn, Esp 4/8/04 fg AM996858/62 AM996885
Bu9948 T Abajas, Burgos, Esp 12/6/01 sX AM996859/60
Bu5041 T Talamillo, Burgos, Esp 15/7/05 SX AM996886
Bu5042 T Talamillo, Burgos, Esp 15/7/05 sX AM996859 AM996886
Bu5048 T Pesadas, Burgos, Esp 8/7/05 SX AM996859 AM996886
Co9947 H Fuencaliente, Cérdoba, Esp 23/5/04 vg AM996862 AM996883
Le6671 Pt Villavieja, Leon, Esp 10/9/01 vg* AM996862

J292 H Valdepefas, Jaén, Esp 6/4/03 vg AM996883
Por5001 Pt Miranda do Douro, Braganga, Por 23/8/05 Jo . AM996857
Por5002 Pt Miranda do Douro, Braganga, Por 23/8/05 fg AM996857
Por5003 Pt Miranda do Douro, Braganga, Por 23/8/05 fg AM996857
Por5004 Pt Miranda do Douro, Braganga, Por 23/8/05 fg AM996858/62
Por5005 Pt Miranda do Douro, Braganga, Por 23/8/05 fg AM996857 AM996883
Por5006 Pt Miranda do Douro, Braganga, Por 23/8/05 fg AM996857/ 61
Por5008 Pt Miranda do Douro, Braganga, Por 23/8/05 fg AM996857 62
Por5009 Pt Miranda do Douro, Braganga, Por 23/8/05 fg AM996857 AM996883
Le6017 G S. Martin del Agostedo, Ledn, Esp 25/3/07 vg AMO96857 AM996885
Le6019 G S. Martin del Agostedo, Ledn, Esp 25/3/07 vg AM996857 AM996885
Le5010 Pt Borrenes, Ledn, Esp 1/9/05 fg AM996862

Le5011 Pt Borrenes, Ledn, Esp 1/9/05 fg AM996856

Le5014 Pt Borrenes, Leodn, Esp 1/9/05 fg AM996857/61

Le5016 Pt Borrenes, Leodn, Esp 1/9/05 fg AM996856 AM996881
Le5018 Pt Borrenes, Ledn, Esp 1/9/05 fg AM996857

Le5019 Pt Borrenes, Ledn, Esp 1/9/05 fg AM996857 AM996883
Le5020 Pt Borrenes, Ledn, Esp 1/9/05 fg AM996857

Le5552 Pt Villavieja, Leon, Esp 15/9/05  fg+vg* AM996857 AM996883
Le5554 Pt Villavieja, Leon, Esp 15/9/05  fg+vg* AM996857 AM996883
Le5062 Pt Villavieja, Ledn, Esp 12/4/06 vg j AMS96857 AM996883
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Sg5022 Pt Hoces del Duraton, Segovia, Esp 25/9/05 fg AM996862 AM996883

Sg5025 Pt Hoces del Duraton, Segovia, Esp 25/9/05 fg AM996856 AM996882

Sg5026 Pt Hoces del Duraton, Segovia, Esp 25/9/05 fg AM996856

Sg5027 Pt Hoces del Duratén, Segovia, Esp 25/9/05 fg AM996858/62

Sg5028 Pt Hoces del Duratén, Segovia, Esp 25/9/05 fg AM996856

Sg5030 Pt Hoces del Duraton, Segovia, Esp 25/9/05 fg AM996856

Sg5547 Pt Hoces del Duratén, Segovia, Esp 25/9/05 fg AM996856 AM996881

Vali 004 Pt Chulilla, Valencia, Esp 12/8/07 fg AM996856/57  AM996882
Paracletus donisthorpei Bu5032 T Llanillo, Burgos, Esp 27/5/03 SX AM996856 AM996879

Bu99 T Pradanos, Burgos, Esp 23/6/04 SX AM996856 AM996879

Bu101 T La Riba, Burgos, Esp 15/7/04 SX AM996856 AM996881

Le7001 T Valle de las Casas, Ledn, Esp 4/6/07 SX AM996856 AM996882
Aploneura lentisci - PI Potrfes, Valencia, Esp 9/10/00 fg AJ489289 AJ298663 FM163601
Baizongia pistaciae - Pt Hoces del Duratén, Esp 25/9/05 fg AM996875 AM996896 FM163599
Geoica utricularia - G Borrenes, Leodn, Esp 12/9/05 vg AM996876 AM996897 FM163600
Geoica setulosa - G Villavieja, Leodn, Esp 2/4/06 vg AM996900
Smynthurodes betae - H Villaobispo, Leon, Esp 12/3/06 vg AM996877 AM996898 FM 163598
Pemphigus populi . Pn Chulilla, Valencia, Esp 21/6/04 fg AJ489288 AJ547793 FM 163603
Thecabius sp. - Pn Chulilla, Valencia, Esp 13/7/03 fg AM996878 AM996899 FM163602

a) Nomenclatura de las especies segun Remaudiére y Remaudiére (1997) y Pérez Hidalgo y Nieto Nafria (2003). b) Cédigo empleado para las distintas
muestras analizadas pertenecientes a los géneros Forda y Paracletus. Las muestras y especies utilizadas para el analisis filogenético global de la tribu
Fordini aparecen sombreadas, c) Indica la fuente original de la recoleccion para la muestra correspondiente: P, Pistacia terebinthus\ Pa, Pistacia atlantica, P,
Pistacia lentiscus’, Pn, Populus nigra\ H, hormiguero; T, trampa amarilla; G, graminea (no identificada), d) Esp: Espafia; Por: Portugal, e) fg: fundatrigena; vg:
virginégena proveniente de experimentos de transferencia (*) o recogida directamente en el campo, f) Para algunas muestras se indican dos codigos de
acceso para el gen iwrh, correspondientes a dos alelos obtenidos.
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3.3. Obtencion de las secuencias
a) Extraccion de DNA

Todas las extracciones de DNA se realizaron a partir de un unico individuo,
siguiendo el mismo protocolo descrito en el capitulo 1, apartado 3.3.a (Martinez
et al., 1992). Las muestras utilizadas provenian, en su mayoria, de material
almacenado en etanol absoluto (en algunas ocasiones, en etanol al 70%). El
DNA se resuspendi6 en 50 pl de tamp6n LTE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 0'1 mM,
pH 8).

b) Amplificacién de los fragmentos génicos

Las secuencias de los genes nucleares iwrh y effa analizadas para la
inferencia de las relaciones filogenéticas entre las especies ibéricas de la tribu
Fordini se obtuvieron con los mismos cebadores y condiciones especificados
en el capltulo 1, apartado 3.3.b. La secuencia del gen Iwrh‘se obtuvo, en
concreto, con el conjunto de cebadores OPSET (ver tabla 1.2).

Para la obtencion de la secuencia del gen lwrh en las muestras de las
especies ibéricas de los géneros Forda y Paracletus se siguid la siguiente
estrategia. El uso de los cebadores OPSAFF1, OPSAFF2 y OPSR4 (ver tabla
1.2) permitié la amplificacién y secuenciacién de este gen en las siguientes
muestras: F. marginata Val1003, F. riccobonii A6669, F. formicaria Le6667 y P.
cimiciformis Le6671 (ver tabla 2.2). El alineamiento de estas secuencias
permiti6 el disedio de un conjunto de cebadores especificos para la
amplificacién de la secuencia en las especies de estos géneros (tabla 2.3). Una
unica reaccion de PCR fue suficiente para amplificar el fragmento de
aproximadamente 1050 pb en un gran numero de muestras. Las reacciones se
realizaron en un termociclador GeneAmp PCR System 8700 (Applied
Biosystems). En un volumen total de 50 pl, las reacciones se componian de 1-3
pl de la extraccion de DNA (aproximadamente 50 ng), 5 pl de tampén de PCR
10X, 1 pl de una disolucién 10 mM de cada ANTP (Eppendorf), 3 pl de cada
una de las disoluciones 10 UM de los cebadores OPSFORF1 y OPSFORR1 y
1’56 unidades de polimerasa Taq (Eppendorf), a los que se afadia agua miliQ
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hasta completar el volumen final. Las condiciones de las reacciones fueron las
siguientes: desnaturalizacién inicial de 3 min. a 94 °C; 40 ciclos de 30 s a 94
°C, 60 sa 50 °C y 90 s a 68 °C; y una extension final de 7 min. a 68 °C.

Para una parte de las muestras, sin embargo, fue necesaria una segunda
reaccion de PCR, anidada respecto a la primera. La composiciéon de esta
segunda reaccion fue idéntica a la de la primera, salvo por el uso como molde
de 2 pl de la primera reaccion y la utilizacién de 1y 2 pl, respectivamente, de
las disoluciones 10 pM de los cebadores OPSFORF2 y OPSFORR?2 (ver tabla
2.3). Las condiciones de las reacciones fueron también similares a las de las
reacciones de PCR primarias, con el uUnico cambio del aumento de la

temperatura de hibridacion a 52 °C.

Tabla 2.3. Cebadores utilizados para la amplificacién y secuenciacion del gen Iwrh en
las especies ibéricas de los géneros Forda y Paracletus.

Nombre Uso g Secuencia
OPSFORF1 PCR1 5' GGCRTCACSATTTTCTTCTTGGGCGT 3'
OPSFORF2 PCR2/sec 5' CTTCTTGGGCGTGCTCGCGGTCG 3'
OPSFORF3 sec 5' CGCGGTCGTCGGTAACGGACTGG 3
OPSFORF4 sec 5' TTCAGGGATTGTCTGCAAAACCG 3'
OPSFORFS5 sec 5' TCAATATGGACAATGGTRTTCATAGC 3'
OPSFORR1 PCR1 5' AATAACGGGTCCATAGTGAGYAAYTG 3'
OPSFORR2 PCR2/sec 5' CCATAGTGAGYAAYTGRAATATTCCAG 3'
OPSFORR3 sec 5' AATATTCCAGAAAAGTTTATAACC 3'
OPSFORR4 sec 5' GGGGCTAAGGTCCAGAAAAGTCCG 3'
OPSFORRS5 sec 5' GCCTTCACAATGAAATAATACGCG 3'

a) Se indica el uso concreto de cada cebador: PCR1, empleado en la primera amplificacion; PCR2,
empleado en la PCR anidada; sec., empleado en la secuenciacion.

El fragmento mitocondrial que contiene los genes atp6 y atp8 se amplificd
con los mismos cebadores y condiciones detallados en el capitulo 1, apartado
3.3.b. La mayoria de muestras necesitaron sélo de una reaccion de PCR para
la obtencion del amplificado, utilizando los cebadores CO02AF y CO3WWRD.
Para algunas muestras, no obstante, fue necesaria una reaccion de PCR
secundaria, parcialmente anidada, mediante el uso de los cebadores
tRNALysAF2 y CO3WWRD (ver tabla 1.3).

La separacion y la visualizacién de los fragmentos de PCR se realizaron tal

y como se detalla en el capitulo 1, apartado 3.3.b, donde se describe asimismo
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el protocolo de precipitacion seguido para la purificacién de los fragmentos
amplificados.

c) Clonacién, secuenciacién y analisis de cromatogramas

Todos los amplificados mitocondriales y los correspondientes al gen effa
se secuenciaron directamente a partir de los precipitados de los productos
amplificados con los cebadores presentes en la tabla 2.3. Todos los fragmentos
del gen /wrh se secuenciaron también directamente, pero un numero reducido
de ellos tuvo que ser ademas clonado debido a la existencia de mas de una
posicién polimoérfica, hecho que obligaba a la clonacién para la resolucién de
las secuencias concretas de cada uno de los alelos. Para estos casos, se
emplearon 1-2 pl del fragmento amplificado (equivalentes a 30-50 ng de DNA)
para las reacciones de ligacién y las consiguientes transformaciones, de
manera idéntica a como se detalla en el capitulo 1, apartado 3.3.c. Se utilizaron
generalmente 3 pl de la extraccién plasmidica en la posterior secuenciacién. La
secuenciacion, su lectura y los analisis de los cromatogramas se realizaron de
manera idéntica a como se detalla en el capitulo 1, apartado 3.3.d.

3.4. Alineamiento de Ias secuencias

El alineamiento de las secuencias se llevd a cabo en todos los casos
mediante el programa Clustal X v1.81 (Thompson et al., 1997), utilizando los
parametros de penalizacion por apertura y extensién de gap que aparecen por
defecto, y con una posterior revisién manual del resultado del programa. Los
primeros alineamientos se realizaron utilizando el modo de alineamiento
multiple (Multiple Alignment Mode). Posteriormente, se analizaron en algunos
casos los alineamientos mediante la adicibn de nuevas secuencias a
alineamientos previos empleando el modo de alineamiento con perfil (Profile
Alignment Mode). Para los alineamientos de los genes nucleares effa y lwrh,
los limites de los diferentes exones e intrones se dedujeron por comparacion
con los alineamientos realizados previamente para estos mismos genes en el
capitulo 1. En el caso de los alineamientos del gen /wrh en las muestras de las
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especies de los géneros Forda y Paracletus el alineamiento de los intrones
reveld un elevado numero de inserciones y deleciones (gaps). El analisis
filogenético de las secuencias nucleares con intrones se realiz6 mediante dos
aproximaciones distintas. En una de ellas se analizaron las regiones exénicas
junto con las regiones pertenecientes a intrones que pudieron ser alineadas de
manera fiable y sin presencia de gaps entre las mencionadas muestras. La otra
aproximacion implicé el uso del mismo alineamiento con exones y regiones
intrénicas alineadas al que se afiadié una codificacién numérica de los distintos
gaps y sus estados. Un gap completo o partes de un gap se establecieron
como caracteres, asignando un numero para cada estado distinto que aparecio
en las secuencias. En total, se afadieron 21 caracteres con estados entre 0 y
4. Este alineamiento se analiz6 mediante maxima parsimonia con el programa
PAUP* v4.0b10 (Swofford, 2002) (ver apartado 3.7.b).

El programa MEGA v3.1 (Kumar et al., 2004) se utilizé para el calculo de
distancias inter e intraespecificas a partir de los alineamientos obtenidos, asi
como para el céalculo de posiciones variables e informativas y para la
conversion de los ficheros de salida del programa ClustalX a formato Nexus
para la entrada en el programa PAUP*.

Para las reconstrucciones filogenéticas basadas en maxima verosimilitud el
modelo de sustitucién nucleotidica a emplear se seleccion6 en base al
resultado obtenido con el programa Modeltest v3.7 (Posada y Crandall, 1998).
El alineamiento de cada secuencia se utilizd6 como fichero de entrada de este
programa, en combinacién con el programa PAUP*, para la obtencién del
modelo y los parametros de mejor ajuste (para mas detalle ver capitulo 1,
apartado 3.4).

3.5. Caracterizacion de las secuencias

El programa MEGA v3.1 (Kumar et al.,, 2004) se utiliz6 para obtener la
composiciéon nucleotidica de las regionés codificantes de cada una de las
secuencias empleadas. Por ofro lado, los alineamientos obtenidos para cada
uno de los genes en el apartado de la filogenia molecular de la tribu Fordini se
utilizaron como ficheros de entrada en el programa TREE-PUZZLE v5.2
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(Schmidt et al.,, 2002). Mediante este programa se realizd un test ¥ con el
objetivo de analizar la homogeneidad de las secuencias obtenidas.

3.6. Test de tasas relativas

Los alineamientos de cada gen obtenidos para las especies ibéricas de la
tribu Fordini se emplearon también para analizar la posible existencia de
especies con tasas de sustitucion aceleradas. En primer lugar, se empleé6 el
programa RRTree (Robinson-Rechavi y Huchon, 2000) sobre los alineamientos
de nucledtidos y tratando las secuencias como no codificantes. Posteriormente
se llevé a cabo el andlisis de tasas de sustitucion relativas mediante el
programa PHYLTEST utilizando la correccion de Kimura-2-parametros (ver
capitulo 1, apartado 3.6, para mayor detalle sobre el funcionamiento de los
programas).

3.7. Reconstruccion filogenética molecular

a) Filogenia molecular de las especies ibéricas de la tribu
Fordini

Las secuencias de los genes nucleares wrh y efia y del fragmento
mitocondrial que contiene los genes atp6 y atp8 se emplearon para realizar
reconstrucciones filogenéticas de las especies de la tribu Fordini presentes en
la Peninsula Ibérica. Para el andlisis de cada gen se realiz6 una busqueda por
maxima verosimilitud con el programa PAUP*. Las blasquedas se realizaron
con 100 réplicas de adicion de secuencias al azar y el algoritmo TBR (TBR
branch swapping), limitando el nimero de reorganizaciones en cada réplica a
3000. La confianza estadistica de los nodos se evalué mediante el método de
bootstrap (Felsenstein, 1985), con 300 pseudorréplicas, cada una de ellas con
algoritmo TBR, una sola adicién de secuencias al azar y un limite de 3000 para
las reorganizaciones de cada réplica. Para cada especie de los géneros Forda
y Paraclefus se utilizé una anica muestra de entre todas las obtenidas (ver
tabla 2.2).
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b) Filogenia molecular y taxonomia de las especies ibéricas de
los géneros Forday Paracletus

El alineamiento de las secuencias obtenidas para las muestras
pertenecientes a las especies ibéricas de los géneros Forda y Paracletus reveld
un elevado numero de inserciones y deleciones (gaps) en las regiones
intrénicas. Parte de estas regiones pudo ser alineada con fiabilidad entre todas
las muestras de ambos géneros pero no con las secuencias correspondientes a
otros géneros cercanos dentro de la subtribu Fordina. Por este motivo, una vez
comprobada la condicion de géneros hermanos dentro esta subtribu, los
analisis de las muestras se llevaron a cabo sin la inclusion de secuencias que
actuasen como outgroup, con el objetivo de aumentar el nimero de posiciones
variables utiles para el analisis. El alineamiento que contenia las secuencias
correspondientes a los exones y a la parte de los intrones que pudo ser
alineada fiablemente se analizé mediante maxima verosimilitud tal y como se
implementa en el programa PAUP*. La busqueda heuristica del arbol maximo
verosimil se realizd6 con el algoritmo TBR, 100 réplicas de adicién de
secuencias al azar y un limite de 3000 reorganizaciones para cada réplica. La
confianza sobre los nodos se estimé mediante el método de bootstrap, con 300
pseudorréplicas y las mismas condiciones que la busqueda heuristica salvo por
la aplicacién de una Unica réplica de adicion de secuencias al azar en cada
pseudorréplica. El alineamiento que incluia ademas 21 caracteres en los que
se codificaron los gaps (ver apartado 3.4 de este capitulo) se analizé mediante
maxima parsimonia con los parametros por defecto de PAUP*. La busqueda
heuristica se realizé mediante el algoritmo TBR, con 5000 réplicas de adicion
de secuencias al azar. Se realizaron asimismo 2000 pseudorréplicas de
bootstrap, cada una con una sola adicién de secuencias al azar y algoritmo
TBR.
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4. Resultados

4.1. Caracterizacion de las secuencias

Gen de la opsina sensible a longitud de onda larga

En el alineamiento correspondiente a las especies de la tribu Fordini (que
incluia las dos especies de la tribu Pemphigini utilizadas como outgroup), las
secuencias de este gen variaron en longitud desde los 867 nucledtidos de
Thecabius sp. a los 946 nuclettidos de Aploneura lentisci. La variacion
correspohdié en su totalidad a inserciones o deleciones en alguho de los cuatro
intrones presentes en el fragmento amplificado del gen. Una vez eliminadas las
secuencias intrénicas, que no pudieron ser alineadas de manera fiable, el
alineamiento de los exones tuvo una longitud de 602 nucleétidos. Un total de
143 posiciones de este alineamiento fueron variables y 110 de ellas
parsiménicamente informativas. De éstas Ultimas, 84 correspondieron a
terceras posiciones de codén, por lo que la informacién filogenética presente en
primeras y segundas posiciones fue muy limitada, lo que también ocurrié con
las secuencias inferidas de aminoacidos.

El test de homogeneidad en la composicidén nucleotidica del gen iwrh fue
significativo Unicamente para las dos especies empleadas como especies
externas en los analisis, Pemphigus populi y Thecabius sp. Esta significatividad
se observd cuando se consideraron todas las posiciones nucleotidicas, y no
cuando los test se realizaron sobre las dos primeras posiciones de codén. No
obstante, es importante destacar que estas diferencias se deben realmente a
un sesgo de las secuencias correspondientes a las especies de la tribu Fordini,
que fueron las que mostraron diferencias significativas en el analisis de
composicion realizado en el Capitulo 1. El sesgo observado fue hacia un mayor
contenido en G+C en los representantes de la tribu Fordini, mucho mas
destacado en las terceras posiciones de codén. Es interesante también resaltar
el hecho de que el sesgo es menos acusado en la especie Smynthurodes
betae que en el resto de componentes de la tribu Fordini que se .han analizado
en este estudio (ver tablas Anexo IIl.1, Anexo 1.3, Anexo 111.21 y Anexo 111.22 |
en CD adjunto).
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Para el analisis detallado de las especies ibéricas de los géneros Forda y
Paracletus se obtuvo un total de 76 secuencias del gen /wrh a partir de 60
muestras. En 4 de las muestras se obtuvo la secuencia (tanto del gen iwrh
como del fragmento mitocondrial) para las fundatrigenas extraidas de las
agallas y también para las virginbgenas descendientes de éstas y obtenidas en
experimentos de transferencia realizados por Nicolas Pérez Hidalgo. En todos
los casos las secuencias obtenidas a partir de las virginbgenas fueron idénticas
a las de sus respectivas fundatrigenas, demostrando que no existivé
contaminacién entre muestras distintas durante estos experimentos. Por otro
lado, en los experimentos de transferencia de algunas muestras de la especie
P. cimiciformis se obtuvieron dos tipos de virgindégenas apteras. La forma
mayoritaria present6 el cuerpo redondeado, 5 antenémeros, tibias posteriores
rectas, ojos formados Gnicamente por un triomatidio y la forma de la coxa del
tercer par de patas relativamente mas corta. Las medidas morfométricas de
esta forma fueron, ademas, idénticas a las descritas para la forma virgindgena
aptera de la especie F. rotunda (Nicolas Pérez Hidalgo, comunicacion
personal). La segunda forma, menos frecuente, presenté el cuerpo aplanado, 6
antendmeros, tibias posteriores curvadas, ojos formados por varios omatidios
ademas del triomatidio y la coxa del tercer par de patas relativamente mas
alargada. Esta forma se corresponde con la descripcién realizada por von
Heyden para la forma virginbgena aptera de P. cimiciformis, y que clasicamente
ha sido reconocida como tal. Este resultado se obtuvo, por ejemplo, en el
experimento de transferencia de la muestra P. cimiciformis Le5062. Para esta
muestra, se obtuvo la secuencia del gen /wrh en individuos de cada una de las
dos formas. Las secuencias obtenidas fueron idénticas, demostrando que no
existi6 contaminacién durante los experimentos y que ambas formas
pertenecian a la misma muestra. Tanto en este caso como en aquéllos en los
que se obtuvieron secuencias a partir de fundatrigenas y de sus respectivas
virginégenas (ver mas arriba), sblo se utilizé una de las secuencias de cada
muestra, quedando asl un total de 72 secuencias para este gen. Debido a
problemas metodolbgicos en la secuenciacion, las secuencias de las muestras
P. cimiciformis Co9947 y P. donisthorpei Bu101 presentaron una longitud de
aproximadamente 70 nucleétidos menor en el exiremo 5'. La comparaciéon de
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los resultados filogenéticos a partir de los alineamientos con y sin estas
secuencias no revel6 diferencias relevantes, por lo que se decidié incluirlas en
el andlisis. Una vez determinado el inicio del alineamiento en funcion de estas
secuencias, éste varié en longitud entre los 807 nucleétidos de las muestras F.
formicaria O5555 y F. formicaria Le5548 y los 853 nucledtidos de F. marginata
05540. L'as secuencias de las muestras P. cimiciformis Co9947 y P.
donisthorpei Bu101 tenfan una longitud de 844 nucledtidos. La variacién
correspondi6 de nuevo en su totalidad a variaciones en la longitud de los cuatro
intrbnes rprésentes. A partir de este alineamiento inicial se obtuvieron dos
alineamientos para su uso en los analisis filogenéticos (ver apartado 3.4 para
mas detalle). El primer alineamiento estaba compuesto por los exones y la
parte de los intrones que se pudo alinear de manera fiable. Este alineamiento
presenté una longitud de 769 nucleétidos, con 63 posiciones variables, 61 de
ellas parsiménicamente informativas. De éstas, 31 pertenecieron a los exones y
30 a los intrones, lo que refleja la importancia de la adicion de las regiones
intrénicas en el analisis de este tipo de muestras, correspondientes a niveles
taxonémicos intragenéricos e intraespecificos. El segundo alineamiento creado
fue idéntico al primero con la adiciéon de 21 caracteres en los que se codifico la
variabilidad de los gaps de los intrones existentes en las muestras. Este
alineamiento tuvo 84 posiciones variables, 82 parsiménicamente informativas
en total. La traduccion de los exones revel6 la existencia de s6lo 4 posiciones
variables e informativas en el alineamiento de los aminoacidos inferidos.

Gen del factor de elongacién 1a

El alineamiento de las secuencias del gen effa de las especies de la tribu
Fordini vari6 en longitud entre los 1055 nucleétidos de la secuencia de
Smynthurodes betae y los 1102 de la correspondiente a Baizongia pistaciae. El
alineamiento incluyé ademas una secuencia méas corta, de so6lo 873
nucleétidos, correspondiente a la secuencia de cDNA de Pemphigus populi,
usada como especie externa. La variacion en longitud era debida en su
totalidad a los tres intrones presentes en el fragmento amplificado. Debido a la
imposibilidad de alinear las regiones intrénicas entre los distintos géneros, el
analisis filogenético se realizé sobre el alineamiento de la secuencia de exones,
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que presentd una longitud de 873 nucleétidos, con 141 posiciones variables, 82
de ellas parsiménicamente informativas. La mayorfa de posiciones utiles para
la reconstruccion filogenética se hallaban en terceras posiciones de codén, de
las cuales 128 eran variables y 80 informativas. Las primeras y segundas
posiciones de codén tenfan, por tanto, muy escasa utilidad filogenética por sf
solas, asi como las secuencias aminoacldicas, en las que sblo se halld 8
posiciones variables, 2 de ellas informativas.

Ninguna de las especies analizadas mostrd diferencias significativas en la
composicién nucleotidica de las secuencias del gen effa, aunque en el analisis
de la composicién realizado en el capitulo 1 si mostré diferencias significativas
la especie Baizongia pistaciae.

Fragmento mitocondrial

El analisis de las especies ibéricas de la tribu Fordini a partir de las
secuencias mitocondriales se realiz6, por un lado, con s6lo la secuencia del
gen afp6, debido a que el resto de la secuencia del fragmento mitocondrial no
estaba disponible para la especie Aploneura lentisci. Por otro lado, se realizo el
analisis con todo el fragmento mitocondrial eliminando esta especie. El
alineamiento de las secuencias del gen afp6 tuvo una longitud de 654
nucledtidos, con 277 posiciones variables, 191 de ellas parsimonicamente
informativas. EI alineamiento de las secuencias de aminoacidos
correspondientes tuvo una longitud de 218 posiciones, 87 de ellas variables y
59 informativas. Por su lado, el alineamiento de las secuencias nucleotidicas
completas del fragmento mitocondrial, sin A. lentisci, contenia 920 posiciones,
380 de ellas variables y 266 parsimonicamente informativas.

Los test de homogeneidad en la composicién nucleotidica no mostraron
diferencias significativas para ninguna de las especies, tanto cuando se analizé
todo el fragmento mitocondrial como cuando se limitd el analisis al gen atp6. No
obstante, es importante destacar que, aunque no aparezcan diferencias
significativas, la composicién de la tercera posicion de codén del gen afp6
resulté ser variable entre las especies de la tribu Fordini. En esta posicién,
pudo apreciarse un mayor contenido en A+T en las especies de los géneros
Forda y Paracletus y Smynthurodes, y hacia G+C en las especies de los
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géneros Aploneura, Baizongia y Geoica. En el analisis realizado en el capitulo
1 ninguna de las especies mostré tampoco diferencias signiﬁcat}vas, aunque la
variabilidad en la composicién de la tercera posicion de codén era también
evidente (ver Anexo lll en CD adjunto).

Para el analisis detallado de las muestras correspondientes a los géneros
Forda y Paracletus se utilizé6 la mayor parte del fragmento amplificado en las
reacciones de PCR, obteniendo un total dé 45 éecuencias. La limitacion de la
secuencia empleada vino impuesta por la limitacién de la secuenciacion de los
extremos en las reacciones de secuenciacion directa del fragmento. EIl
alineamiento presenté en dualtimo término 939 posiciones nucleotidicas,
pertenecientes al extremo 3' del gen del tRNA"®, las secuencias completas de
los genes afp8 y afp6 y el extremo 5' del gen colll. Presentaba ademas 201
posiciones variables, de las cuales 199 eran parsiménicamente informativas.

4.2. Test de tasas relativas

Las pruebas estadisticas realizadas con los programas RRTree y
PHYLTEST para el estudio de las tasas relativas de sustitucién nucleotidica no
mostraron aceleracidn de tasas en ninguna especie en el analisis del gen effa.
Sin embargo, cuando se emplearon las secuencias correspondientes al gen
lwrh, estos programas mostraron la existencia de tasas aceleradas en la
especie Smynthurodes betae y en el clado formado por las especies de los
géneros Aploneura, Baizongia y Geoica. En ambos casos, la aceleraciéon se
detecté Unicamente cuando se comparaban con el grupo formado por las
especies de los géneros Forda y Paracletus. En el andlisis de las tasas
relativas de sustitucion del gen atp6, ambos programas permitieron detectar la
aceleracion de tasas en el grupo formado por las especies de los géneros
Aploneura, Baizongia y Geoica cuando se comparé con el grupo de las
especies de los géneros Forda y Paracletus.
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4.3. Reconstruccion filogenética molecular

a) Filogenia molecular de las especies ibéricas de la tribu
Fordini

La figura 2.7 muestra los arboles maximo verosimiles resultantes de los
analisis de los genes nucleares /wrh y effa en las especies ibéricas de la tribu
Fordini. Los resultados permitieron agrupar las especies analizadas en dos
grupos claros. El primer grupo qued6é formado por las especies Aploneura
lentisci, Baizongia pistaciae y Geoica utricularia, clado apoyado por valores de
bootstrap elevados en las reconstrucciones de ambos genes. En los analisis de
ambas secuencias se pudo observar, ademas, una relacion mas cercana entre
las especies B. pistaciae y G. utricularia, aunque siempre con un apoyo
estadistico bajo. El segundo grupo estaba formado por las especies
pertenecientes a los géneros Forda y Paracletus. Ambos géneros agruparon
juntos en el arbol correspondiente al gen /wrh, aunque con un apoyo estadlstico
menor del 50%. Sin embargo, el apoyo a este nodo llegé a ser del 90% en el
arbol correspondiente al gen ef7a. Ademas, la elevada similitud en la secuencia
de los intrones de ambos genes en las especies de estos géneros demostrd
claramente su condicién de géneros hermanos. Por ofro lado, la posiciéon de la
especie Smynthurodes betae fue incongruente entre las topologias obtenidas
con ambas secuencias nucleares. Esta especie aparecié como un tercer grupo,
en la posicion basal de la tribu, en la reconstruccion obtenida en el analisis del
gen lwrh, posicion apoyada por un valor de bootstrap de 98%. En el analisis del
gen effa, sin embargo, esta especie quedd agrupada junto a los géneros Forda
y Paracletus, también con un valor de bootstrap asociado muy elevado (97%).

El analisis de las secuencias mitocondriales confirmé las dos agrupaciones
definidas anteriormente (figura 2.8). En el arbol maximo verosimil obtenido a
partir de las secuencias del gen afp6 las especies de los géneros Forda y
Paracletus no agruparon en un mismo clado. No obstante, la eliminacién de la
" especie Aploneura lentisci, y la inclusion de todo el fragmento mitocondrial
amplificado, dierbn lugar a la agrupacion de los géneros Forda y Paracletus,
apoyada por un valor de bootstrap de 74%. En la reconstruccién obtenida a
partir de las secuencias del gen atp6 aparecié de nuevo el grupo formado por
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las especies de los géneros Aploneura, Baizongia y Geoica (98% de bootstrap).
Ademas, de nuevo, se observd una relacion mas estrecha entre las especies
de los géneros Baizongia y Geoica, apoyada por un valor estadistico moderado
(73%). Por otro lado, los resultados confirmaron la estrecha relacién de las dos
especies del género Geoica incluidas en el analisis del fragmento mitocondrial.
La posicién de la especie S. betae en estas reconstrucciones fue diferente a la
gue ocupo en las reconstrucciones realizadas con ambos genes nucleares, al
quedar agrupada junto al ciado formado por los géneros Aploneura, Baizongia
y Geoica. Esta posicidon se vio apoyada por un valor de bootstrap de 78% en el
arbol maximo verosimil obtenido para el gen atp6. Es importante destacar que,
cuando se eliminaron las terceras posiciones de codon del gen atp6 en el
analisis del fragmento mitocondrial completo, S. betae se colocé en la posicidon
basal del arbol filogenético, aunque sin un apoyo estadistico notable.

a)

Thecabius sp. b)
"Thecabius sp.

Pemphigus populi
"Pemphigus populi

Smynthurodes betae

” Forda formicaria "Aploneura lentisci

82
Forda marginata

100 Baizongia pistaciae
"Forda riccobonii
65
. ) 'Geoica utricularia
Paracletus cimiciformis
08 100
89
Paracletus donisthorpei Smynthurodes betae
97
Aploneura lentisci
99 "Forda marginata
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Baizongia pistaciae
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' : o . ’Paracletus cimiciformis
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Figura 2.7. Arboles maximo verosimiles obtenidos a partir del andlisis de las secuencias de
los genes nucleares Iwrh (a) y efia (b) para las especies ibéricas de la subtribu Fordina. En
ambos casos se utilizaron las estimas medias ponderadas de los modelos de sustitucion
considerados en el programa Modeltest (ver Capitulo 1, apartado 3.7.a) con valores de
a=0'7412 y a=0’5921, respectivamente (modelos de mejor ajuste: (a) HKY+G, (b) SYM+I+G).
Se muestran los valores de bootstrap mayores que 50% de un total de 300 pseudorréplicas.
Las barras situadas junto a los arboles indican la longitud de rama que se corresponde con
una distancia de 0’05y 0'01 sustituciones por sitio nucleotidico, respectivamente.
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Figura 2.8. Arboles maximo verosimiles obtenidos a partir del analisis de
las secuencias del gen mitocondrial atp6 (a) y del fragmento mitocondrial
completo (b) de las especies ibéricas de la subtribu Fordina, utilizando
las estimas medias de los modelos de sustitucion y a=07888 vy
a=0’8690, respectivamente (modelos de mejor ajuste: (a) TIM+I+G, (b)
TrN+I+G). Se muestran los valores de bootstrap mayores de 50%.
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b) Filogenia molecular y taxonomia de las especies ibéricas de
los géneros Forda y Paracletus

Ademas de aparecer como géneros hermanos, en las figuras 2.7 y 2.8
puede comprobarse que Forda y Paracletus son géneros claramente
monofiléticos, a tenor de los elevados valores de bootstrap que apoyaron, en
general, las agrupaciones de sus especies respectivas. La eliminacién del resto
de géneros de la tribu en los alineamientos permitié el uso de una mayor parte
de las secuencias obtenidas, tanto en el caso del gen /wrh, en el que se pudo
utilizar las regiones intrénicas, como del fragmento mitocondrial, del cual pudo
emplearse gran parte de las regiones adyacentes al gen atp6. Los resultados
de los analisis filogenéticos correspondientes se muestran en las figuras 2.9 a
2.12. Dentro del género Forda es importante destacar dos resuitados
relevantes. Primero, las muestras correspondientes a las especies F. marginata
y F. riccobonii formaron en los arboles filogenéticos dos clados independientes
y respectivamente monofiléticos. Este resultado apoya la hipétesis de la validez
del estatus de especie para ambos taxones. Ademas, los resultados no
sugirieron siquiera una separacién muy reciente de ambos linajes, dada la
longitud considerable de las ramas que condujeron a cada una de las eépecies
en cada reconstruccion (ver distancias en el apartado 4.4). Por otro lado, las
relaciones entre las tres especies del género Forda se resolvieron en todas las
reconstrucciones con una relacibn mas estrecha entre F. marginata y F.
riccobonii, dejando a F. formicaria en la posicion basal del género. El valor de
bootstrap de esta relacion fue bajo en el arbol obtenido a partir del gen lwrh sin
la codificacion de los gaps de sus intrones (66% en la figura 2.9), pero fue
mayor al usar esta codificacién en el analisis por maxima parsimonia (77% en
la figura 2.10) y en el resultado del andlisis del fragmento mitocondrial (71% en
la figura 2.12). El resultado es acorde con la taxonomia del grupo, en la que las
dos primeras especies han sido incluidas en el grupo de especies “marginata”
(Remaudiére, 1999). Existen, ademas, otros datos que apoyan las relaciones
observadas. Uno de ellos es el hecho de que el uso exclusivamente de los
exones del gen /wrh para realizar la reconstruccion filogenética no resulté en la
separacion en dos clados de las muestras de ambas especies. El resultado de
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este andlisis, que aparece en la figura 2.11, fue la presencia de un clado
formado por las muestras de F. riccobonii, apoyado por un valor estadistico de
69%, dentro de un clado mayor donde se incluyeron también las muestras
correspondientes a F. marginata. Esta region. del gen, sin embargo, si permitié
la separacion de este grupo respecto a las muestras de la especie F.
formicaria. Por otro lado, la observacion del alineamiento de los intrones de
este mismo gen revel6 que los estados de la mayor parte de los gaps eran
iguales entre F. marginata y F. riccobonii, y diferentes en F. formicaria. Las
caracteristicas morfolégicas de las especies apoyan también esta relacion. Es
destacable, por ultimo, que, pese a no estar apoyadas por elevados valores de
bootstrap, estas relaciones entre las tres especies del género Forda
aparecieron también en las reconstrucciones correspondientes a las especies
ibéricas de la tribu Fordini descritas anteriormente (ver figuras 2.8 y 2.9).

Las muestras analizadas pertenecientes al género Paracletus se
agruparon, tanto en las reconstrucciones obtenidas a partir del gen wrh como
en las correspondientes al fragmento mitocondrial, en dos grupos apoyados por
valores de bootstrap entre moderados y elevados (ver figuras 2.9 a 2.12).
Contrariamente a lo esperado, los dos grupos obtenidos no se correspondieron
con las dos especies estudiadas, por lo cual se decidi®é denominar estas dos
agrupaciones como linaje 1 y linaje 2. Mientras que todas las muestras
pertenecientes a la especie P. donisthorpei se agruparon dentro del linaje 1, las
muestras correspondientes a P. cimiciformis aparecieron en ambos linajes,
aunque mayoritariamente en el linaje 2 (75% aproximadamente). En la
reconstruccién filogenética obtenida a partir de las secuencias del fragmento
mitocondrial se pudo apreciar ademas, dentro del linaje 2, un pequeno
subgrupo, apoyado por un valor estadistico de 100% (ver figura 2.12). Este
grupo esta formado por todas las secuencias correspondientes a las muestras
provenientes de la provincia de Burgos e identificadas como P. cimiciformis.
Para las secuencias mitocondriales no existi6 mayor subestructuracién dentro
del linaje 2, ni tampoco en el linaje 1, donde todas las secuencias obtenidas
difirieron entre si por un nimero muy reducido de cambios puntuales.
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Figura 2.9. Filogenia de las especies ibéricas de los géneros Forda y Paracletus.
Arbol maximo verosimil a partir de las secuencias del Iwrh utilizando las estimas
medias de los modelos y a=02617 (modelo de mejor ajuste: HKY+l). Se
muestran los valores de bootstrap mayores que 50% junto a los nodos
correspondientes. al: alelo 1; a2: alelo 2. Las muestras pertenecientes a la

especie P. donisthorpei aparecen

resaltadas en amarillo para facilitar su

localizacion. Las muestras de la especie P. cimiciformis con alelos en los dos

linajes se muestran resaltadas en color verde.
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Figura 2.10. Filogenia de las especies ibéricas de los géneros Forda y
Paracletus. Se muestra uno de los 112 arboles maximo parsimonicos
obtenidos a partir de las secuencias del gen Iwrh incluyendo la codificacion
de los gaps. Se muestran los valores de bootstrap mayores que 50% de un
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En las reconstrucciones obtenidas a partir del gen /wrh la identidad entre
las secuencias pertenecientes al linaje 1 lleg6é a ser completa. El linaje 2, sin
embargo, presentd una subestructura mayor que la existente en la
reconstruccion correspondiente al fragmento mitocondrial. Inicialmente este
grupo se dividi6 en dos clados, que se denominaron 2.A y 2.B. El clado 2.A
incluyé un mayor numero de secuencias y en él, a su vez, aparecié otro
pequefio grupo formado por las secuénéiaé de Burgos de la especie P.
cimiciformis. La composicion de muestras de este pequefio grupo fue idéntica a
la descrita anteriormente en el arbol obtenido a partir de las secuencias
mitocondriales. Las secuencias del gen /wrh del resto de muestras del clado
2.A eran totalmente idénticas. También lo eran entre si todas las secuencias
agrupadas en el clado denominado 2.B, a excepcion de la correspondiente a la
muestra P. cimiciformis Sg5022 (ver figura 2.10). Para varias muestras se
obtuvieron 2 alelos del gen /wrh, uno de cada clado. La inclusién de las
regiones intronicas con gaps en el analisis por maxima parsimonia aumenté en
géneral los apoyos de bootstrap de los grupos descritos. Los apoyos en
general bajos de éstos en el andlisis sin gaps (ver la figura 2.9) pasaron a ser
moderados en el analisis con gaps (ver figura 2.10). Igualmente, la existencia
de un gap con estado diferente en el clado 2.A aumentd su apoyo estadistico
de bootstrap de 61% a 72%. El unico clado que no vio aumentado su apoyo de
bootstrap en este analisis fue el clado 2.B, cuyo apoyo fue menor de 50.

Existe una correspondencia casi total en la composiciéon de los linajes 1y 2
entre los arboles obtenidos para el gen nuclear y el fragmento mitocondrial.
Para aquellas muestras para las que fue posible obtener ambas secuencias,
las dos se agruparon en el mismo linaje en las respectivas reconstrucciones
flogenéticas. Las Unicas excepciones ocurrieron con las muestras de P.
cimiciformis Por8997 y Val1004. Para cada una de estas muestras se
obtuvieron dos alelos para el gen /wrh, agrupandose cada uno de ellos en uno
de los dos linajes que aparecen en las reconstrucciones. Sin embargo, sé6lo se
obtuvo una secuencia del fragmento mitocondrial para cada una de las
muestras. La secuencia mitocondrial de la muestra Por9997 agrupé en el linaje
1y la correspondiente a la muestra Val1004 lo hizo en el linaje 2 (figura 2.12).
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Figura 2.11. Filogenia de las especies ibéricas de los géneros Forda y
Paracletus. Arbol méaximo verosimil a partir de las secuencias de los exones
del gen Iwrh utilizando las estimas medias de los modelos y a=3’1585
(modelo de mejor ajuste: TrN). Se muestran los valores de bootstrap
mayores que 50%. a1l: alelo 1; a2: alelo 2.
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Figura 2.12. Filogenia de las especies ibéricas de los géneros
Forda y Paracletus. Arbol maximo verosimil a partir de las
secuencias del fragmento mitocondrial con estimas medias de los
modelos y a=3'0704 (modelo de mejor ajuste: TrN+l). Se
muestran los valores de bootstrap mayores que 50%.
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4.4. Estimas de divergencias genéticas intra e interespecificas

En la tabla 2.4 pueden observarse las estimas de las distancias genéticas
entre las especies ibéricas de la tribu Fordini de los tres genes empleados en
las reconstrucciones filogenéticas. Todas las distancias se calcularon utilizando
la correccién de Kimura-2-parametros (Kimura, 1980), e incluyendo Gnicamente
las regiones codificantes de los tres genes, con el objetivo de proporcionar
estimas de distancias que puedan ser comparadas con otras estimas para
estos genes, en otros grupos de pulgones o en taxones mas alejados. Se
eliminaron por tanto las secuencias de los intrones de los genes nucleares y,
en el caso del fragmento mitocondrial, solo se utilizd la secuencia
correspondiente al gen afp6. Se muestran en la tabla también las distancias
calculadas entre las especies de la tribu Fordini y las dos especies utilizadas
como grupos externos, pertenecientes a la tribu Pemphigini. Las estimas
calculadas entre las especies pertenecientes a los géneros Forda y Paracletus
pueden proporcionar informacién valiosa para la discusién sobre su validez
taxonémica. Estos datos aparecen destacados con fondo gris en la tabla 2.4.
No obstante, los datos provienen de estimas realizadas con una sola secuencia
por cada una de estas especies, utilizando los alineamientos de las
reconstrucciones filogenéticas de la tribu Fordini. La tabla 2.5 muestra las
estimas de distancias genéticas entre las especies de los géneros Forda y
Paracletus realizadas utilizando todas las secuencias obtenidas de las
muestras de estas especies.
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Tabla 2.4. Distancias genéticas entre especies de la tribu Fordini3.

Bp Gu Al Fm Fr Ff Pe Pd Sh Ts PP

Bp - 0.191 0177 0.223 0.198 0.208 0.215 0.229 0.227 0.225 0.227
Gu  0.065/0.054 - 0.203 0.242 0.206 0.221 0.203 0.215 0.243 0.269 0.250
Al  0.082/0.059  0.074/0.041 - 0.192 0.193 0.200 0.181 0.193 0.201 0.233 0.259
Fm  0.098/0.072  0.093/0.067  0.093/0.068 - 0.116 0.120 0.147 0.149 0.213 0.204 0.179
Fr 0.096 0.095 0.091 0.005 - 0.105 0.141 0.143 0.205 0.208 0.173
Ff 0.104 0.101 0.097 0.017 0.019 - 0.138 0.136 0.199 0.219 0.179
Pe 0.080/0.075 0.087/0.068 0.089/0.072 0.029/0.044 0.031 0.036 - 0.044 0.207 0.237 0.214
Pd 0.082 0.086 0.088 0.027 0.029 0.034 0.005 0.215 0.233 0.206
Sb 0.102/0.08 0.102/0.063 0.096/0.064 0.052/0.053 0.047 0.059 0.061/0.062 0.056 - 0.242 0.229
Ts 0.185/0.100 0.207/0.084 0.190/0.076 0.146/0.091 0.144 0.150 0.165/0.099 0.159 0.121/0.091 - 0.145
Pp 0.181/0.103 0.191/0.088 0.176/0.078 0.142/0.089 0.140 0.146 0.163/0.089 0.157 0.113/0.094 0.026/0.026 -

a) Distancias genéticas (con correccién Kimura-2-parametros) entre las especies de las tribus Fordini y Pemphigini. Hemimatriz superior: gen atp6\
hemimatriz inferior: gen Iwrh / gen efla. Algunas de las distancias para el gen efla no aparecen por la ausencia de algunas de las especies en los analisis de
esta secuencia. Los nombres de las especies aparecen abreviados con las primeras letras de los nombres genérico y especifico (ver tabla 2.2).

Tabla 2.5. Distancias inter e jntraespecificas en los géneros Forda y Paracletus.

a) Distancias interespecificas b) Distancias jntraespecificas
Ff Fm Fr PI1 P12 Iwrh atp6
Ff - 0.1189 0.1038 0.1348 0.1383 0.0000 0.0032 Ff
Fm 0.0189 - 0.1167 0.1498 0.1447 0.0028 0.0012 Fm
Fr 0.0216 0.0051 . 0.1441 0.1393 0.0009 0.0005 Fr
PI1 0.0370 0.0289 0.0316 - 0.0447 0.0000 0.0018 PI1
P12 0.0391 0.0310 0.0337 0.0058 - 0.0021 0.0033 Pl2

a) Distancias interespecificas entre las especies del género Forda y los dos linajes del género Paracletus. Hemimatriz inferior: gen Iwrlr, hemimatriz
superior: gen atp6. b) Distancias jntraespecificas (o intralinaje). Los nombres de las especies aparecen abreviados con las primeras letras de los
nombres genérico y especifico. PI1: Paracletus linaje 1; PI2: Paracletus linaje2. Distancias calculadas con la correcciéon de Kimura 2 parametros.

-213-



Filogenia y taxonomi{a de la tribu Fordini

5. Discusion
5.1. Filogenia molecular de las especies ibéricas de la tribu Fordini

El primer apartado de este capitulo ha abordado el estudio de las
relaciones filogenéticas entre los representantes ibéricos de la tribu Fordini,
todos ellos pertenecientes a la subtribu Fordina, mediante el analisis de las
secuencias de los genes nucleares de la opsina sensible a longitud de onda
larga (Mwrh) y el factor de elongacion de la traduccion 1a (effa) y de un
fragmento mitocondrial que contiene el gen de la subunidad 6 de la ATPasa-F
(atp6). Los resultados filogenéticos obtenidos en este trabajo sugirieron que
estas especies forman dos grupos claros. Un primer grupo quedaria formado
por las especies pertenecientes a los géneros Aploneura, Baizongia y Geoica
(ver figuras 2.7 y 2.8), en el cual los dos ultimos géneros presentarian una
relacion mas estrecha. El segundo grupo lo formarian las especies de los
géneros Forda y Paracletus. La posicion de la especie Smynthurodes betae
varié en los resultados obtenidosva partir de los tres genes utilizados. No
obstante, la reconstruccién filogenética obtenida en el analisis del gen effa,
que a diferencia de las otras dos secuencias empleadas no mostré sesgos en
la composicion ni tasas de sustitucion aceleradas en ninguna de las especies
incluidas en el analisis, apoy6 fuertemente la inclusion de S. betae en el mismo
grupo de los géneros Forda y Paracletus. Los resultados obtenidos concuerdan
en gran medida con algunas clasificaciones basadas en caracteres
morfoldgicos. Por ejemplo, Bodenheimer y Swirski (1957) dividieron su
subfamilia Fordinae (equiparable a la Vtribu Fordini de la clasificacion utilizada
en este estudio pero sin incluir las especies de la subtribu Melaphidina) en dos
tribus: Fordini y Baizongiini. En la tribu Baizongiini incluyeron, entre otras, las
especies de los géneros Aploneura, Baizongia y Geoica, coincidiendo con una
de las agrupaciones resultantes de los andlisis filogenéticos moleculares
presentados en este trabajo. En la tribu Fordini, estos autores incluyeron las
especies de los géneros Forda, Paracletus y Smynthurodes, agrupacion que
coincide con el resultado comentado anteriormente en el analisis del gen efa.
Borner y Heinze (Borner y Heinze, 1957; llharco y van Harten, 1987) realizaron
subdivisiones similares a las planteadas por Bodenheimer y Swirski. Las
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relaciones obtenidas en este trabajo son algo menos concordantes con la
clasificacion utilizada por Heie (1980), basada en la revision de clasificaciones
anteriores, para el estudio taxonémico de los puigones de la subfamilia
Eriosomatinae presentes en Fenoscandia y Dinamarca. En la clasificacién
empleada por este autor se divide inicialmente la subfamilia Fordinae (también
equiparable a la tribu Fordini de la clasificacion empleada en el presente
estudio; ver tabla 2.1) en Ias4 tribus Fordini y Mélaphidini. En la tribu Fordini,
Heie propuso la existencia de tres subtribus: Baizongiina, Geoicina y Fordina.
Los géneros Forda y Paracletus quedaron incluidos en la subtribu Fordina junto
con S. betae. Dos especies del género Geoica formaron la subtribu Geoicina,
mientras que Aploneura lentisci y Baizongia pistaciae fueron incluidas en la
subtribu Baizongiina. La inclusién de estas dos especies en una misma subtribu
no es congruente con los resultados obtenidos en este estudio. En los arboles
filogenéticos obtenidos para los tres genes analizados las relaciones
filogenéticas entre estos tres géneros se resolvieron siempre con una relacién
mas estrecha entre las especies de los géneros Baizongia y Geoica. Los
valores de bootstrap de esta relaciéon fueron generalmente moderados, aunque
llegaron a un 73% en la reconstruccién obtenida a partir del gen mitocondrial
atp6 (ver la figura 2.8). El empleo de las secuencias del gen nuclear effa y del
gen mitocondrial de la subunidad | de ia citocromo oxidasa por parte de Zhang
y Qiao (2007) dio lugar a resultados similares. En el arbol filogenético
presentado por estos autores las especies Baizongia pistaciae y Geoica
wertheimae mostraron una relacion mas estrecha, quedando Aploneura lentisci
como especie hermana de las dos primeras. Los resultados obtenidos por Inbar
et al. (2004) tras el analisis de los genes mitocondriales de las subunidades 1 y
Il de la citocromo oxidasa también fueron similares. Estos autores propusieron
la existencia de un grupo en el que se inclufan, entre otras, las especies de los
géneros Aploneura, Baizongia y Geoica (con una relacion mas cercana entre
los dos ultimos) y otro en que aparecfan los géneros Forda y Paracletus. La
especie S. betae ocupd la posicion basal en el arbol filogenético presentado por
estos autores, hecho que les condujo a sugerir la creacién de un nuevo grupo
para incluir este género.
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Como se ha comentado anteriormente, la posicion de la especie S. betae
resultd totalmente incongruente entre los resultados obtenidos a partir de las
tres secuencias nucleotidicas empleadas en este estudio. Esta especie ocup6
la posicién basal del arbol de los Fordina en la reconstruccion obtenida a partir
de la secuencia del gen Iwrh, posicién apoyada ademas por un valor muy
elevado de bootstrap (98%; figura 2.7). Sin embargo, el analisis del gen effa
dio lugar a la agrupacion de esta especie junto con el grupo formado por las
especies de los géneros Forda y Paracletus, también con un apoyo estadistico
muy alto (97%; figura 2.7). Por ultimo, las reconstrucciones realizadas a partir
del fragmento mitocondrial dieron lugar en general a la agrupacién de S. betae
junto las especies de los géneros Aploneura, Baizongia y Geoica, apoyada por
un valor de 78% de bootstrap en la reconstruccién obtenida utilizando s6lo la
secuencia del gen atp6 (ver figura 2.8). Algunas de las caracteristicas de las
tres secuencias analizadas pueden ser utiles para dar mayor o menor
credibilidad a alguno de estos resultados. El analisis de la secuencia del gen
Iwrh en estas especies revelé un sesgo nucleotidico hacia un mayor contenido
en G+C, asl como tasas de sustitucion aceleradas en algunas de las especies,
entre las que se incluyé S. betae. Estas caracteristicas pueden dar lugar a la
aparicion de resultados filogenéticos aberrantes, aunque la posicién de S.
betae en la filogenia obtenida a partir de este gen se vio apoyada por un valor
de bootstrap realmente elevado. En el analisis del gen afp6 no se observaron
diferencias significativas en la composicién nucleotidica, pero si la existencia,
de nuevo, de tasas de sustitucion aceleradas en el grupo formado por las
especies de los géneros Aploneura, Baizongia y Geoica. En el analisis del gen
efia, por el contrario, no se observd ni la existencia de sesgos en ia
composicion nucleotidica ni la de tasas aceleradas de sustitucién para ninguna
de las especies estudiadas. Este hecho podria utilizarse como argumento para
dar mayor credibilidad al resultado de la reconstruccién obtenida a partir de
esta secuencia, en €l que la especie S. betae se agrup6 con los géneros Forda
y Paracletus. Como se ha comentado anteriormente, este resultado coincidiria
ademas con las clasificaciones basadas en caracteres morfolégicos propuestas
por Bodenheimer y Swirski (Bodenheimer y Swirski, 1957; Inbar et al., 2004),
Bérner y Heinze (Boérner y Heinze, 1957; llharco y van Harten, 1987) y Heie
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(1980). Existe un rasgo muy importante compartido por S. befae y algunas de
las especies del clado formado por los géneros Forda y Paracletus, que podria
apoyar su inclusion en un mismo taxén. Las fundadoras de S. betae y de las
especies del género Forda inducen en el hospedador primario la formacion de
una agalla temporal, previa a la agalla definitiva producida por sus hijas. Esta
caracteristica no aparece en ninguna otra especie de la subtribu Fordina.
Queda por dilucidar, rno obstahte, si4 e’ste’ rasgb es un caracter ancestral o
. derivado en la subtribu, lo cual puede ser determinante en la discusion sobre la
posicién filogenética de S. befae. El analisis de nuevos datos moleculares
carentes de sesgos en composicion o de diferencias en las tasas de sustitucion
nucleotidica entre las distintas especies puede ser de gran ayuda para la
resolucién de la posicién filogenética de esta especie en la filogenia de la
subtribu Fordina. Asimismo, seria interesante incluir en nuevoé estudios
moleculares algunas especies pertenecientes a esta subtribu no analizadas en
este estudio, como las pertenecientes a los géneros Asiphonella, Rectinasus o
Slavum, lo cual puede ser muy util también para determinar la posicion
filogenética de S. betae.

Las agrupaciones descritas para las especies ibéricas de la tribu Fordini no
muestran una clara correlacién con la especializacion de hospedador primario
que presentan. Tal y como propusieron Inbar et al. (2004), el cambio de
hospedador primario puede haber sido una fuerza conductora durante la
evolucion de este grupo. No obstante, teniendo en cuenta ademas que las
relaciones filogenéticas entre las especies del género Pistacia (y sus frecuentes
hibridos) no se conocen con precision (Parfitt y Badenes, 1997, Yi et al., 2008),
proponer un escenario evolutivo sobre como han ocurrido estos cambios de
hospedador resultaria especulativo. A pesar de ello, los resultados filogenéticos
presentados en este capitulo apoyan, al menos, la transferencia de hospedador
primario en dos de las especies analizadas. La especie F. riccobonii tiene como
hospedador primario P. atlantica, mientras que las otras dos especies
estudiadas de este género, F. formicaria y F. marginata, viven sobre P.
terebinthus. Por otro lado, A. lentisci es la Gnica especie de su grupo que utiliza
como hospedador primario P. lentiscus y no P. terebinthus, especie sobre la
que se desarrollan B. pistaciae y las dos especies analizadas del género
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Hospedador  Tipo de

primario agalla Posicion Capacidad

Smynthurodes p aianfica  fusiforme  margen baja
betae
Forda P. terebinthus medialuna margen  baja
formicaria

- Forda_ P. terebinthus fusiforme  margen baja
marginata

e F'orda . P. atlantica lobulada margen baja
riccobonii

— Paracletus — p foropinthys fusiforme  margen  baja
cimiciformis

. Paracletus  p toropinthys fusiforme? margen?  baja?
donisthorpei
Aploneura P. lentiscus  habichuela margen moderada
lentisci
Baizongia  p ferepinthys “cuemo  hoja muy alta
pistacie de cabra® completa
Geoica P. terebinthus bolsa envés alta
utricularia

Figura 2.13. Hospedador primario y caracteristicas de las agallas inducidas por las
especies de pulgones de la tribu Fordini utilizadas en este estudio. Se muestra la topologia
obtenida en el andlisis del gen /wrh y del fragmento mitocondrial, mostrando las relaciones
entre los dos grupos descritos y la especie Smynthurodes betae como una tricotomia. Se
indica la posicion de la agalla inducida en el foliolo, salvo para B. pistaciae que ocupa la
hoja entera. La capacidad de las agallas se clasifica en baja (menos de 100 pulgones por
agalla), moderada (cientos de pulgones por agalla), alta (hasta 1000 pulgones) y muy alta
(hasta 10000 pulgones por agalla). Informacion recopilada a partir de Pérez Hidalgo y Nieto
Nafria, 2003 e Inbar et al., 2004.
Geoica. Algunas caracteristicas de las agallas, sin embargo, pueden
correlacionarse facilmente en el arbol filogenético de las especies de la subtribu
Fordina, algo ya apuntado con anterioridad por Inbar et al. (2004) y Zhang y
Qiao (2007) (figura 2.13). Por ejemplo, la capacidad de la agalla definitiva, un
caracter fuertemente ligado a la morfologia de la agalla y al éxito reproductivo
de los pulgones (Inbar et al, 2004), concuerda perfectamente con los
resultados filogenéticos presentados. Los detalles concretos sobre cémo

evolucionaron estos caracteres pueden verse afectados por la posicion de S.
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betae. Si esta especie forma realmente un grupo monofilético con las especies
de los géneros Forda y Paracletus, como sugieren los resultados del presente
estudio, la concordancia con las caracteristicas de las agallas seria completa,
ya que las especies de estos tres géneros inducen agallas marginales de baja
capacidad (menos de 100 pulgones por agalla). Por su parte, las especies
incluidas en el grupo formado por los géneros Aploneura, Baizongia y Geoica
parecen haber evolucionado hacia ’Ia' pfoducbién de agallas con mayor
capacidad, desde moderada (unos 300 individuos por agalla en A. lentisci) a
muy elevada (miles de pulgones por agalla en B. pistaciae).

5.2. Filogenia molecular y taxonomia de las especies ibéricas de
los géneros Forda y Paracletus

Los datos moleculares obtenidos para el analisis de las especies ibéricas
de los géneros Forda y Paracletus mostraron la existencia de dos grupos
monofiléticos en los que se agruparon, respectivamente, las especies de cada
uno de estos taxones (ver las figuras 2.7 a 2.12). Ademas, las reconstrucciones
filogenéticas realizadas permiten apoyar la relacién de géneros hermanos de
estos dos taxones dentro de la tribu Fordini. Las tres secuencias utilizadas en
este estudio apoyan esta relacion con mayor o menor grado de confianza
estadistica. Por otro lado, las distancias genéticas medias estimadas para las
secuencias entre ambos géneros son bastante bajas (0'033 para el gen Iwrh,
0’046 para el gen effa y 0’142 para el gen atp6) en comparacién con las
distancias existentes entre otros géneros préximos dentro de la familia
Aphididae. No obstante, existen casos de géneros préximos con valores
similares o incluso menores. Por ejemplo, la distancia para el gen lwrh es
menor que 0'033 entre las especies Chromaphis juglandicola y Panaphis
Juglandis, Pemphigus populiy Thecabius sp., y Acyrthosiphon pisum y Megoura
viciae (distancias calculadas a partir de las secuencias obtenidas para estas
especies en el capitulo 1). Asimismo, la distancia para el gen afp6 es menor
que 0'142 entre la mayoria de géneros de la subfamilia Aphidinae analizados
en el capitulo 1, asi como entre Chromaphis juglandicola y Panaphis juglandis,
y Eulachnus sp. y Schizolachnus pineti. Por ultimo, la distancia genética
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estimada en este capltulo para las secuencias del gen ef1a entre las especies
Forda marginata y Paracletus cimiciformis (0'046) es mayor que varias de las
distancias para la misma secuencia entre los géneros de Aphidinae utilizados
en el capitulo 1. Este valor es mayor, ademas, que las distancias para este
gen, obtenidas en el Capltulo 1, entre las especies Chromaphis juglandicola y
Panaphis juglandis, Protrama flavescens y Trama rara, Essigella fusca y
Eulachnus rileyi, Nipponaphis distylicola y Sinonipponaphis monzeni,
Pemphigus populi y Thecabius sp., y Geoica utricularia y Aploneura lentisci. Por
ello, tanto la separacion de los géneros Forda y Paracletus en las
reconstrucciones como la comparacion de las distancias genéticas existentes
entre ellos con las correspondientes a otros géneros cercanos apoyan su
separacion como géneros diferentes. ‘

Existen citas de la existencia de seis especies de pulgones del género
Forda en la Peninsula Ibérica y las Islas Canarias (Pérez Hidalgo y Nieto
Nafria, 2003). Para algunas de ellas, sin embargo, las citas son muy escasas y
en ocasiones dudosas, existiendo tres especies de abundancia considerable: F.
formicaria, F. marginata y F. riccobonii. Las reconstrucciones filogenéticas
obtenidas en este capitulo apoyan una relacion mas estrecha entre las
especies F. marginata y F. riccobonii (figuras 2.9 a 2.12). Este resultado es
coherente con la elevada similitud morfolégica que existe entre las distintas
formas homoélogas de sus ciclos, hecho que sugiri6 la agrupacién de ambas en
el grupo de especies “marginata” por Remaudiére (1999). Este elevado grado
de similitud condujo también a la hipotesis, planteada en este trabajo de tesis
doctoral, de que ambos taxones sean en realidad una Unica especie, con
diferencias en la forma de la agalla inducida en funcion de la especie vegetal
que use como hospedador primario. La similitud entre las diversas formas es
también elevada entre estas dos especies y F. formicaria, pero entre F.
marginata y F. riccobonii el parecido llega hasta el punto de que las
virgindégenas apteras, obtenidas a partir de experimentos de transferencia de
ambas especies, son indistinguibles (Pérez Hidalgo y Nieto Nafria, 2003). La
mayor proximidad filogenética entre F. marginata y F. riccobonii se ve también
fuertemente apoyada por el hecho de que ambas comparten el mismo estado
en la mayorfa de los gaps hallados en los intrones del gen lwrh, siendo éste
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diferente del estado presente en F. formicaria. De hecho, el empleo de los gaps
en el andlisis filogenético (ver figura 2.10) aument6 el apoyo estadistico de la
asociacién entre F. marginata y F. riccobonii. Es también destacable el hecho
de que el uso exclusivamente de los exones del gen /wrh no permitié separar
en dos grupos independientes las muestras de estas dos especies, pero si
permiti6 separarlas del clado de F. fonnicaria (ver figura 2.11). Esta
circunstancia podria inicialmente sugerir la validez de la hipétesis de la
sinonimia entre estos dos taxones. Sin embargo, las reconstrucciones
obtenidas a partir del fragmento mitocondrial (figura 2.12) y del gen /wrh
incluyendo sus intrones (figuras 2.9 y 2.10) no ofrecen lugar a dudas sobre la
validez del estatus de especie de cada uno de ellos. Ademas, no se detectd a
nivel molecular la existencia de hibridos entre estas dos especies. Los valores
de bootstrap de los clados en los que se agruparon las muestras de cada una
de las especies fueron en todas las reconstrucciones superiores al 95%
(exceptuando los analisis de los exones de /wrh). Ademas, las longitudes de las
ramas que preceden a cada una de las especies en los arboles obtenidos
indican que la separacion entre ambas especies no es muy reciente (con la
misma excepcion anterior). La distancia genética entre ambas para el gen afp6
es de 0’1167, valor que supera incluso la distancia para esta misma secuencia
entre F. formicaria y F. riccobonii (0'1038). La distancia entre F. marginata y F.
riccobonii para los exones del gen /wrh es, sin embargo, muy pequefia
(0'0051), incluso menor que la distancia entre los dos linajes hallados para el
género Paracletus (0'0058). No obstante, pese a esta elevada similitud entre
las regiones exénicas de ambas especies, el tiempo de separacion entre ellas
si ha permitido acumular mayor divergencia en los intrones. La divergencia en
los intrones si supera la existente entre los intrones de los linajes de
Paracletus, como puede observarse al comparar las longitudes de las ramas de
estos clados en las reconstrucciones obtenidas considerando estas regiones
(ver figura 2.10).

Los datos moleculares obtenidos no permiten dudar de la validez como
especies de F. marginata y F. riccobonii, sino que afirman esta condicién. No
obstante, un estudio con mayor representacion de muestras, provenientes de
todo el rango geografico de estas especies, serfa uatil para confirmar los
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resultados obtenidos y para comprobar o descartar la existencia de
hibridaciones entre ellas. Las muestras analizadas pertenecen, por tanto, a dos
especies que inducen la formacién de agallas diferentes en sus respectivos
hospedadores primarios, filogenéticamente cercanos, abundando en la idea de
que la morfologla de las agallas depende fundamentalmente de la especie de
pulgén que las induce, y en mucha menor medida de la planta donde son
inducidas (Stern, 1995).

El andlisis de las muestras pertenecientes a las especies ibéricas del
~género Paracletus dio lugar a resultados sorprendentes y muy relevantes para
la taxonomia de este género. Las reconstrucciones obtenidas a partir del gen
nuclear /wrh y el fragmento mitocondrial que contiene el gen aip6 revelaron la
existencia de dos linajes principales con un grado de divergencia genética
considerable. Sin embargo, estos dos linajes no se correspondieron a priori con
las dos especies analizadas, P. cimiciformis y P. donisthorpei. Todas las
muestras correspondientes a P. donisthorpei se agruparon en el clado que se
denominé linaje 1. Sin embargo, las muestras identificadas como P.
cimiciformis se incluyeron en los dos linajes. La mayoria de muestras de esta
especie se agrupd en el linaje 2, mientras que aproximadamente el 25% de
ellas se agruparon en el lingje 1 junto a las muestras de P. donisthorpei. El
nimero de muestras analizadas de esta ultima especie fue muy bajo, por lo
que no puede descartarse completamente que nuevas muestras agrupasen
también en el linaje 2. El bajo muestreo se debe, en principio, a la poca
abundancia de esta especie y a que las formas descritas provienen del
hospedador secundario, por lo que es dificil de encontrar y generalmente s6lo
se obtienen sexuparas que se cazan con trampas.

Los marcadores moleculares utilizados en el presente estudio no revelaron
en el lingje 1 la existencia de una estructura interna destacable, pero si lo
hicieron en el linaje 2 (ver figuras 2.9 a 2.12). Este linaje se dividié en dos
grupos en el andlisis de las secuencias del gen /wrh, los cuales se
denominaron clado 2.A y clado 2.B (figura 2.9). Esta subdivisién en dos clados
no apareci6, sin embargo, en las reconstrucciones realizadas a partir del
fragmento mitocondrial (figura 2.12). Ademas, es importante destacar que
algunas de las posiciones variables de las secuencias del gen /wrh fueron
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iguales entre las secuencias del clado 2.B y las correspondientes al linaje 1, y
la situacion en la secuencia de estas posiciones sugiere ademas la posibilidad
de un suceso de recombinacién. Estos resultados pueden explicarse como la
consecuencia de una antigua hibridacién entre los linajes 1 y 2 por medio del
cruce entre un macho del linaje 1 y una hembra del linaje 2. Este cruce daria
lugar a una descendencia con un genoma mitocondrial Gnico, perteneciente al
lingje 2, que seria coherente con la falta de maybr estructura en el linaje 2
resultante en el analisis del fragmento mitocondrial (ver figura 2.12). En el
genoma nuclear, sin embargo, la descendencia presentaria un alelo de cada
linaje. La recombinacién entre estos alelos y una posterior divergencia podrian
explicar la existencia de las secuencias del clado 2.B, que muestran posiciones
especificas tanto del linaje 1 como del linaje 2, ademas de algunas posiciones
variables propias (ver alineamiento 20 del Anexo | en CD adjunto).

La existencia de hibridacion reciente entre los linajes 1 y 2 se demostro,
ademas, tras el andlisis de las muestras P. cimiciformis Por9997 y P.
cimiciformis Val1004. Ambas muestras resultaron ser heterocigotas para el gen
nuclear, presentando secuencias del gen /wrh pertenecientes a ambos linajes
(ver la figura 2.9). Sin embargo, sus secuencias mitocondriales agruparon en
s6lo uno de los dos linajes: la secuencia de P. cimiciformis Por9997 en el linaje
2 y la correspondiente a P. cimiciformis Val1004 en el linaje 1 (ver la figura
2.12). De nuevo, la existencia de la muestra P. cimiciformis Por8997 apunta a
la hibridacién, ocurrida quiza hace pocas generaciones, entre un macho del
lingje 1 y una hembra del linaje 2, cuya descendencia poseeria secuencias
mitocondriales pertenecientes Gnicamente al linaje 2 pero secuencias nucleares
de ambos linajes, como ocurre en esta muestra. Por su parte, la muestra P.
cimiciformis Val1004 implicarfa una hibridacién ocurrida entre un macho
perteneciente al linaje 2 y una hembra del linaje 1, la cual dejaria una
descendencia hibrida para el genoma nuclear, pero con secuencias
correspondientes al linaje 1 en el genoma mitocondrial, como es el caso de
esta muestra. La figura 2.14 ilustra la posible introgresién de secuencias
nucleares entre linajes por medio de machos, que daria lugar a la situacién
observada.
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Linaje 1 Linaje 2

nuci nuc?2
nuci

o0

Machos
nuc? nuci
nuci nuc2
P. cimiciformis P. cimiciformis
Vali 004 Por9997

Figura 2.14. Esquema de una posible introgresion de genes nucleares entre
linajes en el género Paracletus, que explicaria la aparicion de hibridos como
los detectados en las muestras Por9997 y Vali004. Abreviaturas: nuci y
nuc2, alelos nucleares de los linajes 1 y 2, respectivamente; mt1 y mt2,
alelos mitocondriales de los linajes 1y 2, respectivamente.

Por ultimo, tanto con el marcador nuclear como con el mitocondrial se
detectd la existencia de un pequefio grupo formado por todas las muestras de
la especie P. cimiciformis recolectadas en la provincia de Burgos dentro del
linaje 2 (ver las figuras 2.9 a 2.12). Este grupo podria representar una
poblacion con un pequefio grado de divergencia acumulada por aislamiento
geografico.

Las distancias genéticas calculadas entre los dos linajes hallados del
género Paracletus sugieren que podrian realmente corresponder a dos
especies. La distancia obtenida entre los dos linajes para la region codificante
del gen nuclear Iwrh (0°0058; ver tabla 2.5) es ligeramente superior a la
calculada para la misma region entre las especies F. marginata y F. riccobonii
(0’0051). Por el contrario, la distancia para el gen mitocondrial atp6 entre los
dos linajes de Paracletus (0'0447) es bastante menor que la existente para el

mismo gen entre las dos especies mencionadas del género Forda (0'1167). No
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obstante, este valor de divergencia entre los dos linajes de Paracletus (0'0447)
es de una magnitud similar a la hallada para otra secuencia mitocondrial, el gen
de la subunidad | de la citocromo oxidasa, entre las especies Hyalopterus pruni
y H. amygdali (subfamilia Aphidinae) (Lozier et al., 2007). Cabe destacar que
estas dos especies son practicamente indistinguibles morfolégicamente, y su
distincién se realiza en funcién del hospedador primario sobre el que viven, una
situaciéon que podria ser muy sifnilér ‘en4los' d‘osllinajes detectados del género
Paracletus. Por otro lado, el valor de divergencia de 00447 entre estos dos
linajes es superior al que existe entre los linajes holociclicos y anholociclicos de
la especie Rhopalosiphum padi (subfamilia Aphidinae) para la misma secuencia
(0'015; David Martinez Torres, comunicacion personal).

En este contexto, una explicacion de los resultados obtenidos para las
muestras del género Paracletus seria que el linaje 2 correspondiera con lo que
se conoce como P. cimiciformis y el linaje 1 con lo que se conoce como P.
donisthorpei. Esta hipétesis implicaria aceptar que existe un cierto grado de
confusién en el conocimiento de Ia biologia de estas dos especies, y que las
descripciones y los caracteres diagnoéstico utilizados para distinguirlas no son
del todo correctos, lo que conduciria a una identificacién incorrecta de algunas
de las muestras. Por ejemplo, aunque no se conocen las agallas de P.
donisthorpei, su forma sextpara esta bien descrita (Blackman y Eastop, 1994;
Pérez Hidalgo y Nieto Nafrfa, 2003). Las secuencias obtenidas a partir de las
formas sextparas de esta especie en el presente estudio han agrupado en el
linaje 1 junto con otras secuencias totalmente idénticas obtenidas a partir de
formas gallicolas identificadas como P. cimiciformis. A la luz de este resultado,
esto podria interpretarse como que las sextGparas de P. donisthorpei son
realmente capaces de dar lugar en el hospedador primario a los individuos
sexuados y éstos pueden reproducirse en el hospedador primario. Del huevo
resultante podria entonces nacer una fundadora que seria capaz de inducir la
formacion de una agalla y por tanto de completar el ciclo de esta especie. Esta
agalla seria morfolégicamente muy similar a la inducida por la especie P.
cimiciformis. Consecuentemente, la identificacion automatica como P.
cimiciformis de las formas obtenidas a partir de agallas verdes y aplanadas
recogidas en Pistacia terebinthus podria no ser siempre correcta. El hecho de
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que la especie P. donisthorpei es menos abundante (Nieto Nafrfa y de Benito
Dorrego, 1978; Pérez Hidalgo y Nieto Nafria, 2003) contribuiria a minimizar la
identificacion incorrecta en funcién de la morfologia de la agalla, y explicaria
también por qué un menor numero de muestras de P. cimiciformis se
agruparon en el linaje 1 (aproximadamente un 25%). Cabe destacar que todas
las muestras analizadas que podrian haber estado mal identificadas provienen
directa o indirectamente de formas extraidas de las agallas, bien fundatrigenas,
bien virgindbgenas provenientes de experimentos de transferencia. Sin
embargo, las muestras identificadas como P. donisthorpei corresponden
siempre a formas sextparas, cuya distincion de las formas homoélogas de P.
cimiciformis parece bien establecida (Pérez Hidalgo y Nieto Nafria, 2003). Pese
a que la morfologia de la agalla es generalmente muy caracteristica en cada
especie galligena de pulgén, existen algunas especies proximas que producen
agallas indistinguibles, como ocurre por ejemplo entre las especies Geoica
utricularia y G. setulosa (Pérez Hidalgo et al., 2007).

Una explicacion alternativa implicaria aceptar que los dos linajes hallados
en él andlisis de las muestras de las especies ibéricas del género Paracletus
pertenecen en realidad a una sola especie. En este contexto, dado que el linaje
1 esta formado por un nimero menor de secuencias y ademas menos diversas
que las agrupadas en el linaje 2, el linaje 1 podria haberse introducido
recientemente en la Peninsula Ibérica o representar un linaje parcialmente
anholociclico. Esta falta de diversidad se observ6 anteriormente en los linajes
anholociclicos de R. padi (Simon et al, 1996). Sin embargo, como se ha
comentado anteriormente, la divergencia genética entre los dos linajes hallados
en las muestras de las especies del género Paracletus es mucho mayor que la
existente, por ejemplo, entre los linajes holociclicos y anholociclicos de R. padi.
Otra explicacion para la existencia de los dos linajes podria ser la
diferenciacion por motivos de aislamiento geografico. No obstante, las
muestras procedentes de cada una de las distintas regiones se han agrupado
por igual en ambos linajes (ver figuras 2.9 a 2.12). La divergencia o especiacion
por una alocronia resultante del ciclo bianual también es descartable, ya que en
ambos linajes se agruparon muestras de formas fundatrigenas obtenidas tanto
en afios pares como impares. No obstante, serfa interesante realizar un estudio
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enfocado a este aspecto con el objetivo de determinar la influencia de los ciclos
bianuales en la composicion de las poblaciones existentes en cada afio.

Los resultados obtenidos en este estudio ponen de manifiesto la necesidad
de una revisiéon de la taxonomia del género Paracletus. Esta circunstancia se
ve apoyada ademas por algunos resultados de los experimentos de
transferencia realizados por Nicolas Pérez Hidalgo, de la Universidad de Le6n,
que han sido parte de una coiaborécién ‘pal"a él desarrollo de este estudio. Los
experimentos de transferencia realizados a partir de las fundatrigenas
obtenidas de agallas identificadas como pertenecientes a la especie P.
cimiciformis han dado lugar a resultados sorprendentes. En estos experimentos
se produjeron dos tipos diferentes de virginégenas apteras en la descendencia
de las fundatrigenas. La forma mayoritaria, y que fue siempre la primera en
aparecer en cada transferencia, present6é un cuerpo redondeado, 5 artejos
antenales, tibias posteriores rectas, ojos compuestos formados Unicamente por
el triomatidio y la coxa del tercer par de patas relativamente mas corta. Esta
forma no coincide con la forma clasicamente descrita como virgindgena aptera
de P. cimiciformis. Por el contrario, estas caracteristicas, asl como una serie de
medidas morfométricas de esta forma, coinciden con las caracteristicas
descritas para la especie F. rotunda (Nicolas Pérez Hidalgo, comunicacion
personal). Estos resultados, por tanto, implican que F. rotunda debe ser
considerado como un nuevo sindénimo de la especie P. cimiciformis. En algunos
experimentos de transferencia (por ejemplo, el correspondiente a la muestra
Le5062) aparecié posteriormente otra forma de virginégena aptera, con un
cuerpo aplanado, 6 artejos antenales, tibias posteriores curvadas, ojos
compuestos formados por un triomatidio y varios ocelos y la forma de la coxa
del tercer par de patas relativamente mas alargada. Esta forma si coincide con
la forma clasicamente descrita como virginbgena aptera de P. cimiciformis.
Esta forma dio lugar posteriormente tanto a la forma de 5 artejos antenales
como a la forma de 6. Como se mencioné anteriormente (apartado 4.1), dado
que ambas formas presentaron secuencias idénticas tanto para el gen /wrh
como para el fragmento mitocondrial, se pudo descartar la posibilidad de
contaminacién por otra especie. Estos resultados confirmarian las sospechas
de Roberti (1983; 1993), quien propuso que en la especie P. cimiciformis
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existian dos formas, A y B, de virginégenas apteras. Roberti ya sugirié que su
forma A, coincidente con la primera forma aparecida en los experimentos de
transferencia, era idéntica a F. rotunda. Asimismo, su forma B correspondia a
la segunda forma descrita y a la que clasicamente se ha reconocido como
verdadera virginégena aptera de P. cimiciformis. Queda por esclarecer si estas
dos formas de virginégenas tienen alguna funcién particular en el ciclo de esta
especie. Por ofro lado, el hecho de que ambas formas de la especie P.
cimiciformis presenten los dos estados de la fohna de la coxa del tercer par de
patas, utilizados como caracter diagnostico para diferenciar las especies de los
género Forda y Paracletus (ver Introduccion), invalida este caracter para tal fin.

Son necesarios nuevos estudios y experimentos para comprobar
definitivamente si los dos linajes hallados en el anélisis de las muestras ibéricas
del género Paracletus corresponden o no a dos especies distintas. Por un lado,
se requieren nuevos experimentos de transferencia a partir de un amplio
muestreo de agallas, paralelos a un analisis molecular de las muestras, para el
estudio de las virginbgenas resultantes y la blisqueda de caracteres
morfolégicos que sirvan para distinguir a los individuos de cada linaje (o
especie). Estos estudios podrian también permitir detectar diferencias en la
morfologia de las agallas pertenecientes a cada linaje. Ademas, seria de gran
interés plantear experimentos destinados a inducir la aparicion de la fase
sexual a partir de las virginbgenas de estos linajes, a partir de los cuales podria
estudiarse la forma sexupara (aparentemente bien diferenciada entre P.
cimiciformis y P. donisthorpei), asf como la posibilidad de la induccién de la
formacion de la agalla por las formas fundadoras. Se trate o no de dos
especies, los datos moleculares han revelado la existencia de hibridacién entre
ambos linajes, en la actualidad y posiblemente en el pasado. Un muestreo mas
amplio podrfa permitir determinar cual es nivel de real de flujo genético entre
estos dos grupos.
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La utilidad de las herramientas filogenético-moleculares para el estudio de
la biologia de los pulgones

La reconstruccion filogenética basada en datos moleculares tiene una
aplicacion muy especial en el estudio de la biologia y la taxonomia de los
pulgones. La elevada diferenciacién morfoldgica de las distintas formas o
morfos existentes en los ciclos biolégicos de algunas especies de 4fidos hace
muy dificil la clasificacion de todas estas formas como pertenecientes a una
misma especie. Este elevado polifenismo ha conducido a la existencia de un
gran nimero de sinonimias, al haberse clasificado como especies diferentes lo
que, en realidad, son formas distintas de la misma especie. La obtencién de
secuencias de DNA de las distintas formas, y su uso en la reconstruccion
filogenética molecular, pueden permitir comprobar su pertenencia o0 no a una
misma especie. Este hecho fue ya demostrado en varios estudios por Stern
mediante la secuenciacion de un fragmento corto del gen mitocondrial de la
subunidad | de la citocromo oxidasa, que permitié comprobar la existencia de
sinonimias y el cierre de varios ciclos en especies de pulgones de la tribu
Cerataphidini (Stern, 1994; Stern, 1995; Stern y Foster, 1996; Stern et al.,
1997; Stern, 1998). Tras estos primeros estudios, la inferencia filogenética a
partir de datos moleculares se ha empleado para estudiar aspectos variados de
la biologia de los pulgones. Algunos de estos aspectos, ya mencionados en la
Introduccién del Capitulo 1 de esta tesis doctoral, incluyen la radiacion
adaptativa del género Uroleucon (Moran et al., 1999), el inquilinismo de agalla
en el género Tamalia (Miller 1ll y Crespi, 2003), la especiacion alocrénica en el
género Pemphigus (Abbot y Withgott, 2004) o la biogeografia de la tribu
Hormaphidini (von Dohlen et al., 2002). Con anterioridad al presente trabajo, se
realizaron también dos estudios que abordaron las relaciones filogenéticas
generales en la familia Aphididae, ambos basados en secuencias
mitocondriales (von Dohlen y Moran, 2000; Martinez-Torres et al., 2001).

En el presente estudio se han empleado secuencias de DNA de pulgones
para la reconstruccion filogenética en varios niveles taxonémicos de la familia
Aphididae. Estos datos moleculares provinieron de dos secuencias nucleares,
el gen de la opsina sensible a longitud de onda larga (/wrh) y el gen del factor
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de elongacién de la traduccion 1a (effa), y de dos secuencias mitocondriales,
el gen de la subunidad 6 de la ATPasa-F (afp6) y el gen de la subunidad Il de la
citocromo oxidasa (coll). Estas secuencias se han utilizado inicialmente para
abordar la inferencia de la filogenia global de la familia Aphididae (Capitulo 1),
pasando posteriormente al detalle de las relaciones filogenéticas en uno de sus
grupos, la tribu Fordini (Capltulo 2), y terminando con un analisis a nivel inter e
intraespecifico de los géneros Forda y Paracletus (Capltulo 2). Los resultados
obtenidos a partir del analisis de estos datos moleculares han demostrado su
utilidad para resolver cuestiones fundamentales sobre la filogenia y la
taxonomia de los pulgones.

La falta de estructura para los nodos mas antiguos de la filogenia de la
familia Aphididae, detectada en los primeros estudios moleculares (von Dohlen
y Moran, 2000; Martinez-Torres et al., 2001), se observé también en varios de
los analisis independientes de los genes empleados en el primer capitulo del
presente trabajo. La rapida radiacion adaptativa ocurrida en el origen de la
diversidad actual de este grupo de insectos es probablemente una de las
causas de la dificultad a la hora de resolver sus relaciones filogenéticas mas
antiguas. No obstante, esta incapacidad de resolucién de los analisis
independientes puede deberse también, en parte, a las tasas de sustitucion
nucleotidica particulares de los genes utilizados. Por ejemplo, los anélisis
realizados a partir de las secuencias mitocondriales de los genes atp6 y coll se
caracterizaron por el bajo nimero de taxones de pulgones que recibieron un
apoyo estadistico alto. Las elevadas tasas de sustituciobn que caracterizan, en
general, a las secuencias mitocondriales pueden hacer que éstas no sean
ideales para resolver relaciones tan antiguas. Este mismo problema pudo ser
responsable, en parte, de la falta de estructura a nivel profundo de los estudios
previos, también basados en secuencias mitocondriales. Sin embargo, las
secuencias del gen nuclear lwrh dieron lugar en el presente trabajo a
reconstrucciones filogenéticas en las que aparecieron apoyos elevados para
algunas relaciones entre subfamilias de pulgones. En particular, y
principalmente cuando la especie externa no se incluyé en los analisis, las
secuencias de este gen apoyaron la existencia de tres grandes linajes en los
que se agruparon las subfamilias analizadas. El primer linaje se denominé en
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este estudio A+D, y qued6 formado por las especies pertenecientes a las
subfamilias Aphidinae, Calaphidinae, Chaitophorinae, Drepanosiphinae y
Pterocommatinae. En el segundo linaje, que se denominé E+T, se incluyeron
los representantes de las subfamilias Anoeciinae, Eriosomatinae,
Hormaphidinae, Mindarinae y Thelaxinae. El tercer gran linaje, que se
denominé en este trabajo como L, qued6 formado unicamente por las especies
de la subfamilia Lachninae. Este résdlta'do‘su/povne un avance muy importante
en el conocimiento de la filogenia de los pulgones respecto a los estudios
previos basados en datos morfolégicos y moleculares. Pese a la falta de
resolucion hallada en algunos de los analisis independientes, la combinacion
de los datos moleculares de los 4 genes apoyd, en general, las topologias
resultantes del analisis del gen fwrh, dando un mayor apoyo estadistico a
muchos de los nodos. El andlisis combinado mostrd otras relaciones
importantes, también presentes en algunos analisis independientes, como la
estrecha relacién entre las subfamilias Aphidinae y Pterocommatinae, entre
Chaitophorinae y Drepanosiphinae, o un clado formado por los representantes
de las subfamilias Anoeciinae, Hormaphidinae y Thelaxinae. Ademas, en
algunos de los andlisis independientes, asi como en el andlisis combinado, las
reconstrucciones realizadas apoyaron la posicion basal de la subfamilia
Lachninae en el arbol filogenético de los pulgones. El andlisis combinado de
secuencias, por tanto, puede ser muy util para obtener en el futuro una filogenia
robusta para la familia Aphididae, a pesar de los problemas en su inferencia
que pueden derivarse de la rapida radiacién adaptativa sufrida por este grupo a
finales del periodo Cretacico.

Las secuencias de los genes nucleares /wrh y effa y del gen mitocondrial
alp6 se emplearon en el Capitulo 2 para realizar un analisis con mayor
profundidad de las relaciones entre los representantes ibéricos de uno de los
grupos de pulgones incluidos en el primer capitulo, la tribu Fordini. En este
analisis, y a diferencia de lo ocurrido en el Capitulo 1, los tres genes empleados
demostraron su utilidad para resolver por separado las relaciones filogenéticas
entre las especies de esta tribu, a pesar de las diferencias en sus respectivos
niveles de conservacién. Las reconstrucciones obtenidas a partir de cada uno
de los genes apoyaron claramente la existencia de dos grupos en los que se
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agruparon las especies analizadas. En el primero de los grupos se incluyeron
las especies de los géneros Aploneura, Baizongia y Geoica, y en el segundo
los géneros Forda y Paracletus. Sb6lo una de las especies analizadas,
Smynthurodes betae, se situé en posiciones claramente discrépantes en los
analisis de los distintos genes. No obstante, el andlisis del gen effa, que no
presentd sesgos en su composicion ni tasas de sustitucion aceleradas en
ninguin grupo, apoy6 la estrecha relacidn de esta especie con los géneros
Forda y Paracletus. Este resultado discrepa con la posicion basal de S. betae
presente en el estudio previo de Inbar et al. (2004), que llevé a estos autores a
proponer la creacién de una nueva division para esta especie. Las relaciones
filogenéticas halladas para las especies ibéricas de la tribu Fordini fueron, no
obstante, concordantes en términos generales con los estudios previos
basados en datos moleculares (inbar et al., 2004; Zhang y Qiao, 2007), asi
como con las clasificaciones basadas en caracteres morfolégicos (Bérner y
Heinze, 1957; Bodenheimer y Swirski, 1957; Heie, 1980).

Por altimo, las secuencias de los genes /wrh y atp6 se emplearon también
en el Capitulo 2 para llevar a cabo un analisis con mayor detalle de las
especies ibéricas de los géneros Forda y Paracletus, ambos pertenecientes a
la tribu Fordini. Los dos genes demostraron una gran utilidad para la resolucién
de las relaciones filogenéticas en este nivel taxondémico, probando la validez
taxonémica de las especies F. marginata y F. riccobonii y mostrando, por el
contrario, la necesidad de una revisién taxonémica del género Paracletus.
Tanto a partir del gen nuclear como del fragmento mitocondrial, las
reconstrucciones obtenidas mostraron la existencia de dos linajes en las
muestras de este género que, sin embargo, no se correspondian a priori con
las especies analizadas, P. cimiciformis y P. donisthorpei. Las secuencias
mitocondriales, con tasas de evoluciébn generalmente elevadas, son
frecuentemente utilizadas con éxito en estudios realizados en los niveles
taxonémicos inter e intraespecificos, tal y como ha ocurrido en esta ocasién
con el empleo del fragmento mitocondrial que contiene el gen atpé.

Las secuencias de los genes effa, atp6 y coll hablan sido utilizadas con
anterioridad a esta tesis doctoral en varios estudios filogenéticos de pulgones
(Normark, 2000; Martinez-Torres et al., 2001; von Dohlen et al., 2002; von
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Dohlen et al.,, 2006). En este estudio, la secuenciacibn de estos genes en
nuevas especies, y la recopilacién de las secuencias obtenidas en trabajos
anteriores, han demostrado su utilidad en la reconstruccion filogenética en
distintos niveles taxondmicos de la familia Aphididae, bien en los anélisis
independientes o bien en los analisis combinados. E! presente estudio es, por
otro lado, el primero en el que se emplean secuencias correspondientes al gen
Iwrh para la inférencia filogenética en' eépécies de pulgones. La utilizacién de
este gen para la reconstruccion filogenética en la subfamilia Apinae (Mardulyn y
Cameron, 1999) llevé a los autores de este estudio a calificarlo de prometedor
para la filogenética en niveles taxonémicos elevados. En esta tesis doctoral se
ha mostrado que este gen puede ser, en realidad, muy util en rangos evolutivos
muy distintos. Las posiciones de cod6n primera y segunda del gen, e incluso la
tercera, han demostrado ser (tiles para resolver relaciones filogenéticas de
nodos tan antiguos como los que relacionan los grupos principales de
pulgones, los cuales datan del Cretacico Superior. La secuencia codificante de
este gen ha permitido, ademas, realizar avances en el conocimiento de la
filogenia global de la familia Aphididae alli donde otros genes, nucleares y
mitocondriales, no han permitido obtener una estructura filogenética
estadisticamente apoyada. Por otro lado, las secuencias correspondientes a los
exones del gen lwrh, principalmente las terceras posiciones de codén, también
dieron lugar a resultados robustos en el analisis de las relaciones filogenéticas
entre especies de la tribu Fordini. Finalmente, también las secuencias de los
intrones de este gen son utiles para la inferencia filogenética en niveles
menores, hecho que ya fue demostrado previamente en el estudio de las
relaciones entre especies de lepidopteros del género Heliconius (Hsu et al.,
2001). En el presente estudio las secuencias de los intrones del gen lwrh han
permitido obtener reconstrucciones filogenéticas con un elevado nivel de apoyo
estadistico para los nodos en el estudio de las especies ibéricas de los géneros
Forda y Paracletus.
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Perspectivas

Los resultados obtenidos en el presente estudio pueden ser tomados como
punto de partida para nuevas investigaciones sobre la filogenia, la biologiay la
sistematica de los pulgones en distintos niveles taxonémicos. En el primer
capltulo de esta tesis doctoral se ha demostrado que, pese a la falta de
resolucién de los estudios previos, deberia ser posible recopilar suficiente
informacioén a partir de datos moleculares para la obtencidon de una filogenia
robusta de la familia Aphididae. Una primera aproximacién podria consistir en
completar la secuenciacion de los 4 genes empleados en este estudio, que han
demostrado ser de gran utilidad en el analisis combinado, para todas las
especies analizadas. La obtencién de datos moleculares a partir de nuevos
genes con un nivel de conservacion elevado seria también interesante. Algunas
secuencias candidatas para este objetivo podrian ser, por ejemplo, alguno de
los genes paralogos del gen Iwrh o el gen que codifica la cadena pesada de la
miosina tipo Il, el cual ha demostrado su utilidad para la reconstruccion
filogenética de los animales con simetria bilateral (Ruiz-Trillo et al., 2002).

Otra aproximacion al estudio de la filogenia de los pulgones consistiria en la
adicién de representantes de tribus y subfamilias no analizadas en el presente
estudio. Por ejemplo, la reciente secuenciacién del gen effa de la especie
Greenidea ficicola, perteneciente a la subfamilia Greenideinae, apunta a su
pertenencia al linaje denominado en este estudio como A+D. Una subfamilia
muy interesante para incluir en futuros estudios seria la subfamilia
Neophyllaphidinae, la cual ha sido considerada por algunos autores como
probablemente basal en la filogenia de la familia Aphididae. Conocer la
posicion filogenética de esta subfamilia puede ser muy importante para el
estudio de la evolucion de la alimentacion en los pulgones, dada su primitiva
asociacion con plantas gimnospermas. Su inclusiébn en los estudios
filogenéticos serfa también atil para averiguar si la familia Drepanosiphidae
sensu Heie (1980), taxon en el que estaba incluido esta subfamilia en Ila
clasificacion de este autor, es realmente un grupo monofilético. La familia
Drepanosiphidae sensu Heie se divide en la clasificacion empleada en el
presente estudio (Remaudiére y Stroyan, 1984; Remaudiére y Quednau, 1988;
Quednau y Remaudiére, 1994) en 14 taxones de rango subfamilia. Tres de
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ellas estuvieron representadas en las reconstrucciones obtenidas en el
Capitulo 1 (Calaphidinae, Chaitophorinae y Drepanosiphinae), en algunas de
las cuales se apoy6 su agrupacion en un clado monofilético. No obstante, seria
interesante incluir nuevas especies no sélo de la subfamilia Neophyllaphidinae,
sino también de las otras 10 subfamilias restantes, para poder determinar
definitivamente la posible monofilia de la familia Drepanosiphidae sensu Heie.
La aplicacién de las herramiehtas ﬁlogenétircas sobre datos moleculares puede
ser de gran utilidad para ayudar también en otras discrepancias entre
clasificaciones de pulgones. Por ejemplo, los resultados obtenidos en el primer
capitulo de esta tesis doctoral han apoyado una estrecha relacion entre las
subfamilias Aphidinae y Pterocommatinae, hecho que puede utilizarse como
argumento para incluir ambas, de nuevo, en un unico taxén, como ocurria en
clasificaciones anteriores. Por altimo, seria interesante también poder incluir
algin representante de la subfamilia Phloeomyzinae, con el objetivo de conocer
su posicion filogenética en el arbol de la familia Aphididae. La posicion de esta
subfamilia no quedo6 resuelta en la filogenia propuesta por Heie (1987), aunque
Wojciechowski (1992) la agrup6 junto a la subfamilia Thelaxinae. En general, la
inclusion de nuevos grupos puede resultar muy util, ya que se ha demostrado
que la mejora del muestreo puede ayudar a aumentar el apoyo estadistico de
nodos previamente no resueltos (Chang y Campbell, 2000).

La obtencién de una filogenia robusta para la familia Aphididae deberla
considerarse como objetivo para futuras investigaciones, dada su relevancia
para el estudio de caracteristicas fundamentales de los pulgones como la
evolucién de sus ciclos biolégicos y su alimentacién o su asociacion simbibtica
con microorganismos. Por ejemplo, la comparacion de la filogenia de los
pulgones con la de su endosimbionte primario, Buchnera aphidicola, es clave
para comprobar la hipétesis de la estricta coevolucion entre ambos organismos.
Los primeros estudios sobre la filogenia de esta bacteria y el modo estricto en
que se hereda de madres a hijas dan apoyo a esta hipotesis (Moran et al.,
1993; Moran et al., 1994; Moran et al., 1995). No obstante, no existe ain una
filogenia de Buchnera que contenga a la vez un buen muestreo de las distintas
cepas de esta bacteria en las diferentes subfamilias de pulgones y un apoyo
estadistico elevado para los nodos mas profundos. Serla deseable, por tanto,
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conseguir una filogenia robusta y giobal de Buchnera que permitiera su
comparacioén con los resultados obtenidos en este estudio para la filogenia de
sus hospedadores y poder ratificar asi la hip6tesis de la estricta coevolucion.

E! estudio de las relaciones filogenéticas en la tribu Fordini, abordado en el
segundo capitulo del presente estudio, podria beneficiarse también tanto de la
adicién de nuevos datos moleculares como de nuevas especies. En particular,
la obtencién de secuencias de genes sin sesgos en la composicién nucleotidica
ni diferencias en las tasas de sustitucion relativas seria de gran ayuda,
especialmente para determinar la verdadera posicion filogenética de la especie
Smynthurodes betae. El estudio se veria reforiado, asimismo, mediante la
inclusion de algunas especies que, debido a su escasa presencia en la
Peninsula Ibérica, no pudieron incluirse, como Rectinasus buxtoni o algunas
especies del género Forda. Asimismo, el estudio podria adquirir un valor mas
general mediante la inclusién de especies no presentes en la zona geografica
estudiada, y, en particular, extendiéndolo a la otra subtribu de Fordini, la
subtribu Melaphidina. La obtencién de secuencias de DNA del endosimbionte
primario de los pulgones puede tener también utilidad para corroborar las
relaciones filogenéticas mostradas en el segundo capitulo del presente estudio.
La concordancia entre las filogenias de las especies de la tribu Fordini y sus
respectivos endosimbiontes primarios podria confirmar, asimismo, la existencia
de la coevolucion de ambos organismos a una menor escala evolutiva. El
conocimiento preciso de las relaciones entre las especies de la tribu Fordini es
fundamental para los estudios acerca de la evolucion de las agallas y de las
posibles transferencias ocurridas entre hospedadores primarios.

La adicién de nuevas muestras y especies serfa util también para
corroborar los resultados obtenidos en el analisis detallado de los géneros
Forda y Paracletus. Un mayor muestreo de las especies F. marginata y F.
riccobonii podria confirmar la validez de estas especies en todo su rango
geografico. En el caso de las especies del género Paracletus, los resultados
obtenidos en este estudio podrian reforzarse mediante la inclusion de nuevas
muestras de P. donisthorpei, la ampliacién del rango geografico de muestreo y
la inclusién de las otras dos especies del género, P. bykoviy P. subnudus, no
presentes en la Peninsula Ibérica. En el presente estudio se ha planteado la
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hipétesis de que los dos linajes hallados para las especies ibéricas de este
género podrian corresponder realmehte a las especies P. cimiciformis y P.
donisthorpei. Esto implica el reconocimiento de la existencia de problemas en
la identificacién de estas especies mediante los criterios actuales, basados en
gran medida en la morfologia de la agalla. Esta hip6tesis podria comprobarse
mediante nuevos estudios en los que se incluyera un amplio muestreo de
agallas seguido del analisis morfolégico y molecular tanto de las fundatrigenas
como de las virginogenas resultantes de los experimentos de transferencia. Por
otro lado, los estudios podrian completarse mediante la induccion de la fase
sexual a partir de las virginégenas. El éxito en la inducciéon daria lugar a la
aparicion de la forma sextpara, la cual parece estar bien diferenciada entre las
especies P. cimiciformis y P. donisthorpei. La obtencién experimental de la
sexupara, por tanto, podria ser definitiva para determinar si las muestras del -
linaje 1 pertenecen a la especie P. donisthorpei y las muestras del linaje 2 a P.
cimiciformis. Si este es el caso, podria entonces estudiarse en detalle las
agallas de cada uno de los linajes, en busca de diferencias que permitiesen
distinguir las correspondientes a cada especie. Esto permitiria, junto al analisis
morfolégico, definir nuevos criterios de identificacion de estas especies. Por
ultimo, los experimentos de induccién podrian revelar detalles muy interesantes
sobre las sefiales ambientales que provocan Ia aparicién de la fase sexual en
las especies de la tribu Fordini. La modificacién del fotoperiodo y la temperatura
podria no tener tanta influencia en este fen6meno como la tiene en general en
las especies holociclicas de la familia Aphididae. En su lugar, las formas
virginogenas de estas especies podrian detectar los cambios estacionales a
través de los cambios que ocurren en sus plantas hospedadoras.

Finalmente, seria interesante abordar el estudio de los problemas
taxonoémicos en los pulgones, de una manera similar a como se ha realizado en
esta tesis doctoral en la tribu Fordini, a otros grupos de la familia Aphididae que
presentan también este tipo de dificultades. Las secuencias de los genes
empleados en el presente estudio podrian ser datiles para resolver los
problemas taxonémicos existentes, por ejemplo, en los géneros Anoecia
(subfamilia Anoeciinae) o Aphis (subfamilia Aphidinae).
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1. Las reconstrucciones filogenéticas obtenidas en el analisis de las
secuencias de los genes nucleares de la opsina de longitud de onda
larga (lwrh) y el factor de elongacion de la traduccion 1a (effa) y los
genes mitocondriales de la subunidad 6 de la ATPasa-F (apt6) y la
subunidad Il de la citocromo oxidasa (coll) dieron lugar a la agrupacioén
de las especies analizadas de la familia Aphididae en sus respectivas
tribus de acuerdo con las clasiﬁcacibnes. Las topologias apoyaron,
ademas, la monofilia de las subfamilias Aphidinae, Calaphidinae,
Hormaphidinae y Lachninae, pero no la de la subfamilia Eriosomatinae.
Por otro lado, las reconstrucciones también apoyaron fuertemente
algunas relaciones entre subfamilias, como la estrecha relacién entre
Aphidinae y Pterocommatinae, entre Chaitophorinae y Drepanosiphinae
y un clado formado por las subfamilias Anoeciinae, Hormaphidinae y
Thelaxinae.

2. Los andlisis independientes de varias de las secuencias utilizadas en el
Capitulo 1 mostraron una elevada falta de estructura filogenética en los
nodos mas antiguos. Las topologias obtenidas tanto en los analisis
independientes como en los combinados mostraron en general
longitudes de ramas mas cortas en los niveles mas profundos que en los
mas externos. Estos resultados son coherentes con la hipétesis de la
existencia de una rapida radiacién adaptativa al nivel de tribu en la
familia Aphididae, ocurrida probablemente en el Cretacico Superior.

3. Los apoyos estadisticos para la agrupacion de las especies en sus
respectivas subfamilias y, sobre todo, tribus, fueron en general elevados
en las reconstrucciones obtenidas a partir de los genes nucleares, pero
menores en las correspondientes a los mitocondriales. Ademas, la
secuencia correspondiente al gen /wrh demostré poseer un mayor poder
de resolucion filogenética que el resto de secuencias analizadas,
particularmente para los nodos méas profundos de la filogenia de los
pulgones. Ademas, los resultados obtenidos en los analisis combinados
del primer capitulo fueron similares a los obtenidos en el andlisis
independiente del gen fwrh, con un mayor apoyo gracias a la adicion de
las secuencias de los genes ef1a, atp6 y coll.
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4. Los datos moleculares obtenidos en las 11 subfamilias de pulgones
analizadas sugieren la existencia de 3 grandes linajes en los que éstas
pueden agruparse. El primer linaje, que se denomind en este estudio
como A+D, incluiria los representantes de las subfamilias Aphidinae,
Calaphidinae, Chaitophorinae, Drepanosiphinae y Pterocommatinae. El
segundo linaje, que se denominé E+T, agruparia las especies de las
subfamilias Anoeciinae, Eriosomatinae, Hormaphidinae, Mindarinae y
Thelaxinae. El tercer linaje, que se denominé L, estaria formado por las
especies de la subfamilia Lachninae

5. Las reconstrucciones filogenéticas realizadas apoyan, en general, que la
subfamilia Lachninae ocupa la posicién basal de la filogenia de la familia
Aphididae. Esta posicion es la causa principal de la discrepancia entre
los resultados obtenidos y las filogenias basadas en caracteres
morfolégicos de Heie y Wojciechowski. A pesar de ello, los resultados
son mas concordantes con la propuesta del segundo autor.

6. Las topologias obtenidas para la filogenia de la familia Aphididae son
coherentes con la hipotesis de que los ancestros de los pulgones
desarrollaban un ciclo monoico sobre plantas gimnospermas. Ademas,
apuntan hacia la existencia, para las subfamilias analizadas, de 3
transiciones independientes de la alimentacion de gimnospermas a
angiospermas (4 si se tiené en cuenta la subfamilia Neophyllaphidinae,
no incluida en este estudio). Por otro lado, estas topologias sugieren la
existencia de un maximo de 5 origenes de la alternancia de hospedador,
que podrfan reducirse a sblo 2 en funcion de las verdaderas relaciones
de algunos nodos que no pudieron resolverse en el presente estudio.

7. La comparacién entre las filogenias obtenidas en estudios previos para
Buchnera y las reconstrucciones realizadas en el presente trabajo para
los pulgones no son discrepantes en las relaciones entre subfamilias, por
lo que son coherentes con la hipbtesis de la existencia de una unica
infeccion por parte de la bacteria en el ancestro de los pulgones y una
estricta coevoluciéon entre ambos. No obstante, la falta de resolucion
obtenida en los estudios previos sobre la filogenia de Buchnera impiden
una comparaciéon exhaustiva.
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8. El anilisis de las secuencias de los genes nucleares lwrh y efla y del
fragmento mitocondrial que contiene el gen atp6, obtenidas de las
especies ibéricas de la tribu Fordini, apoyan la agrupacién de éstas en
dos grupos claros, formados por: i) los géneros Aploneura, Baizongia y
Geoica; ii} los géneros Forda y Paracletus. La posicién de la especie
Smynthurodes betae fue discrepante entre los analisis de las tres
secuencias, aunque el gen éf1d s‘ugi'ere‘ su proximidad al grupo formado
por los géneros Forda y Paracletus, concordando con algunas de las
clasificaciones basadas en caracteres morfoldgicos.

9. Parece existir una correlacién entre la filogenia de las especies ibéricas de
la tribu Fordini y algunas caracteristicas de las agallas que inducen sobre
las distintas especies del género Pistacia. Las relaciones halladas
sugieren que las agallas de este grupo han evolucionado hacia un mayor
tamafio y un mayor numero de pulgones albergados en ellas. Sin
embargo, estas relaciones no presentan una concordancia con los
distintos hospedadores vegetales, sugiriendo la existencia de varios
cambios de hospedador durante la evolucion del grupo.

10. Las reconstrucciones filogenéticas realizadas mediante el analisis de las
secuencias del gen nuclear /wrh y el fragmento mitocondrial que contiene
el gen atp6, obtenidas en las diversas muestras de las especies ibéricas
de los géneros Forda y Paracletus, apoyan la validez taxonémica de
ambos géneros, a la vez que muestran que se trata de géneros
hermanos.

11. Los resultados apoyan la validez taxonémica de las especies Forda
marginata y Forda riccobonii, a pesar de la elevada similitud morfolégica
que muestran varias de sus formas, rechazando la hipotesis de que
ambas pertenezcan en realidad a una misma especie que induce agallas
diferentes en funcién de la planta hospedadora sobre la que se
desarrolle.

12. El andlisis de las secuencias obtenidas en las muestras de las especies
ibéricas del género Paracletus reveld la existencia de dos linajes
principales, entre los que ademas existe hibridacion. Los dos linajes, sin
embargo, no se correspondieron a priori con las dos especies
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analizadas, P. cimiciformis y P. donisthorpei. Estos resultados indican la
necesidad de una revisién de la taxonomia de este género.

13. La composicion de los dos linajes obtenidos en las reconstrucciones
filogenéticas del género Paracletus sugiere que realmente estos ‘do's'
linajes se corresponden con las especies P. cimiciformis y P.
donisthorpei. Esta hipétesis implicaria asumir que ambas especies
presentan ciclos holociclicos y que inducen la formacién de agallas
indistinguibles en P. terebinthus. Existirian por tanto problemas en los
caracteres utilizados para distinguir estas dos especies; particularmente,
la forma de la agalla no seria valida para identificarla como perteneciente
a P. cimiciformis.

14. Las secuencias del gen /wrh, empleado por primera vez en este estudio
para la reconstruccion filogenética en pulgones, han demostrado ser muy
utiles para la resolucién de las relaciones evolutivas en distintos niveles
taxonémicos, desde el nivel intraespecifico hasta las relaciones entre
subfamilias.
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ANEXOS

Debido a su extenso tamafo, los anexos de esta tesis doctoral se han
incluido en el CD adjunto. A continuacién se describe brevemente el contenido

de cada uno de los anexos y los ficheros que se incluyen en el CD.

Anexo |l. Alineamientos

Cada uno de los alineamientos utilizados para la reconstruccion filogenética
en esta tesis doctoral se presenta en un fichero de Microsoft Office Word
(Microsoft Corporation). En la tabla siguiente se muestra el nombre de cada
uno de los ficheros presentes en el CD (dentro de la carpeta “Anexo I”), junto a

una breve descripcién de cada uno de ellos.

Tabla Anexo I. Ficheros de alineamientos adjuntos en CD.

Fichero Alineamiento de ...
Capitulo 1.
l.lwrh gen Iwrh, intrones incluidos
2.lwrh_ex exones del gen Iwrh
3.lwrh_aa secuencias de aminoacidos del gen Iwrh
4.efla gen efla, intrones incluidos
5.efla_ex exones del gen efla
6.atp6 gen atp6
7.atp6_aa secuencias de aminoacidos del gen atp6
8.coll gen coll
9.coll_aa secuencias de aminoacidos del gen coll
10.ntLEA conjunto de datos combinados ntLEA
H.aaLEA conjunto de datos de aminoacidos aaLEA
12.ntLEAC conjunto de datos combinados ntLEAC
13.aaLEAC conjunto de datos de aminoacidos aaLEAC
Capitulo 2.

14.Fordjni_lwrh
15.Fordini_lwrh_ex
16.Fordini_ef1a
17.Fordini_ef1a_ex
18.Fordini_mtDNA
19.Fordini_atp6
20.FordaParacletus_lwrh

gen Iwrh en la tribu Fordini

exones del gen Iwrh en la tribu Fordini

gen efla en la tribu Fordini

exones del gen efla en la tribu Fordini
fragmento mitocondrial en la tribu Fordini
gen atp6 en la tribu Fordini

gen Iwrh en los géneros Forda y Paracletus

21 .FordaParacletus_Iwrh_ex
22.FordaParacletus_ mtDNA

exones del gen Iwrh en Forda y Paracletus
fragmento mitocondrial en Forda y Paracletus
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Anexo Il. Topologias extra para test de comparacién de hip6tesis
filogenéticas alternativas

Del conjunto inicial de 30 topologias alternativas utilizado para los test de
comparacién de hipétesis filogenéticas alternativas, 11 de ellas aparecen en
figuras a lo largo del Capitulo 1 (ver tabla 1.8). En este anexo se muestran las
19 topologias restantes incluidas en el mencionado conjunto, las cuales pueden
observarse en el fichero “Anexoll.doc” del CD adjunto.

Anexo lll. Tablas de composicién nucleotidica y aminoacidica

En el fichero “Anexolll.doc” del CD adjunto se han recopilado todas las
tablas de composicion nucleotidica y aminoacidica de las secuencias utilizadas
en esta tesis doctoral. La composicion de la secuencias se obtuvo mediante el
programa MEGA. Para cada secuencia, se muestra también el resultado de los
test de homogeneidad en la composicién, realizado mediante el programa
TREE-PUZZLE. '

Anexo IV. Curvas de saturacion

En el fichero “AnexolV.doc”, presente en el CD adjunto, se muestra el total
~ de curvas de saturacion realizadas a partir de los datos obtenidos para las
secuencias analizadas en el capitulo 1. Las distancias por parejas de especies,
tanto nucleotidicas como aminoacidicas, se obtuvieron mediante el programa
MEGA. Las matrices de distancias se introdujeron posteriormente en el
programa DIPLOMO para la representacion de las curvas de saturacion. Este
programa se utilizé también para transformar las matrices de distancias en
datos representados en dos columnas, correspondientes a los ejes de abscisas
y ordenadas de las representaciones. Estos datos se utilizaron finalmente para
representar las curvas de saturacién en el programa Microsoft Excel.

-264 -



UNIVERSITAT DE VALENC1A FACULTAT DE CIENCIES BIOLOGIQUES

Reunido el Tribunal que suscribe, en el dia de la fecha

acordo otorgar a esta Tesis Doctoral de

D /Da BENJAMIN ORTIZ RIVAS

la calificacién de
Valencia, a ...29.. de (0 01F= 1Y/ o J de ...200.9........

EL/LA SECRETARIO/A,

Dr. D. Eladio Barrio Esparducer

Dr. D. Juan Manuel Nieto Nafria



