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L INTRODUCCION

Bajo el nombre de 4fidos o pulgones se engloban méds de 4000 especies de insectos
suctores de savia que se encuentran ampliamente distribuidos por todo el mundo.
Contrariamente a lo que sucede en otros grupos de insectos, la mayoria de estas especies se
concentra en las regiones templadas del planeta, reflejando 1a relacién inversa que existe entre
diversidad vegetal en una determinada zona del planeta y el nimero de especxes de pulgones
que se puede encontrar (Dixon, 1990). '

. El estatus de plaga agrfcola (con las conmguxcntes derivaciones econémicas) de algunas
'espcmes de pulgones ha sido la prmcxpal motivacién del interés investigador en este grupo de
insectos. En este sentido parece existir una completa gradacién en cuanto al efecto nocivo de
diferentes especies e incluso de diferentes biotipos o razas dentro de una misma especie: desde
especies y biotipos que se limitan a extraer nutrientes provocando dafios mfnimos a su planta
hospedadora hasta aquellas que la lesionan gravemente produciendo sintomas senescentes
prematuros (Campbell y Eikenbary, 1990). Junto a esta amplia gama de dafios que los
pulgones producen en los cultivos tnica y exclusivamente como consecuencia directa de su |
alimentacién, hay que afiadir los dafios indirectos que algunas especies pueden producir como
vectores de gran mimero de virus vegetales asi como por las micosis asociadas a los azdcares
que excretan (Tatchell, 1990; Dorschner, 1990). '

Desde el punto de vista evolutivo 1a adaptacién de los 4fidos a los ciclos estacionales de
sus huéspedes ha sido el principal motor que ha propiciado la diferenciacién fisio-morfol6gica
de los individuos y la complicacién de sus ciclos de vida. Como consecuencia de ello, las
funciones de nutricién, reproduccién, dispersién y defensa se han transferido en parte del nivel
individual al poblacional dando lugar a una sucesién temporal y/o espacial de grupos de
individuos diferencialmente especializados asf como a un elevado polifenismo. Los ciclos de
vida de los pulgones se situan entre los mds llamativos del mundo animal. La inclusién de
varias generaciones partenogenéticas viviparas y telescOpicas (hasta tres generaciones
presentes en un unico "individuo") permite alcanzar tasas de crecimiento poblacional enormes,
ideales para la colonizacién de hébitats temporales (Dixon, 1987). Del mismo modo la
alternancia entre formas é4pteras y aladas en respuesta a factores tales como densidad
poblacional, calidad del floema, temperatura y fotoperiodo favorece la expansién espacial de
las poblaciones (Dixon, 1985; Shaposhnikov, 1987).

El estudio de los 4fidos no es solamente interesante desde la perspectiva del disefio de
estrategias para su control, sino que dada la concurrencia de un conjunto de peculiaridades de
su biologia, tales como ciclos de vida corhplejos, amplio polifenismo, alternancia estacional de
huésped y control de la razén de sexos, son organismos ideales para investigar problemas
cruciales de la biologfa evolutiva. Por ejemplo, el modo de reproducci6én parcialmenie clonal
puede ser itil para el contraste de hip6tesis sobre las ventajas de la sexualidad al tiempo que



proporciona informacién sobre el éomponente genético de los caracteres de eficacia biol6gica
(Moran, 1992). En los siguientes apartados s¢ presentardn las principales caracterfsticas que
hacen de los pulgones unos organismos interesantes desde el punto de vista de la Biologfa -
.Evolutiva y del Desarrollo.

L1. SISTEMATICA Y FILOGENIA DE LOS AFIDOS.

Los 4fidos pertenecen al orden Homoptera y dentro de €l a la serie Steniorrhyncha en
la Que se incluyen como suborden Aphidinea que junto al suborden Coccinea constituye la
~ subserie Aphidomorpha. Su clasificacién estd todavia sujeta a una gran controversia sobre todo
en lo relativo al ndmero de familias que integran el suborden Aphidinea. Las clasificaciones
méis conocidas son las de Baker (1920), Bomer (1930), Bomer y Heinze (1957),
Shaposhnikov (1964), Hille Ris Lambers (1964) y Heie (1980). Todos los autores estdn de
acuerdo en cuanto a los taxones de rango més elevado y el hecho de que haya numerosas
clasificaciones no es considerado por los autores actuales como una cuestién importante. Asf,
para evitar un nimero excesivo de familias la clasificacién de Heie (1980) se ha tomado
muchas veces como estandar. Es esta clasificacién la que aparece en la Tabla 1.1. A menudo se
consideran 4fidos en sentido estricto sélo los pertenecientes a la superfamilia Aphidoidea dado
que en todos ellos la viviparidad es caracterfstica de las hembras partenogenéticas. Por el
contrario, en la superfamilia Phyloxeroidea las hembras partenogenéticas se reproducen
oviparamente. En las dos superfamilias la hembra sexual es ovipara.

La informacién sobre el origen y evolucién de cualquier tax6n o grupo de taxones
procede de estudios paleontolégicos y filogenéticos. Ambos estdn basados en la comparacién
de caracteres y la estimacién del grado de parentesco entre taxones. La Paleontologfa
contribuye esencialmente proporcionando una escala temporal asf como informaci6n relativa a -
taxones ya extinguidos. La contribucién paleontolégica al conocimiento de la evolucién de los
dfidos es limitada. Solamente se han descrito 125 especies f6siles, lo que representa un nimero
muy bajo comparado con las mis de 4000 especies existentes en la actualidad (Heie, 1987).

Algunos fésiles procedentes del Pérmico parecen relacionados de alguna forma con el
ancestro de los 4fidos pero no pueden ser clasificados ni como Aphidomorfa ni como
Aphidiformes (ancestros comunes de 4fidos y céccidos). El resto m4s antiguo (una ala
anterior) que puede considerarse como perteneciente a un 4fido procede del Tridsico.
Procedentes del Jurdsico se han descrito tres especies. Ya del Cretdcico se han descubierto 32
especies de édfidos 'que se han dividido en los siguientes' grupos: Aphidoidea, Phylloxeroidea,
Canadaphidoidea y otros de clasificacién incierta. De las aproximadamente 100 especies
encontradas en la era Terciaria, la mayorfa se asemeja ya a grupos conocidos de la actualidad y
se agrupan bién dentro de Aphidoidea o dentro de Phylloxeroidea, no quedando ni trazas del
grupo Canadaphidoidea.
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Tabla 1.1. Clasificacién de Heie de 1980 de suborden Aphidinea. El género Rhopalosiphum se encuadra en los

Traminae

grupos indicados en negrita.
Familia Subfamilia Tribu ~ Subtribu
SUPERFAMILIA PHYLLOXEROIDEA
Adelgidae
Phylloxeridae
SUPERFAMILIA APHIDOIDEA
Mindaridae
Hormaphididae Oregminae
' Hormaphidinae
Phlocomyzidae
" Thelaxidae
Anoeciidae
Pemphigidae Eriosomatinae Eriosomatini
' Tetraneurini
Pemphiginae Prociphilini
Pemphigini
Fordinae Fordini Baizongiina
Geoicina
Fordina
Melaphidini
Drepanosiphidae Drepanosiphinae Neophyllaphidini
Paoliellini
Spicaphidini
Palaeosiphonini
Israelaphidini
Drepanosiphini
Phyllaphidinae Phyllaphidini Phyllaphidina
Callaphidina
Therioaphidina
Macropodaphidini
Saltusaphidini
Chaitophorinae Chaitophorini
Siphini
Greenideidae Greenideinae
Cervaphidinae ‘
Aphididae Baltichaitophorinae
Pterocommatinae
Aphidinae Aphidini
Macrosiphini
Lachnidae Lachninae Stomaphidini
"Lachnini
Cinarinae Cinarini
Schizolachnini
Eulachnini
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Figura 1.L. Arbol filogenético que muestra el origen y evolucién de los tres grandes grupos de afidos. A,

C y P corresponden a las superfamilias Aphidoidea, Canadaphidoidea y Phylloxeridea. Es de destacar la

reciente diversificacion de la superfamilia Aphidoidea. Las abreviaturas corresponden a familias o

géneros algunos de ellos extinguidos pero presentes en el regristro fosil: Ad, Adelgidae; An, Anoeciidae;

Ap, aphididae; At, Antonaphis', Ca, Canadaphididae; Dr, Drepanosiphidae; El, EllinaphisyAnnulaphis-,

EKk, Elektraphididae; Ge, Genaphis\ Gr, Greenideidae; Ho, Hormaphididae; Je, Jurocallisr, Jr, Juraphis)
La, Lachnidae; Mi, Mindaridae; Ov, Oviparosiphidae; Pa; Paleoaphididae; Pe, Pemphigidae; Pf,
Paleoforda\ Ph, Pholeomyzidae; Px, Phylloxeridae; Re, Retinaphis; Sh, Shaposhnikoviidae; Ta,
Tajmyraphididae;Th, Thelaxidae; Tr, Triassoaphis.



El registro f6sil indica tres grandes cambios en la composicién de la fauna afidica desde
su origen hace unos 250 millones de afios (Figura 1.I). A partir de la aparicién del primer 4fido
en el Pérmico tardio o ya en el Tridsico se produce una dxversflcacxén considerable mediante
especiacién intensa o radiacién adaptativa quizds en conexién con la evolucién de las
gimnospermas. La transici6n de la era de las gimnospermas a la de las angiospermas estd
probablemente relacionada con las grandes diferencias entre la fauna del Cretécico y la del
Terciario temprano en la que se extinguen taxones elevados completos que son reemplaiados
por descendientes de taxones minoritarios en el Mesozoico. El cambio més reciente ha sido la
~ enorme diversificaci6n de las familias Lachnididae y Aphididae (Heie, 1987).

L2. BIOLOGIA DE LOS AFIDOS.

Los dos factores més importantes determinantes ultimos de la ecologfa y evolucién del
grupo han sido su forma de reproducirse y de alimentarse. La partenogénesis y la viviparidad
han permitido a los miembros del grupo desarrollar generaciones literalmente imbricadas
(telescépicas) y alcanzar asf tasas de aumento poblacional verdaderamente prodigiosas (Dixon,
1987). Por otra parte, la alimentacién basada en la succi6én del floema de las plantas impone
determinadas constricciones que han sido importantes en la determinacién de la especificidad
del 4fido por la planta hospedadora, en la especiacién y en la distribucién de los 4fidos a escala
mundial. Estas constricciones han sido también fundamentales en el disefio o en el
mantenimiento de determinados tipos de ciclos de vida en muchas especies de 4fidos. La
combinacién de estos dos factores ha sido asf mismo la responsable del amplio polifenismo
presente en la mayoria de las especies de pulgones.

L2.1. Ciclos biolégicos.

Los ciclos de vida de los 4fidos se situan entre los mds singulares del mundo animal.
Generalmente incluyen generaciones partenogenéticas y sexuales, polifenismos elaborados Y,
en muchos casos, alternancia obligada entre plantas huésped pertenecientes a taxones no
relacionados. Aunque entre las aproximadamente 4000 especies existentes dentro de la
- superfamilia Aphidoidea se puedeh encontrar todo tipo de combinaciones de estas y otras
caracteristicas, describiremos dnicamente aquellos ciclos o variaciones de estos que se pueden
considerar como m4s generales.

1.2.2. Clasificacion y terminologia.
Los ciclos de vida de los 4fidos se pueden clasificar atendiendo a dos criterios distintos
aunque interrelacionados. Uno de estos criterios es la presencia o no de dos grupos de



- hospedadores taxon6micamente no relacionados. Segiin este criterio existen dos tipos de
ciclos: | |
Ciclo autoic 0 monoico: las especies que lo presentan desarrollan todas las fases del
ciclo sobre un tGnico huésped o sobre un grupo de huéspedes relacionados. ‘
Ciclo_heteroico o _dioico: la fase sexual del ciclo tiene lugar sobre un hospedador

(huésped primario) que no esti relacionado taxonémicamente con aquel en el que se
desarrollan el resto de las fases (huésped secundario). Aunque existen excepciones, el huésped
primario suele ser una planta lefiosa y el secundario una planta herbécea.

Un segundo criterio es la existencia 0 no de fase sexual. De acuerdo con este criterio
los 4fidos puedenser: T T o

Holociclicos: se caracterizan por la existencia de una fase de reproduccién sexual que
sucede a una serie de generaciones de hembras viviparamente partenogenéticas. Del huevo de
invierno nace en la primavera una hembra que por partenogénesis da lugar a las hembras
partenogenéticas que se van a suceder durante el resto de la primavera y el verano. Al
comenzar el otofio la dltima generacién de partenogenéticas produce individuos sexuados que
tras la fecundacién dan lugar al huevo de invierno que cierra asf el ciclo.

Anholociclicos: no existe la fase de reproduccién sexual desarrollindose todo el ciclo
como una sucesién de generaciones de hembras partenogenéticas.

Androcfclicos: representan un caso especial de anholociclia (carecen de fase de
reproduccién sexual) pero conservan la capacidad de generar machos, siendo incapaces de
generar hembras sexuadas.

La terminologfa asociada a los distintos tipos de individuos (o morfos) que aparecen a
lo largo de los ciclos descritos es complicada pero conviene definir algunos términos que
necesariamente aparecerdn a lo largo de la presente tesis: |

Fundatriz: es la primera generacién de hembras partenogenéticas procedentes de un
huevo fecundado. La fundatriz es generalmente 4ptera pero morfolégicamente distinguible de
las 4pteras que se producirén en generaciones partenogenéticas sucesivas.

Clon: linea partenogenética iniciada por la fundatriz que finaliza con la producci6én de
individuos sexuados. Cada fundatriz da lugar a un clon genotfpicamente distinto del resto.

Virgin6paras: son las hembras partenogenéticas que suceden a la fundatriz y que como
ella se reproducen viviparamente. Estas hembras pueden ser 4pteras o aladas en respuesta a
ciertas condiciones ambientales. En las especies o razas heteroicas la secuencia de
generaciones partenogenéticas se suele dividir en dos fases segin el huésped al que estén
asociadas. A las primeras generaciones asociadas al huésped primario se les denomina
fundatrigenas mientras que las siguientes, asociadas al huésped secundario, reciben el nombre
de exiladas o alienicolas. Ambos tipos difieren en propiedades biolégicas como preferencia por
el huésped y por el hdbitat, y a menudo también en caracteres morfolégicos. La fundatrigena
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que desarrolla alas, casi de forma 6bligatoria ha de volar (en los pulgones heteroicos) en busca
del huésped secundario y se le suele denominar emigrante.
Ginépara, sexipara y andrépara: en especies heteroicas holocfclicas, al llegar el otofio
. terminan las generaciones partenogenéticas con la produccién de los individuos sexuados. En
las especies de la familia Aphididae, los machos y las hembras sexuadas nacen de hembras
viviparas pertenecientes a generaciones distintas. Bajo determinadas condiciones ambientales
(fotoperiodos cortos y bajas temperaturas), la dltima generacién de virginéparas produce
iglialmente aladas y vuelan hasta el huésped primario donde de forma vivipara depositarén las
- hembras sexuadas. En algunas especies la produccién de machos también requiere una
generaci6n previa de hembras que solo paren machos. Estas hembras son las andréparas. Por
iltimo en la familia Pemphigidae machos y hembras sexuadas nacen de una misma hembra
vivipara denominada sexidpara. Este término también se aplica a la hembra que da lugar a los
dos tipos de individuos sexuados en especies holociclicas monoicas de Aphididae.
Sexuados (macho y hembra sexuada): generados mediante alguna de las formas

descritas, tanto los machos como las hembras sexuadas son morfolégicamente distinguibles del
resto de formas. Los machos de las especies heteroicas suelen ser alados mientras que los de
especies monoicas pueden no serlo. Por el contrario, la hembra sexuada suele ser siempre
dptera. Esta hembra también recibe el nombre de ovipara ya que es la tnica (y esto es vilido
para toda la superfamilia Aphidoidea) que se reproduce oviparamente.

Junto a todas estas formas ampliamente extendidas entre los 4fidos, en algunas especies
como en el caso de las pertenecientes a los géneros Colophina y Pseudoregma, existen ademdés
formas especializadas en defensa (“soldados"). También existen especies (Drepanosiphum
platanoides Schrank, Periphyllus testudinaceous Fernie) que incluyen en su ciclo vital formas
estivantes o formas hibernantes distintas del huevo (Pemphigus bursarius Linnaeus).

.La Figura 2.1. presenta algunos de los ciclos vitales mds representativos entre los 4fidos
asf como la terminologfa empleada m4s habitualmente.

L2.3. Evolucion de los ciclos de vida.

La complejidad de los ciclos biol6gicos desarrollados por los pulgones resulta més
comprensible cuando se considera desde una perspectiva histérica (Moran, 1992). Las
transformaciones evolutivas que han dado lugar a la variedad de ciclos que presentan los 4fidos
modernos se esquematiza en la Figura 3.1.

Los acontecimientos més importantes en la evolucién de los ciclos biol6gicos de los
dfidos han sido el origen de la partenogénesis y la viviparidad, el desarrollo de un considerable
polifenismo con adaptaciones que sincronizan el crecimiento y la reproduccién con los
periodos 6ptimos del ciclo del huésped, la adquisicién o la pérdida de la alternancia de
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A- Myzuspersicae (Sulzer)

Huésped primario Hu Hu
(Prunus)

Huésped secundario
(Brassica y otros) Gin

Apt *Apt —*AptApt M

\ /N

*\
Ala Ala Ala =

Apt
B. Aulacorthum solani (Kaltenbach)
Solanum y otros Hu Fz Apt Apt > Apt Hs Hu —
\ A M
Apt Ala Ala VAla = = =
Apt
C. Colophina arma Aoki
Huésped primario Hu- Fz ns-Ala
(Zelkova) I:/I

Huésped secundario 1
(Clematis) Larva 1 > Apt — >Apt— PApt — PSex
| | 1 N

Sold Sold Sold  Larval

D. Hamamelistes spinosus Shimer

Huésped primario Hu — » Fz — PAla
(Hamamelis)

Huésped secundario
(Betula) Coc-Apt—-— -* Coc-Apt- Apt— PSex

Acs-Apt — PCoc-Apt

Figura 2.L. Representacion esquematica de diferentes ciclos de vida de cuatro especies de
afidos. A, C, y D son ejemplos de especies holociclicas heterédicas. B es una especie holociclica
mondica. En los ejemplos se muestra como se produce la ruta anholociclica alternativa al ciclo
completo. Abreviaturas: Acs-Apt, hembra vivipara aptera; Ala, Hembra vivipara alada; Apt,

hembra vivipara alada; Coc-Apt, Hembra vivipara aptera cocciforme; Fz, Fundatriz; Gin,

Ginopara; Hs, hembra sexuada; Hu, huevo; ns-Ala, larva agresiva no soldado; Larva 1, larva
modificada de primer estadio; M, macho; Sex, sexiipara; Sold, soldado. —*  forma
hibernante (huevo u otras); no existe una forma hibernante especializada.



ORIGEN DE LA

PARTENOGENESIS
CICLICA . ]
ANHOLOCICUA ANHOLOCICUA ANHOLOCICUA
AUTOECIA AUTOECIA
SOBRE SOBRE
HUESPEDES HETEROECIA HUESPEDES
LENOSOS HERBACEOS
>

Figura 3.L Esquema que representa las transiciones evolutivas mas importantes que han dado lugar a los
distintos tipos de ciclos de vida de los afidos
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hospedador y la pérdida de la fase sexual. Todos estos acontecimientos asf como las presiones
evolutivas a que parecen responder se describen a continuacién.

_ El establecimiento de la partenogénesis ciclica parece haber sucedido de forma muy
temprana en un ancestro comin a todos los Aphidinea. La gran uniformidad existente en este
aspecto en las especies actuales asf como la evidencia f6sil (Heie, 1981 y 1987) apoyan esta
idea. La viviparidad y el solapamiento de generaciones caracteriza a la superfamilia Aphidoidea
confiriendo a este grupo la potencialidad de alcanzar unas tasas reproductivas muy altas
(D’ixon,1987). -La oviparidad de la hembra sexuada se conserva tanto en la superfamilia

Aphidoidea como en la superfamilia Phylloxeroidea. '
| " Por otra parte, el amplio polifenismo existente dentro de un mismo tipo de ciclo refleja’
‘una adaptacién a condiciones ambientales cambiantes a lo largo del ciclo. De esta forma
caracteres de historia de vida tales como capacidad de volar, tolerancia a la limitacién de los
nutrientes y a temperaturas éxtremas, habilidad en la localizacién del huésped, tasa de

desarrollo y fecundidad se han seleccionado con diferente intensidad bajo ambientes diferentes.

De la existencia de morfos comparables entre los principales taxones de 4fidos no se deriva
necesariamente una homologia entre ellos, siendo necesario considerar el papel de los procesos
de convergencia: como resultado de fuerzas selectivas similares actuando sobre sistemas de
desarrollo también similares se pueden obtener morfos andlogos (Moran, 1988; 1992). La
adicién o eliminacién de determinados morfos o la transferencia de alguna capacidad de unos
morfos a otros ha determinado la evolucién de los ciclos biolégicos de los 4fidos.

El éfido ancestral poseia un ciclo bastante sencillo. Una vez establecida Ila
partenogénesis ciclica, todas las hembras eran oviparas y aladas desarrollando su ciclo
completo sobre un dnico hospedador lefioso (Saposhnikov, 1985; Moran, 1992). Algunas
subfamilias hoy existentes conservan este tipo de ciclo aunque incluyendo la viviparidad en
aquellas pertenecientes a la superfamilia Aphidoidea. Para estas especies la principal limitacién
es la escasez de nutrientes durante el verano debido a la menor concentracin de los nutrientes
limitantes en el floema (Dixon, 1985). Este problema se ha resuelto con la inclusién de formas
estivantes (Eastop, 1972), o mediante la abreviacién del ciclo reproduciéndose sexualmente al
comienzo de verano y pasando el resto del verano, otofio e invierno en forma de huevo
(Blackman and Eastop, 1984). Otra solucién a este problema es la adquisicién de un huésped
- secundario (heteroecia), generalménte herbiceo, de mayor poder nutritivo para los insectos
fit6fagos (Llewellyn, 1987) sobre todo en el verano. Como minimo la heteroecia ha tenido tres
orfgenes diferentes en los Aphidoidea siendo por tanto un carécter polifilético. Sin embargo,
aunque s6lo el 10% de los 4fidos actuales presentan esta alternancia o heteroecia (Eastop,
1977) muchas especies monoicas actuales proceden de ancestros heteroicos. El mantenimiento
de dos grupos de huéspedes diferentes, dada la aparente mayor calidad de uno de ellos, es
explicado por muchos autores como una consecuencia de la sobreespecializaci6n de la
fundatriz que estarfa mis estrechamente adaptada al hospedador ancestral que el resto de
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- morfos. La fundatriz tendrfa, segin esta hip6tesis (Moran, 1988), una menor capacidad para
adquirir nuevos hospedadores que puedan apai‘ecer a lo largo de la evoluci6n. Gran parte de la
diversificacién de los 4fidos est4 relacionada con la eliminacién de uno de los hospedadores
Esta eliminacién puede ocurrir de tres formas distintas: v

a) Eliminaci6n del huésped primario transfiriendo las formas sexuales, 1a fase de huevo
y la fundatriz al huésped secundario.

b) Pérdida del huésped secundario eliminando o transformando las formas emigrantes.

c¢) Eliminacién del hospedador primario mediante eliminacién de las formas sexuales y
por tanto perdiendo la capacidad de reproduccién sexual dando lugar a la anholociclia.

| Aunque la anholociclia también h'a'apa'rec':id'o en especies autoicas el hecho de que su
establecimiento se haya producido mayoritariamente en las especies heteroicas (Blackman and
Eastop, 1984), sugiere que en su adquisicién juega un papel importante la seleccién contra la
alternancia obligada (Moran, 1992).

La aparici6n de la anholociclia puede ser consecuencia tanto de cambios genéticos que
conduzcan a la pérdida definitiva de la sexualidad, como de cambios ambientales. Entre estos
dltimos tienen relevancia las variaciones en los factores que gobiernan la aparicién de las
formas sexuales (fotoperiodo y temperatura) y la excasez o ausencia del hospedador primario.
Distintas combinaciones de estos factores hacen que dentro de una misma especie coexistan
tanto lineas (clones) holociclicas como anholociclicas. Dentro de estas dltimas, algunas s6lo lo
son como consecuencia de que en la latitud en la que se encuentran no se llegan a producir las
sefiales ambientales necesarias para la induccién de la fase sexual (Moran, 1992). La mayor
parte de especies plaga son anholociclicas sobre todo en zonas de clima templado (Blackman,
1984).

L2.4. Especifidad por el huésped.

En general los 4fidos presentan una alta especificidad por su hospedador Como ya se
ha dicho, la mayorfa de los pulgones actuales son autoicos sobre una especie o un grupo de
especies vegetales filogenéticamente relacionadas. Aunque las especies heteroicas se clasifican
muchas veces como polifagas, lo cierto es que de ellas se podria decir que son secuencialmente
mon6fagas ya que cada una de las formas que aparecen en su ciclo biolégico est4 altamente
especializada en cuanto a su alimentacién. Sin embargo, existen algunas especies heteroicas
como Myzus persicae (Sulzer) y Aphis fabae (Scopoli), que presentan un rango amplisimo de
huéspedes secundarios. Pero incluso en estas especies altamente polifagas, el rango de
hospedadores secundarios puede considerarse limitado, con ciertos genotipos adaptados a
huéspedes especificos (Takada, 1979; Weber, 1982). '

El floema se puede considerar como una dieta no equilibrada rica en azidcares pero
relativamente pobre en amino4cidos. Este problema ha sido solucionado en los 4fidos y en
otros insectos suctores de savia de dos formas diferentes: por un lado mediante la ingestién de
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gran cantidad de floema (filtrando los aminodcidos necesarios) y excretando el exceso de
carbohidratos con ayuda de un aparato digestivo especializado que posee una cdmara filtrante
(cita), y por otro con la incorporacién de endosimbiontes bacterianos que suministran -
.sustancias ausentes o excasas en el floema (principalmente amino4cidos esenciales, Douglas,
....). En el caso de los 4fidos, estos endosimbiontes bacterianos est4n confinados a unas células
hipertrofiadas denominadas micetocitos que se comportan realmente como un 6rgano esencial
para la éupervivencia y la capacidad reproductora de los 4dfidos. De hecho, esta asociacién
simbi6tica puede ser lo que les ha permitido explotar el floema como fuente de alimento y por
lo tanto hay que tenerla en cuenta cuando se considera el fenémeno de la especificidad.

Por otra parte, las plantas difieren enormemente en la naturaleza y cantidad de

productos de metabolismo secundario téxicos o de defensa que producen. Esto obliga a los
éfidos al desarrollo de sistemas de detoxificacién o de mecanismos que eviten la induccién de
la produccién de tales sustancias. Dado lo variado de tales compuestos el desarrollo de
mecanismos especificos probablemente ha sido otro factor determinante en la especificidad por
el hospedador. En este contexto es destacable el hecho de que en varias especies de 4fidos se
han descrito biotipos o razas diferencialmente adaptadas a alimentarse en diferentes especies de
plantas o en diferentes variedades de una misma especie, o bien manifestando distintos grados
de virulencia o de resistencia a insecticidas (Eastop, 1973; Maxwell y Jennings, 1980; Puterka
y Burton, 1989). »

Como ya se¢ ha mencionado al hablar de los ciclos biol6gicos, los 4fidos han
sincronizado su desarrollo con los cambios estacionales que sufren los hospedadores,
optimizando asf la combinaci6n de estrategias de los distintos morfos que constituyen el ciclo
vital completo.

Otro factor a considerar es la gran variacién que existe en la estructura de las plantas y,
por lo que aquf concierne, en el tamafio de los elementos floem4ticos y en su localizacién. El |
reducido tamafio de los 4fidos es posiblemente resultado de su adaptacién a alimentarse sobre
elementos floemé4ticos individuales. '

Después de esta breve descripcién de algunos de los elementos que han podido ser
determinantes de la alta especificidad por el hospedador, emerge una conclusién general: dado
que los 4fidos han evolucionado manteniendo un tamafio especifico en respuesta a la estructura
y fisiologia de los elementos floem4ticos, estableciendo una asociacién intima con
endosimbiontes, desarrollando una fisiologfa digestiva en respuesta a la composicién quimica
del floema y adaptando sus ciclos vitales a los ciclos estacionales de las plantas, la alta
especificidad parece una consecuencia necesaria mis que una caracteristica peculiar dificil de
interpretar. |
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L2.5. Reproduccion: citogenética y desarrollo.

Aunque muchos aspectos citogeneticos y del desarrollo en los 4fidos todavia son
desconocidos, describiremos brevemente aquellos aspectos generales que pueden ayudar a
comprender la aparici6n a lo largo del ciclo vital de los 4fidos de individuos distintos desde el
punto de vista de su forma de reproducci6n: viviparas, oviparas y machos.

El desarrollo embrionario de las hembras partenogenéticas y de las sexuadas es idéntico
en sus inicios hasta la completa formacién de sus respectivos ovariolos (germarios). A partir de
aquf el desarrollo del sistema reproductor de ambos tipos de embriones es distinto. Aunque
pueden existir factores de tipo genético que determinen la categorfa reproductiva de los

‘embriones, esta parece ser consecuencia de la respuesta ‘a ‘ciertos estimulos ambientales -

sufridos por la madre, entre los cuales el més critico parece ser el fotoperiodo (Marcovitch,
1924; Kenten, 1955; Kawada, 1976; Blackman, 1975; Dixon and Glen, 1971), y en menor
grado la temperatura. Se asume que el receptor del fotoperiodo se localiza en el protocerebro,
aunque se desconoce la naturaleza de los intermediarios producidos en respuesta a los
diferentes estfmulos. Solo se ha logrado identificar el responsable de la determinacién del sexo
y por tanto de la produccién de machos. Varios experimentos con diferentes especies apoyan
1a hip6tesis (Mittler et al,, 1979) de que son los niveles de hormona juvenil los que controlan el
proceso de determinacién del sexo en 4fidos. Se considera que la actividad de esta hormona en
insectos consiste en activar o reprimir determinados conjuntos de genes dando lugar a pautas
de desarrollo alternativas (Nijhout and Wheeler, 1982), por lo que tampoco se descarta su
participacién en el desarrollo del polifenismo observado en los fidos.
Viviparas. Bajo un fotoperiodo con corta escotofase, el embri6n se desarrollard dando
lugar a una hembra partenogenética vivipara. Una de las 32 oogonias, que estdn en profase
meiltica temprana, de uno de sus germarios ya formados, se empieza a desarrollar como
~ 6vulo. Aumenta de tamafio, hasta alcanzar el tamafio del germario y sale fuera de este
(ovulacién). Los cromosomas homélogos, que estaban parcialmente condensados vy
aparentemente emparejados (Blackman, 1978) se separan, aumentando entonces su estado de
condensaci6n. Algunos autores han sugeridlo que en el aparente emparejamiento de
cromosomas homélogos de la profase temprana podria haber formacién de quiasmas y por
tanto recombinacién en un proceso que denominaron endomeiosis (Cognetti, 1961). Sin
embargo, no hay evidencias claras de que este tipo de recombinacién mit6tica ocurra realmente
(Blackman, 1979; Tomiuk and Wohrman, 1982). Se produce entonces una metafase mitética
normal y se elimina un cuerpo polar (divisién maduracional). A partir de aquf se suceden
répidamente las divisiones mit6ticas que inician el rdpido desarrollo del embri6n. Después de la
primera divisién mit6tica un grupo de unas siete 00 gonias del germario se diferencia en oocitos
presuntivos en los que, a diferencia del primer oocito, los cromosomas se encuentran
condensados desde el principio (Orlando and Mary, 1968; Blackman, 1978), y uno tras otro
van desarrollando el esquema del primer oocito. Cuando nace la futura vi\}fpara, ya ha ovulado
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tres veces y los dos primeros 00citos ya estén en fases sucesivas del desarrollo embrionario. En '
la vida larvaria se suceden las ovulaciones y el desarrollo de los embriones. Asf, tras la dltima
muda, cada ovariolo contiene un rosario de embriones, algunos de ellos ya listos para vivir de
forma independiente. ' '
Oviparas. En condiciones de fotoperiodo con escotofase larga, ocho oogonias de la
parte basal del germario de los embriones destinados a desarrollarse como oviparas entran en
meiosis. Contrariamente a lo que sucede en los embriones destinados a ser viviparas, no se
produce un crecimiento de los oocitos hasta que la futura ovipara nace. En el inicio de la
meiosis se pueden distinguir claramente las tétradas y los quiasmas que s¢ forman entre

cromitidas (Blackman, 1976). Iniciada la vida larvaria, el oocito aumenta de tamafio y sale del

germario (ovulacién). Cuando la ovipara es adulta deposita sus huevos todavia en la primera
metafase mei6tica. Si habfan sido fecundados, se completar4n la primera y segundé. divisiones
meidticas con la expulsién de dos cuerpos polares y se iniciar4 el desarrollo embrionario, que
normalmente pasar4 por una fase de diapausa. _

Machos. Su producci6n es inducida igualmente por fotoperiodos con escotofase larga.
Los machos son XO por lo que el oocito destinado a desarrollarse como macho ha de perder
un cromosoma sexual en el transcurso de la divisién maduracional (primera mitosis del oocito).
Esto se consigue gracias a una "minimeiosis" que afecta solo al cromosoma X (Orlando, 1974).
Contrariamente a lo que sucede en los autosomas, los dos cromosomas X homélogos
permanecen unidos por sus extremos formando un bivalente hasta la metafase de la primera
mitosis. En esta fase se rompe la conexién entre ambos cromosomas X y'uno de ellos (el més
préximo a la membrana del oocito) ya no participa en los acontecimientos posteriores. En las
siguientes fases, las dos cromitidas del cromosoma X restante se separan de la misma forma
que en los autosomas. Al final se produce el 6vulo maduro y un cuerpo polar ambos con un
solo cromosoma X. El 6vulo maduro inicia rdpidamente las divisiones mit6ticas que inician a
su vez el desarrollo embrionario del futuro macho. El comportamiento de los cromosomas X
antes o durante la divisién maduracional, y por tanto la determinacién del sexo, estarfa
controlado por los niveles de hormona juvenil (Mittler et al., 1979; Hales and Mittler, 1987).

El proceso de espermatogénesis en los machos asegura que sus descendientes sean solo
hembras mediante eliminacién selectiva de los espermatocitos secundarios que carecen del
cromosoma X (Morgan, 1915; Schwartz, 1932). Esto es debido probablemente a que el
cromosoma X es portador de algunos factores indispensables para una espermiogénesis
correcta y aquellos espermatocitos secundarios que carecen de ellos degeneran.

Por otra parte, aunque los datos existentes son contradictorios, la idea de que las
meiosis asociadas a la espermatogénesis son aquiasmadticas es la m4s genefalizada (Ris, 1942;
Blackman, 1976) aunque puede haber cierto grado de variacién dependiendo de las especies
estudiadas (Blackman, 1987).
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Desarrollo postembrionario. ' _
Como insectos heterometdbolos que son, los dfidos presentan una seric de estadios

ninfales que se asemejan al adulto aunque en el caso de las formas aladas, sus ninfas en las '
primeras fases todavia no presentan los esbozos alares. Adem4s, las formas ninfales tienen los
mismos hibitos ecolégicos que los adultos por lo que los pulgones han de ser considerados
como insectos pauromet4bolos (!!!!1). ' '

Como norma general los 4fidos presentan cuatro estadios ninfales con sus
correspondientes ecdisis antes de alcanzar el estado imaginal. Sin embargo existen algunas
excepciones distribuidas en las prmmpales familias que presentan una quinta muda tras el
nacimiento de una pequeiia parte de la progenie (T akahashx, 1924a, b)

Cromosomas vy variacién cariotipica en 4fidos. (Blackman, 1987)

Los cromosomas de los dfidos como los de otros insectos hemipteroides son
holocéntricos, careciendo de centrémeros localizados. La actividad centromérica en este tipo
de cromosomas esté repartida de forma difusa a lo largo del cromosoma. De esta forma, en la
anafase de la célula en divisién, cada cromosoma estd unido a las fibras del huso en toda su
longitud lo que provoca que el desplazamiento de los cromosomas hacia los polos de la célula
tenga distinto aspecto al de los cromosomas con centrémeros localizados.

La naturaleza difusa de los centrémeros tiene efectos importantes en los cambios y
reordenaciones cromosémicas que pueden darse a lo largo de la especiacién y la evolucién.
Los cromosomas holocéntricos pueden fragmentarse por muchos puntos rindiendo productos
de disociacién todavia estables. Esto es posible porque todos los fragmentos presentan
actividad centromérica y por tanto se pueden orientar correctamente en la placa ecuatorial
durante la mitosis dividiéndose y pasando normalmente a las células hijas. Como consecuencia
de ello, ciertos géneros y especies de 4fidos presentan una considerable variacién en el nimero
de cromosomas asociada a pocos cambios morfol6gicos. En particular, en aquellas especies
que han perdido total o parcialmente la fase sexual, el nimero de alteraciones cromosémicas
que se pueden acumular en diferentes lineas partenogenéticas que evolucionan
independientemente, es ilimitado. A pesar de esta potencialidad, parece existir una fuerte
tendencia a la estabilizacién del nimero de cromosomas a nivel de género o subgénero

(Blackman, 1987).

L2.6. Estructura de las poblaciones.

Como ya se ha descrito, la estructura temporal de las poblaciones de 4fidos depende de
la secuencia de formas especializadas que aparecen a lo largo del ciclo biol6gico. Este
polimorfismo estacional es activado por factores ambientales de forma que las poblaciones
combinan sus patrones adaptativos firmemente fijados con una relativa flexibilidad. Esta
permite adecuaciones a cambios bruscos en las condiciones ambientales. |
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Por otra parte, la estructura espacial de las poblaciones depende tanto de la distribucién
de los posibles hospedadores como de las interacciones entre individuos. En muchas especies
existe una tendencia a la agregacién o formacién de colonias. Sin embargo, esta tendencia es
limitada. Superados unos niveles de densidad de individuos por hospedador, se favorece la
aparicién de formas aladas que dispersan la poblacién buscando hospedadores adecuados libres
de 4fidos. Otro factor a tener en cuenta es el carécter monoico o heteroico de una especie, ya
que influye decisivamente en el grado de aleatoriedad que puede darse en el apareamiento.
Desde este mismo punto de vista es importante en las especies heteroicas la forma en que se
producen las formas sexuales. El grado de endogamia serd mayor en especies en que ambos

‘sexos nacen de un mismo tipo de individuo (sexdpara) que en aquellas en que hay una
separacién temporal entre la aparicién de machos y de hembras sexuadas mediante la inclusién
de una generacién intermedia (ginéparas). '

El hecho de que el caricter holociclico o anholociclico no sea algo absolutamente
definitorio de algunas especies si no que puede ser aplicado igualmente y como caricter
diferenciador a subespecies, poblaciones e incluso clones, complica el estudio de la estructura
génética de las poblaciones de 4fidos dado que en una misma zona geogrifica pueden coexistir
clones indefinidamente partenogenéticos con otros que incluyen la fase de reproduccién sexual.
Que ambos tipos de formas puedan o0 no ser considerados como miembros de una misma
poblaci6n es algo que debe ser discutido.

Desde el punto de vista de la genética de poblaciones, no existe ninguna diferencia
bésica entre aquellas especies o0 poblaciones de 4fidos holociclicas y cualquier otro organismo
de apareamiento aleatorio (W&hrmann y Hales, 1989). En ambos casos la variabilidad
genotfpica es regenerada durante la fase sexual mediante recombinacién. Durante el desarrollo
del zigoto a individuo adulto pueden actuar tanto la seleccién como la deriva. Esta \ltima
ademds tendrfa un papel importante en el proceso de migracién entre huéspedes alternativos en
las eépecies heteroicas. Sin embargo en aquellas especies, poblaciones o clones anholociclicos
la seleccién actuarfa de forma mucho més dréstica, ya que incluso pequefias variaciones en la
eficacia entre diferentes fenotipos como consecuencia de cambios ambientales no previsibles
pueden producir grandes cambios en la composicién genotipica de una poblacién mediante la
extincién de lineas partenogenéticas (clones) completas.

Aunque el papel de la seleccién puede llegar a ser importante, la estructura de las
poblaciones de 4fidos y su variabilidad genética est4n determinadas en gran medida por sucesos
aleatorios. Estos sucesos son importantes en varios momentos a lo largo del ciclo anual El
tamafio de las poblaciones est4 sujeto a enormes fluctuaciones como consecuencia de una serie
de factores tales como predaci6n intensa, condiciones fisiol6gicas poco 6ptimas del
hospedador y condiciones climéticas desfavorables. En las épocas de migraci6n entre los dos
hospedadores en especies heteroicas, o entre distintos tipos de hospedadores en especics
relativamente polifagas, se producen cuellos de botella importantes en las poblaciones de
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pulgones. Como consecuencia, en boblaciones de tamafio reducido, se puede llegar a la fijacién

de genotipos. En el caso de las especies o poblaciones anholociclicas no sélo se puede producir

la fijacién de genotipos homocig6ticos sino también de genotipos heterocigéticos (Tomiuk y

. Woéhrmann, 1984; Voegtlin et al, 1987). Pero esto no implica necesariamente una ausencia

total de variabilidad genética, existiendo algunos mecanismos que contrarrestan los efectos de

la deriva: la recombinaci6n en especies 0 grupos con reproduccién sexual, la migracién, tasas

diferenciales de predacién en distintos hospedadores, y diferentes tasas reproductivas en

hospedadores diferentes. |

La mayorfa de los estudios sobre pohmorﬁsmo en las poblaciones. de 4fidos se han
basado fundamentalmente en el andlisis de diferentes caracteres de historia de vida y del
polimorfismo enzimitico. Mientras que el estudio de los primeros ha revelado un amplio
polimorfismo (MacKay, 1993), los segundos han puesto de manifiesto una variabilidad
limitada. Asf, en estudios de polimorfismo enzimitico, mientras Ayala (1984) estima la
heterocigosidad media en invertebrados en 0.10, en 4fidos Tomiuk (1987) estim6 un valor de
un orden de magnitud menor. Sin embargo, factores como el tipo de ciclo de vida desarrollado
o el rango de hospedadores utilizado hacen que de unas especies a otras puedan existir grandes
diferencias en los valores estimados de polimorfismo y heterozigosidad (Wohrmann y Hales,
1989). En este sentido, estudios comparativos de polimorfismo enzim4tico en especies con fase
sexual y en especies exclusivamente partenogenéticas parecen apoyar la idea de que estas
dltimas poseen menor variabilidad genética (Wohrmann y Tomiuk, 1988).

La pérdida de la capacidad de reproduccién sexual de forma independiente en
diferentes poblaciones de una misma especie, y la adaptacién diferencial a distintos
hospedadores, son los mecanismos b4sicos que han propiciado la aparicién de poblaciones o
razas aisladas reproductivamente en varias especies de 4fidos. Es por ello que los 4fidos
representan un grupo ideal de organismos sobre los que plantear cuestiones bésicas de la |
biologfa y la genética de poblaciones. ;Representan estas poblaciones grupos aislados
reproductivamente?; ;en qué grado han divergido?; ;cuando se ha producido esta divergencia?;
Jha sido una divergencia simp4trica o alopétrica?;’g,cuales son las relaciones filogenéticas entre
estas poblaciones?. Todas estas cuestiones tienen gran relevancia tefrica, pero también
préctica por cuanto el disefio de estrategias para el control de las especies consideradas plaga
depender4 en parte de las respuestas.

La mayor parte de los estudios sobre la estructura y la dinimica de las poblaciones de
dfidos se ha basado en el andlisis de los polimorfismos enziméticos (Tomiuk and Wéhrmann,
1984; Loxdale et al, 1983, 1985a, b; Loxdale and Brdokes, 1988; Steiner et al., 1985). La
mayor limitacién del uso de alozimas ha sido los bajos niveles de variabilidad genética
detectados. Es por ello que en los iltimos afios se han empezado a utilizar técnicas basadas en
la manipulaci6n y andlisis del DNA: estudios de variabilidad del DNA mitocondrial (Powers et
al,, 1989; Martinez et al.,, 1991), técnicas de "fingerprinting" (Lupoli et al, 1990; Black, 1990;
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Carvalho et al, 1991) y andlisis basados en la ampliﬁcaciéndc fragmentos especificos o
aleatorios de DNA mediante la reacci6n en cadena de la p_o_limerasa (PCR) (Black IV et al.,
1991; Cenis et al.,, 1993).

L3. RHOPALOSIPHUM PADI:UN AFIDO MODELO.

- El pulgén conocido en inglés como "bird cherry-oat aphid", Rhopalosiphum padi (L.),
estd ampliamente reconocido como un importante insecto plaga de cereales. Puede producir
“importantes pérdidas en los cultivos cerealicolas tanto por la accién directa de su alimentacién,
al consumir parte del floema de la planta, como por la transmisién del virus del enanismo
amarillo de la cebada (Barley Yellow Dwarf Virus 0 BYDV), que es considerado como el virus
de mayor importancia econémica en cultivos de cereal a nivel mundial (Burnett, 1984,
Blackmer y Bishop, 1991). La importancia relativa de ambos tipos de dafios es diferente segtin
zonas geogréficas. Asf, en los paises del norte de Europa el calificativo de plaga lo debe
principalmente a los dafios directos que produce en los cultivos (Leather et al., 1989), mientras
que en el resto de Europa y América del Norte merece tal calificativo por ser un importante
vector del BYDV (Carter et al, 1980; Gillet et al, 1990; Plumb, 1983; Caldwell et al., 1983;
Rothman et al., 1959; Gill, 1980), demostrando en algin caso ser el vector m4s importante del
virus (Halbert et al., 1992). En el caso concreto de Espafia, R. padi es responsable de la
transmisién de los dos serotipos mds predominantes de este virus (PAV y RPV) a los cultivos
de cereal de invierno (Fereres et al., 1989).

Rhopalosiphum padi (L.) es un 4fido presumiblemente de origen paledrtico aunque en
la actualidad se puede considerar como virtualmente cosmopolita (Blackman y Eastop, 1985;
Zapparoli, 1993). Es una especie heteroica entre Prunus y gramineas. La fase sexual de su
ciclo biol6gico se desarrolla sobre un hospedador primario lefioso del género Prunus. Presenta
en esta fase una clara preferencia por la especie Prunus padus (L) (Dixon y Glen, 1971)
aunque también se ha descrito sobre otras especies espontdneas y ocasionalmente sobre
especies cultivadas del mismo género (Blackman y Eastop, 1985; Nieto Nafria, 1974). Como
hospedadores secundarios puede encontrarse sobre un gran nimero de especies de gramineas
espontédneas y cultivadas, incluyendo los cereales mas habituales y las gramineas para pasto.
También se ha descrito sobre Cyperaceae, Iridaceae, Juncaceae y Typhaceae.

Su ciclo biolégico completo (holociclo) se inicia con el huevo de invierno depositado
sobre P. padus del que nace en la primavera la fundatriz que se alimenta sobre las yemas y el
envés de las hdjas de su hospedador. La fundatriz inicia una linea partenogenética o clon en el
que a una o unas pocas generaciones de individuos desarrollados sobre el hospedador primario
le suceden las formas emigrantes aladas que colonizarén los hospedadores secundarios. En
estos se sucederdn una serie de generaciones partenogenéticas de exiladas dpteras y aladas a lo
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largo del verano. Al final del verano nacen las ginéparas, que son aladas y que retornarén al |
hosspedador primario en donde dar4n lugar a las oviparas (hembras sexuadas). Estas tltimas se
apareardn con los machos alados y depositardn el huevo de invierno que iniciard un nuevo
ciclo. Los machos generalmente nacen de las mismas hembras que dieron lugar a las ginéparas
pero retrasados en el tiempo respecto a ellas, previniendo en gran medida apareamientos
endogdmicos por cuanto el retorno al hospedador primario se realiza de forma separada en el
tiempo. El polifenismo ‘asociado con las diferentes partes del ciclo biolégico es amplio (ver
Figura 5.1). ' -

Los clones de R padi con este tipo de ciclo presentan tres periodos migratorios
' separados (Wiktelius et aL, 1990): el primero, en la primavera, cuando los 4fidos abandonan el
huésped primario en busca de los cereales que estdn empezando su crecimiento; un segundo
periodo, en verano, en el que con la senescencia de los cereales, los sustituyen por otras
gramfneas espont4neas; finalmente el tercer periodo migratorio se produce en otofio cuando se
produce la recolonizacién del hospedador primario (P. padus).

Bajo ciertas circunstancias tales como inviernos suaves y/o escasez del hospedador
primario, R. padi puede desarrollar un ciclo vital incompleto (anholociclia) pasando también el
invierno como generaciones partenogenéticas sobre rebrotes de cereal o cereales de invierno
(Dedryver, 1987) o sobre hierbas espontdneas (Henry, 1988) cuyo papel como reservorios del
BYDYV puede ser importante (Fargette et al, 1982). La Figura 6.1. esquematiza los dos tipos
basicos de ciclo de vida que se pueden observar en esta especie. Ademds de estos dos ciclos,
en R padi, al igual que en Myzus persicae (Blackman, 1971; 1972), se pueden encontrar
también clones de tipo androciclico (los tnicos individuos sexuados que se producen son
machos) y otros de respuesta intermedia (junto con hembras partenogenéticas se producen
unos pocos machos y unas pocas oviparas) (Tatchell y Parker, 1990; Simon et al., 1991). En el
laboratorio se puede inducir de forma experimental, mediante la simulacién de condiciones de
invierno, la aparicién de formas sexuales y determinar, por tanto, el tipo de ciclo vital que
presenta un determinado clon (Dixon and Glen, 1971; Simon et al., 1991). ’

En una misma zona geogrifica pueden coexistir clones holociclicos y anholociclicos al
mismo tiempo, como sucede en Gran Bretafia y Francia (Dedryver y Gellé, 1982; Tatchell et
al,, 1988; Simon et al., 1991). Este hecho puede ser importante en la demografia anual de la
especie y puede tener una especial incidencia en la expansién del BYDV en otofio en esas
zonas dado que no todas las formas son igualmente infectivas. En los clones holociclicos es
altamente improbable que aquellos individuos destinados a regresar al hospedador primario
(gin6paras y machos) infecten gramineas. Adem4s, los indivfduos que abandonan el huésped
primario en la primavera est4n libres de virus y no contribuyen a la infeccién de los cultivos
primaverales que colonizan. Por el contrario, los clones anholociclicos o parcialmente
anholociclicos han de considerarse como reservorios potencialmente permanentes del virus ya
que no pasan por ninguna fase de "purificacién”. En este contexto es importante sefialar que
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Figura 6.1. Esquema que representa los dos tipos de ciclo de vida que puede desarrollar el afido R. padi.
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* las poblaciones espafiolas m4s estudiadas (provincias de Lérida y Madrid) parecen comportarse
exclusivamente de forma anholociclica (Pons, 1986; Fereres et al., 1990).

Desde el punto de vista de la epidemiologia del BYDV es importante conocer el nivel
de migracién entre poblaciones del 4fido, asf como la proporcién de clones en cada poblacién
con uno u otro tipo de ciclo vital (Simon et al,, 1991). |

Movimientos migratorios a través de distancias largas producirian explosiones viricas
en un drea determinada adn no existiendo reservorios locales del virus conocidos, y por tanto
seria inutil erradicar dichos reservorios allf donde existan. Sobre este aspecto existen puntos de
vista divergentes en la literatura: mientras que Tatchell et al (1988) sugxeren una dxspersxén
local del virus en Inglaterra, Paliwal (1982) propone que los reservorios locales tienen poca
incidencia como fuentes de in6culo del virus en el Este de Canadd. En este mismo sentido,
Loxdale (1988) bas4ndose en la distribucién espacial y temporal de las frecuencias alélicas de
dos sistemas alozimicos concluye que los niveles de flujo genético en R. padi son elevados.

Por otro lado, serfa deseable, por las razones mencionadas anteriormente, poder
caracterizar las poblaciones en cuanto a su composicién en clones holociclicos y anholociclicos
asf como estimar los niveles de migracién de ambos tipos de clones.

El calificativo de "modelo” aplicado a R. padi con que se encabeza el presente apartado
ha de ser contemplado desde la perspectiva del conjunto de caracteristicas que presenta esta
especie y que son comunes total o parcialmente a otras muchas especies de 4dfidos. Cabe
destacar entre estas caracteristicas su amplio polifenismo, la variabilidad existente en el tipo de
ciclo de vida desarrollado por diferentes clones y su status de insecto plaga tanto por los dafios
directos que produce en los cultivos de cereales en muchas 4dreas, como por su importancia
como transmisor de virosis en otras.






Figura 5.1. Polifenismo asociado a algunas fases del ciclo biolégico de R. padi. a) Exilada aptera y alada, b) Exilada

aptera y hembra sexuada. ¢)Ginépara y macho, e) Colonia formada por una exilada alada.



L4. EL DNA MITOCONDRIAL COMO MARCADOR GENETICO.

En la dltima década, el andlisis del DNA mitocondrial (mtDNA) se ha consolidado
como una herramienta muy itil en estudios evolutivos de animales. Estos estudios han
permitido profundizar en el conocimiento de la estructura poblacional y flujo génico,
hibridacién, biogeograffa, y relaciones filogenéticas de gran nimero de especies animales.
Existe un gran sinergismo entre los dos grandes campos de investigacién del mtDNA: los
estudios evolutivos proporcionan datos sobre organizacién y funcién, y las. investigaciones
moleculares contnbuyen a aumentar el mvel de soﬁstxcacxén de los estudlos evolutlvos basados
en el mtDNA. o | D .

L4.1. Caracteristicas basicas del mtDNA.
Dado que una parte fundamental de la presente tesis se basa en el andlisis de la
variabilidad del mtDNA, describiremos con cierto detalle algunas de las caracteristicas mis

relevantes de su organizaci6én y funcién asf como los principales mecanismos generadores de
variabilidad.

L4.2. Organizacion y funcién.

El mtDNA de animales presenta una serie de caracterfsticas que se pueden considerar
generales. Con una sola excepcién documentada en Hydra (Warrior and Gall, 1985), es una
molécula de DNA de doble cadena, circular y covalentemente cerrada que se hereda por via
materna, aunque se han descrito unos pocos casos de herencia biparental (Kondo et al, 1990;
Hoech et al,1991). Su tipo de herencia tiene implicaciones importantes en los estudios
poblacionéles ya que hace que el tamafio efectivo de las poblaciones sea menor para el mtDNA
que para genes nucleares y esto es de espec1al relevancia al cosiderar los procesos estocésticos
que afectan a las poblaciones.

Junto a la herencia materna, la otra caracteristica fundamental del mtDNA es la
ausencia de recombinacién que hace que la molécula entera represente un Gnico marcador
genético. Ello proporciona una alta resolucién en el establecimiento de genealogfas maternas y
permite discriminar entre identidad por descendencia y convergencia. | '

El tamafio de la molécula en animales es relativamente pequefio oscilando entre 14 kb
en el nemitodo Caenorhabditis elegans (Okimoto et al, 1992) y 42 kb en el bivalvo
Placeopecten megellanicus (LaRoche et al, 1990) aunque el tamafio més comunmente
encontrado estd pr6ximo a las 16 kb.

Actualmente se han secuenciado completamente los genomas mitocondriales de varios
representantes de siete phyla animales que incluyen cinco mamiferos (Anderson et al, 1981 y
1982; Bibb et al., 1981; Gadaleta et al, 1989; Arnason et al, 1991), un ave (Desjardins and
Morais, 1990), un anfibio (Roe et al., 1985), tres equinodermos (Jacobs et al., 1988; Cantatore
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et al, 1989), tres artr6podos (Clary y Wolstenholme, 1985; Valverde, 1992....), tres
nem4todos (Wolstenholme et al., 1987; Okimoto et al,, 1991 y 1992), y un cnidario (Pont et
al, 1992; Beagley et al,, 1992). Existen adem4s innumerables datos sobre secuencias parciales
de genomas mitocondriales de otros muchos representantes de estos y de otros grupos de
animales. De estos datos emergen cuatro caracteristicas bésicas de la estructura del mtDNA de
metazoos: '

a) Disposicién muy compacta, incluso solapada, de los genes, con pocas o ninguna
secuencias intergénicas que, de existir, se limitan a unos pocos nucleétidos. A

b) Ausencia de intrones en los genes estructurales con una tnica excepcién descrita
. (Beagleyetal,1992).

¢) Distribuci6n dispersa de los genes de tRNA entre los restantes genes.

d) Existencia de una regi6én control no codificante que contiene secuencias esenciales
para el inicio de la replicacién y la transcripcién.

Con algunas excepciones el contenido génico en todos los grupos animales es el mismo
aunque existe gran variacién en cuanto a la disposici6n relativa de algunos genes o grupos de
genes en los distintos grupos. El genoma mitocondrial contiene genes para dos RNA
ribosémicos, 22 tRNAs (excepto en el cnidario Metridium senile que solo contiene dos) y 13
proteinas. Los dos RNAs ribosémicos son homélogos a los RNAs ribosémicos 16s y 23s de E.
coli aunque mis pequefios: el pequefio (STRNA) de 12s y el grande (IrRNA) de 16s. Las 13
proteinas son enzimas 0 componentes de enzimas implicados en la cadena de transporte de
electrones de la mitocondria y en la fosforilacién oxidativa: Cytb, apoenzima del complejo
ubiquinol-citocromo ¢ reductasa; COI, COII y COIIl, subunidades de la citocromo ¢ oxidasa;
ATPasa6 y ATPasa8, esta ultima ausente en el mtDNA de nematodos (Wolstenholme et al.,
1987; Okimoto et al., 1991; 1992a, c), corresponden a las subunidades 6 y 8 de la fraccién F
de la ATP sintetasa; ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, NDS y ND6, todas ellas subunidades del
complejo de la NADH deshidrogenasa de la cadena de transporte de electrones mitocondrial

Cada filum parece tener una ordenacién particular de todos estos genes (Figura 4.1.),
existiendo diferencias incluso dentro de los fila. Asf, peces, anfibios y mamiferos tienen el
mismo orden, pero en aves serfa ligeramente diferente (Desjardins and Morais, 1990; 1991).
Comparando con los vertebrados, el mitocondrial de insectos y equinodermos presenta
~ reordenaciones de los genes de proteinas y rRNAs que se explican por un nimero limitado de
transposiciones, mientras que la disposicién de estos genes en el resto de grupos de
invertebrados parece mucho menos relacionada. La disposicién de los genes de los tRNAs en
invertebrados presenta una gran variaci6n incluso dentro de un mismo filum. .

Por otra parte, la regién control posee caracteristicas diferentes en distintos grupos.
Asf, en vertebrados y equinodermos contiene un "loop" con una topologfa caracterfstica, razén
por la cual a esta regién se la denomina "D-loop”. En insectos y nematodos esta estructura no
existe, caracterizdndose la regién control por un elevadisimo contenido en adenina y timina, y
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Figura 4.1. Mapas génicos de las moléculas de miDNA de un mamifero (Mus musculus', Bibb et al.,
1981), un insecto (Drosophila yakuba; Clary y Wolstenholme, 1985), un equinodermo (Paracenlrotus
lividus; Cantatore et al., 1989), dos nematodos (Caenorhabditis elegans y Meloidogyne javanica;
Okimoto et al., 1991,1992a, c¢), y un cnidario (Metridium senile’, Beagley et al., 1992). El nombre de los
genes es el mismo que el utilizado en el texto con excepcion de los tRNAs, que en la Figura se identifican
con el codigo de una letra correspondiente a su aminodcido. Otras ordenaciones encontradas en
organismos préximos a los aqui representados asi como los cambios acontecidos se indican sobre el
mapa correspondiente. (Tomado de Wolstenhome, 1992).
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de ahf el nombre de regién rica en A+T en estos grupos. La forma en que esta regién participa
en la replicacién y transcripcién del mtDNA sélo se conoce con cierto detalle en vertebrados
(Clayton, 1991), aunque algunos aspectos son generales a todos los grupos. El mtDNA se -
-replica auténomamente a lo largo del ciclo celular de un modo regulado y coordinado con la
expresién nuclear (Kruse et al., 1989). La replicacién del mtDNA es unidireccional a partir de
un origen de replicacién localizado en la regién control, y altamente asimétrica, siendo el grado
de asimetrfa variable entre y dentro de grupos (Wolstenholme et al., 1974; Goddard and
Wolstenholme, 1978; 1980). Por otra parte, la transcripcién (al menos en mamiferos) también
se incia en esta regién, dando lugar a transcritos primarios de las dos cadenas que habrdn de
ser procesados para dar lugar a los transcritos mono o bicistrénicos maduros. Se ha sugerido
que la distribucién compacta de los genes estd relacionada con este proceso, y que los tRNAs
actuarfan como sefiales en el procesado de los transcritos policistrénicos (Battey and Clayton,
1980; Ojala et al., 1980). | -

Es también destacable el hecho de que el cédigo génético mitocondrial es diferente del
universal y que este c6digo mitocondrial no es Gnico, sino que presenta ciertas variaciones en
los distintos grupos estudiados (Wolstenholme, 1992). Los 22 tRNAs presentes en el mtDNA
de 1a mayorfa de los grupos animales son suficientes para la decodificacién de los 12 o 13
genes mitocondriales que codifican para proteinas. Ello es debido a que cada tRNA es capaz
de "leer" todos los codones de una misma familia de cuatro codones (Barrell et al., 1980;
Anderson et al., 1981).

Otra caracteristica relevante del mtDNA es el sesgo en la utilizacién de los cuatro
nucle6tidos. Asf, en los genes que codifican proteinas en vertebrados, hay una baja proporcién
de guanina, y en insectos y otros invertebrados el contenido global en A+T es muy alto (70%-
80%) llegando a valores extremos en la tercera posicién de los codones (94% en Drosophila _
yakuba) (ver tabla VIII de Wolstenholme, 1992).

L4.3. Variabilidad del DNA mitocondrial.

Ademds de las reordenaciones producidas en la disposicién de los genes en el mtDNA
de los diferentes grupos, las dos principales fuentes de variacién en el mtDNA de metazoos
son las sustituciones nucleotidicas y las variaciones en la longitud de 1a molécula.

Con respecto al primer tipo de variacién cabe destacar las diferentes tasas de
sustitucién nucleotfdica que se pueden encontrar en diferentes organismos. Asf, frente a un
rango de 5 a 10 veces mayor tasa evolutiva del mtDNA respecto a los genes nucleares de copia
tnica en vertebrados (Brown, 1985; Wilson et al, 1985; Cantatore y Saccone, 1987), en
Drosophila y equinodermos parece que ambos tipos de moléculas evolucionan con tasas
similares (Powell et al., 1986; Solignac et al,, 1986; Vawter y Brown,1986). Las especies
hawaianas de Drosophila son una excepci6n dentro de los invertebrados, ya que su mtDNA
evoluciona con una tasa unas cuatro veces superior a l1a de sus genes nucleares de copia dnica
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(DeSalle y Templeton, 1987). Algunos autores han propuesto, sin embargo, que es la tasa
evolutiva de los genes nucleares de copia tnica la que variarfa de unos organismos a otros
(Vawter y Brown, 1986).

Estudios comparativos entre grupos altamente relacionados han puesto -de manifiesto
que un tipo de sustitucién nucleotidica es més frecuente que otro: las transiciones (cambio de
purina a purina o de pirimidina a pirimidina) superan con mucho a las transversiones (cambios
de purina a pirimidina o viceversa), aunque este sesgo se hace menos patente, hasta
desaparecer, a medida que aumenta la divergencia entre las secuencias comparadas. La razén
entre transiciones y transversiones observada en especies proximas de mamiferos es 9:1

~(Brown, 1982), llegando en Drosophila a una relacién de 11:1 (DeSalle et al, 1987), cuando
Ia relacxén tebrica esperada es de 1:2.

Las tasas de sustitucién nucleotfdica son, ademds, diferentes en los dxstmtos elementos
funcionales de 1a molécula disminuyendo segiin el siguiente orden : regién control, genes que
codifican para proteinas, y genes para rRNAs y tRNAs.

Otra caracteristica imporiante es que una alta proporci6n (més del 90% en vertebrados)
de las sustituciones son silenciosas aunque ello no quiere decir que sean necesariamente
neutras (Moritz et ai., 1987). Desde la Optica neutralista, la frecuencia de uso de codones
alternativos deberfa ser la misma, dadas iguales tasas de mutacién (Li et al, 1985; Kimura,
1983), pero sin embargo el patrén de uso de codones es marcadamente no aleatorio, con una
deficiencia general de codones acabados en G (Pepe et al, 1983), y un fuerte sesgo hacia
codones acabados en A o en T en Drosophila (Clary y Wolstenholme, 1985). En este contexto
es de destacar el alto contenido en A+T del genoma mitocondrial de Drosophila (74%-80%) y
probablemente de insectos en general, y que puede reflejar algiin tipo de adaptacién hacia un
uso més eficaz de estas bases por las polimerasas (Clary y Wolstenholme, 1985; Wolstenholme
y Clary, 1985; Jukes y Bhushnan, 1986).

Por lo que respecta a la variacién en longitud del mtDNA, cada vez parece m4s claro
que este tipo de variaci6n es frecuente en los genomas mitocondriales animales (Buroker et al.,
1990; Arnason y Rand, 1992; Moritz and Brown, 1987; Mignotte et al., 1990; Edwards and
Wilson, 1990; Gjetvaj et al., 1992; Cornuet et al, 1991; Harrison et al, 1985; Hale and Singh, -
1986; Solignac et al., 1986; Matsuura et al, 1991). Moritz et al. (1987) proponen tres tipos
generales de variacién en tamafio del mtDNA:

a) Pequefios cambios en el nimero de nucle6tidos en secuencias homopolfmeras.

b) Diferencias en el nimero de copias de secuencias relativamente cortas repetidas en
tandem. .

¢) Deleciones o duplicaciones de fragmentos relativamente grandes.

Aunque se han descrito casos en los que ciertos genes estructurales est4n implicados en
estos sucesos (Moritz and Brown, 1987; Boursot et al, 1987;), la mayor parte del
polimorfismo de tamafio descrito en el mtDNA de animales reside o implica de una u otra
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forma a la regién control de la molécula (D-loop en vertebrados y regién rica en A+T en '
insectos). -

De los estudios basados en la comparacién de especies préximas (Hoelzel et al,, 1991;
Soiignac et al, 1986; Monforte et al, 1993) y de aquellos que centran su atencién en la
variacién intraespecffica (Rand and Harrison, 1989; Brown et al, 1992; Arnason and Rand,
1992) se deduce que no existe una correlacién entre los patrones de polimorfismo de longitud
observados y relaci6én ‘taxon6émica entre especies. Este hecho sugiere que el mecanismo
generador de este tipo de polimorfismo ha de estar basado en algiin suceso de tipo aleatorio.

Una caracterfstica del polimorfismo de longitud del mtDNA, que lo hace ciertamente
 distinto del polimorfismo originado por sustituciones nucleotidicas, es su frecuente asociacién
con fenémenos de heteroplasmia (coexistencia de méds de una variante de mtDNA en un mismo
individuo). Se han propuesto diferentes mecanismos moleculares que tratan de explicar
satisfactoriamente y de forma conjunta este fenémeno y Ia ya mencionada distribucién errdtica
en los grupos taxonémicos del polimorfismo de tamafio del mtDNA (Levinson and Gutman,
1987; Rand and Harrison, 1989; Buroker et al., 1990;...)

L4.4. Aplicaciones del andlisis del mtDNA a la biologia de poblaciones.

La transmisién por via materna, evoluci6n relativamente rdpida y ausencia de
recombinacién del mtDNA proporciona varios tipos de informacién dnica que han contribuido
a su amplia utilizacién como marcador genético en estudios de estructura poblacional y
filogenéticos.

La teorfa genético-poblacional (Birky et al, 1983; Birley and Croft, 1986; Takahata
and Palumbi, 1985; Maynard Smith, 1989) sugiere que ‘el mtDNA es un marcador
particularmente apropiado para el estudio de diversos acontecimientos poblacionales:
estructuracién biogeogréfica, flujo genético mediado por hembras, colonizaciones e
introducciones recientes, cuellos de botella, historia evolutiva reciente de especies (incluidos
los taxones hibridos) y dindmica de las zonas de hibridacién entre especies. Dadas sus
peculiares caracteristicas, es esperable que los marcadores mitocondriales muestren mayor
grado de variaci6n entre demes que los nucleares, especialmente en aquellos casos en que las
hembras sean més sedentarias que los machos.

Aunque mediante la secuenciacifn, hoy facilitada por las técnicas de amplificacién del
DNA (PCR), sc puede llegar a una completa caracterizacién de las bases moleculares de la
variabilidad del mtDNA, la mayor parte de los estudios de polimorfismo del mtDNA en
poblaciones naturales se han basado en la utilizacién de enzimas de restriccién que fragmentan
el mtDNA en un conjunto discreto de fragmentos. Asi, las diferencias en el patrén de
fragmentos producido por un determinado enzima o, generalmente, por un conjunto de ellos
pueden ser utilizadas como marcadores genéticos. La comparacién de tales patrones o de los
mapas de sitios de restriccién deducidos de ellos permite una estimacién de la distancia
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genética entre los mtDNA comparados o la realizacién de los apropiados andlisis filogenéticos
(Neti, 1987).

Son abundantes los casos descritos de elevado polimorfismo intraespecffico del mtDNA
asociado a una importante dif'er'enciacién geogrifica (ver revisiones de Avise, 1986 y Avise
and Lansman, 1983). Sin embargo en algunas especies (Avise et al, 1986; Brown, 1980; Cann
et al,, 1987; Dowling and Brown, 1987; Graves et al, 1984), la diversidad del mtDNA es
reducida, sugiriendo que en estas especies es frecuente la dispersién mediada por las hembras o
que han sufrido cuellos de botella recientes. S

El andlisis del mtDNA también se ha usado para datar acontecimientos de Ia historia

evolutiva de distintas especms considerando que 1a diversidad del mtDNA en una especie estd
‘correlacionada con el tiempo transcurrido desde un ancestro materno comin. En este contexto
es interesante sefialar la controversia surgida tras la afirmacién por Cann et al. (1987) de que
todos los DNAs mitocondriales humanos actuales proceden de un ancestro comiin que vivi6
hace unos 200.000 afios. Esta hip6tesis conocida como "hipétesis de 1a madre Eva" se ha de
entender bajo la 6ptica de que aunque en el tiempo en que vivi6 este ancestro comiin vivieran
varios miles de hembras mds, hay una alta probabilidad de que solo uno de sus mtDNAs
perviviese hasta la actualidad (Avise et al., 1984; Latorre et al., 1986; Avise, 1986).

Los estudios de variabilidad del mtDNA han proporcionado asf mismo un nuevo tipo
de evidencia para inferir la historia de taxones con reproducién partenogenética y para revelar
fenémenos de introgresi6n (transmisién de un linaje mitocondrial de una especie a otra a través
de hibridos fértiles). El primer estudio de este tipo fue el de Brown and Wright (1979) en el
que consiguieron identificar el ancestro materno de una especie partenogenética de lagartija
(Cnemidophorus) y estimar el tiempo de divergencia respecto a sus antecesores de
reproduccién sexual

En especies partenogenéticas, niveles bajos de diversidad del mtDNA pueden ser
explicados de forma distinta que en especies con reproduccién sexual, contemplindose la idea
de una evolucién reciente a partir de una tGnica hembra. Los individuos partenogenéticos
proceden de un tnico progenitor, por lo que la extincién estoc4stica de un linaje mitocondrial
se corresponde exactamente (y aquf radica la diferencia con respecto a las especies de
reproduccién sexual) con la extincién de un clon unisexual con su correspondiente sustrato
genético nuclear (Moritz et al., 1987).

Las excelencias de la utilizacién del mtDNA en estudios poblacionales no han de ser
consideradas, sin embargo, como absolutas. Los estudios basados en marcadores genéticos
mitocondriales asumen que estos son neutrales y que la frecuencia de retromutacién es
despreciable. Sin embargo estas asunciones no han de ser necesariamente correctas. Otra
fuente potencial de error es la extincién aleatoria de linajes mitocondriales que puede generar
clusters geograficos de mtDNAs relacionados, o marcadas diferencias entre mtDNAs de demes
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- préximos. En estos casos se observarfa una falta total de concordancia con las conclusiones
inferidas a partir de marcadores nucleares.



IL OBJETIVOS.

El objetivo inicial del presente trabajo era determinar el grado de estructuracién y la-

. dinimica poblacional de diferentes poblaciones espafiolas del 4dfido Rhopalosiphum padi
mediante la utilizacién de marcadores genéticos que, como €l DNA mitocondrial pudiesen
revelar niveles de polimorfismo que las técnicas més clisicas habfan sido, en general, incapaces
de detectar en diferentes especies de 4fidos. El desarrollo de este objetivo nos condujo a
plantear la cuestién desde una perspectiva més_general que considerase aquellos aspectos que
pudiesen ser determinantes de la estructura genética global de la especie. Paralelamente, y en el

" contexto de la evolucién del DNA mitocondrial en insectos, nos propusimos caracterizar
molecularmente 1a regién control de esta molécula en R. padi con el fin Gltimo de contribuir al
todavia escaso conocimiento sobre pautas generales de organizacién y funcionamiento de esta
regi6n en dichos organismos. '

Estos dos planteamientos iniciales se pueden desgloSar en los siguientes objetivos:

1. Caracterizar molecularmente la regién control del DNA mitocondrial de R. padi
realizando un estudio comparativo con los insectos en que esta regién ha sido mejor descrita
tratando de indagar en la existencia de elementos comunes que pudieran servir de base al
establecimiento de algin tipo de generalizacién sobre la organizacién de esta regién en
insectos. . |

2. Determinar los niveles de polimorfismo existentes en diferentes poblaciones de R.
padi mediante el empleo de marcadores moleculares, centrdndonos principalmente en el
anilisis del DNA mitocondrial.

3. Tratar de establecer segiin la distribucién de los polimorfismos detectados c6mo se
estructuran las poblaciones del 4fido o al menos explicar los patrones de variacién observados
para la especie en su conjunto en el 4rea estudiada. - |

4. Discutir a la luz de los resultados obtenidos la conveniencia de profundizar en el
empleo de este tipo de marcadores para la realizacién de estudios poblacionales puntuales que
puedan tener un interés aplicado. |
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III MATERIAL Y METODOS.

Dado que la mayorfa de técnicas utilizadas en la presente tesis son de uso rutinario en
cualquier laboratorio de Genética Molecular Gnicamente describiremos con cierto detalle
aquellos aspectos que puedan ser novedosos o0 presenten alguna peculiaridad, limitdndonos por
lo demds a citar el proveedor o la resefia bibliogréfica correspondiente.

IIL1 Clones y stocks de R. padi
" En la presente tesis se han analizado un total de 148 clones de Rhopalosiphum padi
pertenecientes a 11 zonas geogréficas diferentes (Figura 1.III). Todos los clones excepto los
franceses e ingleses fueron establecidos a partir de muestreos en campo realizados en cuatro
regiones espafiolas durante primavera y otofio los afios 1989, 1990, 1991, 1992 y 1993. En
cada zona de muestreo se¢ capturaron pulgones con ayuda de un pincel sobre plantas alejadas
en un drea de 5 a 10 km para minimizar la probabilidad de capturar la progenie de un mismo
pﬁlgén.

Los clones franceses e ingleses proceden de stocks existentes en el centro de Rennes
del INRA (Francia) y fueron amablemente cedidos por el Dr. J. C. Simon, quién previamente
habfa caracterizado su ciclo de vida de acuerdo con su respuesta a condiciones de invierno
reproducidas en el laboratorio (Dixon and Glen, 1971). En principio, estos clones no pueden
considerarse como un muestreo aleatorio de las zonas en que fueron capturados originalmente
ya que fueron elegidos atendiendo a su ciclo biol6gico, de forma que tuviésemos un nimero
suficiente de clones caracterizados como holociclicos y como anholociclicos.

En todos los casos se fundaron clones ("clonacién") a partir de una tGnica hembra
partenogenética y se multiplicaron separadamente sobre trigo (variedad Talento). Para evitar
containinaciones, una vez colocados los pulgones sobre el tiesto de trigo, este se sellaba con un
cilindro de pldstico transparente que posefa seis ventanas y su base superior cubiertas con tela
de gasa para impedir 1a condensacién de agua debida a la transpiracién de las plantas de trigo
'(Figura 2.I1.). Los clones fueron mantenidos en el laboratorio junto a una ventana en
condiciones de fotoperiodo variable segin la época del afio y a una temperatura constante, en
la medida de lo posible, de 210C.

En la Tabla 1.III quedan resumidos todos los datos referentes a los muestreos asi como
otros datos de relevancia, tales como la planta sobre la que se realiz6 el muestreo y tipo de
ciclo de vida, en los clones en que este dato era conocido a priori.
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Tabla L.IL Datos referentes al origen geogrifico, periodo de captura, y planta-huésped m&e la que se
muestrearon los 148 clones de R. Padi analizados en el presente trabajo. En el caso de los clones cedidos por el Dr.
J.C. Simon se indica el ciclo biolégico determinado por €l para estos clones. Para el resto de clones, el simbolo “?”
indica que a priori se desconocia su ciclo vital, aunque para los espafioles se asumi6 que eran anholocfclicos. G.E.,
gramfneas espontdneas; R.C., rebrotes de cereales; (E), Espaiia; (F), Francia; (Y), Inglaterra; (CA), California;
(OK), Oklahoma; (KY), Kentucky; (Ar), Argentina.

Localidad N° clones Denominacién Captura Ciclo Huésped
Zaragoza (E) 6 Z1-Z6 nov-89 - ? : R.C./GE
8 77714 may90 ? . Cebada/Trigo
10 715724 novs0 7 ~ RCJGE
725233 jun-91 ?  Cebada
734-742 nov-91 ? - RCJGE
3 Z43-245 may-93 9  Trigo
Total 45 _
Cérdoba (E) 3 C1-C3 abr-90 ? ) Trigo
; C4-C7 - mar-90 ? Trigo/H. murium
8 C8-C15 nov-90 ? Rebrotes Trigo
10 C16-C25 mar-91 ? Trigo
Total 25
Madrid (E) 1 Ml 1985 ? Stock INIA
10 M2-M11 ene-90 ? R.C.
9 M12-M20 may-91 ? Cebada/Trigo
10 M21-M30  nov-91 ? R.C.
Total 30
Tarragona (E) 3 T1-T3 nov-89 ? Cebada
2 T4-TS dic-92 ? GE
Total §
Colmar (F) 5 Col-Co5 abr-92 Holociclico P. padus
- Rennes (F) 12 R1-R12 feb-90 Anholocfclico  RC./Cebada
10 R13-R22 feb-90 Holociclico P. padus
2 R23-R24 jun-91 Anbholocfclico P. padus
5 R26-R30 abr-92 Holociclico P. padus
Total 29
Bristol (I) . 2 B1-B2 jun-91,92 Holocfclico P. padus
S. Francisco (CA) 4 SF1-SF4 Dic-91 : ? : Poa sp.
Stillwater (OK) 1 ST1 may-92 ? ' ?
Lexington (KY) 1 L1 may-93 ? . Trigo
La Plata (Ar) 1 Arl may-93 ? ?
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IT1.2 Extraccién del DNA mitocondrial.

Para la extracci6én del mtDNA de 4fidos se combinaron y adaptaron los protocolos
desarrollados para Drosophila por Latorre et al. (1986) y Afonso et al. (1988). El protocolo
optimizado se describe a continuacién:

~ 1.- En un tubo Eppendorf de 1.5 ml preenfriado se colocan de 20 a 30 &fidos
manteniéndose el tubo en hielo.

2.- Se afiaden 320 ml de solucién I frfa: Tns-HCl 10 mM, NaCl 60 mM, sacarosa 5%,
EDTA 10 mM, pH 7.8 y se homogeneizan los 4fidos en esta solucién.

3.- Se afiaden después 400 ml de solucién II: SDS 1.25%, Tris-HCI 300 mM sacarosa
' 5%, EDTA 10 mM, pH 9. Se mezcla suavemente mediante unas pocas inversiones del tubo y -
se incuba la mezcla en un bafio termostético a 65°C durante 30 minutos. = :

4.- Se saca el tubo del bafio y se le afiaden 120 ml de acetato potdsico 5 M, pH 4.8. Se
mezcla suavemente y se incuba la mezcla a -209C durante un tiempo mfnimo de 10-15
minutos. ' _

5.- Se centrifuga durante 15 minutos a velocidad méxima en una centrifuga de mesa
tipo Eppendorf y se recoge el sobrenadante (aproximadamente 780ml).

6.- Tras afiadir el mismo volumen de alcohol isopropilico, e incubar 5 minutos a
temperatura ambiente, se centrifuga 5 minutos a velocidad méxima para precipitar los 4cidos
nucleicos.

7.- Se descarta el alcohol y el "pellet” se lava con etanol al 70% (se centrifuga de 3 a 5
minutos). Tras descartar de nuevo el alcohol, el "pellet” se seca ligeramente al vacio y se
resuspende en 150 ml de TE (Tris-HC1 10 mM , EDTA 10 mM), pH 8.

8.- Una vez resuspendido el "pellet" completamente se afiaden 300 ml de solucién
dlcali, se mezcla muy suavemente y se incuba a 650C de 5 a 8 minutos. Es importante tener
ciertas precauciones al preparar la solucién 4lcali: a una solucién de SDS al 0.1% se le aiiade
NaOH 2 N hasta conseguir un pH lo m4s ajustado posible a 12.5.

9.- Tras la incubacién se afiaden 225 ml de acetato sédxco 3 M, pHS. 2 se mezcla
suavemente y se incuba a -20°9C durante 15 minutos.

10.- Se centrifuga'a la méxima velocidad en una centrifuga de mesa y se recoge el
sobrenadante (aproximadamente 680 ml).

11.- Se precipitan los 4cidos nucleicos y se lava el "pellet" como se indic6 en los pasos
6y7. '

12.- Se resuspende el DNA en 40 ml de TE, pH 8.

Mediante este protocolo se obtiene una cantidad de dcidos nucléicos suficientemente
enriquecida en mtDNA (200 ng aproximadamente) que permite realizar 4 digestiones con
enzimas de restriccién de tal forma que el patr6n de fragmentos sea directamente visible en los
geles.
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ITL3 Digestién del mtDNA con enzimas de restriccién.

De cada clon de R. padi se extrajo suficiente cantidad de DNA ennquecldo en mtDNA
para realizar un mfnimo de 20 digestiones (aproximadamente unos 3-4 mg).

Una vez comprobado qué enzimas de restriccién reconocfan al menos un sitio de corte
en la molcula de mtDNA de R. padi, se seleccionaron un total de 16 endonucleasas con
dianas de reconocimiento de longitud variable. Se seleccionaron los siguientes enzimas que
reconocen dianas de 4 pares de bases : Ddel, Haelll, Hinfl, Hpall, Rsal, Sau3A y Taql,
mientras que de aquellos que reconocen 6 pares de bases fueron seleccionados los siguientes:
Accl, Bcll, EcoRl, EcoRV, Hindlll, Hpal, Pstl, Sful y Xbal. Otros enzimas probados en un
* primer andlisis no reconocferon sitio alguno de corte en la molécula de mtDNA de R. padi y
por lo tanto no fueron utilizados en el andlisis de variabilidad del mtDNA de R. padi. Estos
enzimas fueron: BamHI, Cfol, Kpnl, Kspl, Pvull, Sall, Scal y Xhol.

' Las digestiones del mtDNA se realizaron generalmente en un volumen de 15 ml y en
presencia de RNAsa A (5 ng/ml) siguiendo bésicamente las recomendaciones de los
proveedores.

Los fragmentos obtenidos tras la digestién se separaron mediante electroforesis en
geles horizontales de agarosa en tampén TBE 0.5X (Sambrook et al, 1989). Los porcentajes
de agarosa mds utilizados fueron 0.8%, 1.0% y 1.2%. Dependiendo de los tamafios esperados
de los fragmentos de mtDNA, en los geles se inclufa un marcador de tamaiios adecuado. Los
dos marcadores de tamafios utilizados de forma rutinaria fueron, por un lado, los fragmentos
de restriccién del DNA del fago lambda obtenidos tras la digestién con HindIIl, y por otro una
mezcla de los fragmentos obtenidos en digestiones separadas del pldsmido pBR328 con Bgll y
Hinfl (este dltimo corresponde al marcador comercializado como marcador VI por Boehringer
Mannheim). Tanto los geles de agarosa como el tampén de electroforesis contenfan 0.1 mg/ml
de bromuro de etidio por lo que no era necesario una tincién de los geles tras la electroforesis
para poder visualizar los fragmentos. Generalmente, estos se visualizaban directamente en los
geles mediante exposicién en un transiluminador de luz ultravioleta, y se obtenia una fotograffa
con una cdmara Polaroid utilizando una pelicula Agfapan 400 (Figura 3.1T). En muchos casos,
el revelado de la pelicula ponfa de manifiesto la presencia de algunas bandas que no eran
claramente visibles en el gel.

II1.4 Hibridacién con sondas no radiactivas.

La transferencia de los geles de agarosa a filtros de nylon Hybond-N (Amersham) se
realiz6 mediante el método de Southern (1975) siguiendo el protocolo descrito por Ausubel et
al, 1987, que reduce considerablemente los tiempos de desnaturalizaci6n y neutralizaci6n.
Ademis del facil manejo y de su gran resistencia (se pueden rehibridar varias veces tras los
oportunos lavados), los filtros de nylon tienen la ventaja afiadida de que la fijacién del DNA al
filtro se puede hacer mediante exposicién a luz ultravioleta durante 5 minutos.
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El marcaje de las distintaé sondas empleadas se efectu6 mediante una técnica no
radiactiva, comercializada por Boehringer Mannheim, que utiliza digoxigenina-dUTP como
andlogo de la timina. El método de marcaje fue el conocido en inglés como "random primed", -
.que aprovecha la capacidad de polimerizacién del fragmento "klenow" de la Polimerasa I de E.
coli a partir de cebadores ("primers”) pequefios, utilizando como molde DNA de hebra

espérada. En algunos casos fue necesario rehibridar un mismo filtro con diferentes sondas, lo
- cual se llev6 a cabo también siguiendo el protocolo descrito por el proveedor de la técnica de
marcaje. |

Excepto en algin caso concreto, en que los fragmentos de DNA que iban a ser
utilizados como sonda se obtuvieron mediante electrolucién de un gel de agarosa preparativo
(Maniatis et al., 1989), en la mayorfa de los casos se obvi6 la necesidad de electroluir dichos
fragmentos gracias a la utilizacién de agarosa de bajo punto de fusi6n en la elaboracién de los
geles preparativos. Una vez separados los fragmentos mediante electroforesis en la mencionada
agarosa, se cortaba con un bisturf estéril el fragmento de agarosa que contenfa la banda de
DNA descada. Este fragmento colocado en un tubo Eppendorf se fundia a 65°C, se
desnaturalizaba en un bafio de agua hirviendo durante 10 min e inmediatamente después se
pasaba a un bafio de 370C, temperatura a la cual este tipo de agarosa permanece liquida. A
partir de aquf se siguieron siempre las recomendaciones del proveedor. No obstante queremos
resaltar que, dado que en ningin momento se elimina la agarosa, antes de tomar un alicuota del
producto marcado para ser afiadido a la solucién de prehibridacién es necesario fundirlo
previamente incub4ndolo a 65°C durante 10 min.

Unicamente se utiliz6 un método distinto en el marcaje del gen de la subunidad 6 de la |
ATPasa de D. subobscura, que se realiz6 para localizar este gen en el mtDNA de R. padi. En
este caso se amplificé el gen en cuestién mediante la técnica de PCR a partir de DNA total de
esta especie de Drosophila utilizando primers adecuados. En la reaccién de amplificacién se
incluy6 el andlogo de la timina dig-UTP para obtener el producto amplificado marcado. La
reaccién de amplificacién se efectué en un volumen de 50 ml conteniendo Tris-HCI 10 mM,
KCl1 50 mM, MgClp 1.5 mM, 100 mM de cada uno de los deoxinucleétidos dATP, dGTP y
dCTP, 65mM del deoxinucle6tido dTTP y 35mM del andlogo Dig-dUTP, 4mM de cada uno
de los dos primers, xx ng/ml de DNA de D. subobscura y 0.5 unidades de Taq DNA
polimerasa (Promega). La amplificacién se llevé a cabb en un termociclador IHB (Durviz)
programado para 40 ciclos de 1 minuto a 940C, 1 minuto a 450C y 1 minuto a 729C, m4s un
ciclo adicional de extensién de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 45°C y 8 minutos a 72°C.

Tras la amplificacién se efectué una precipitacidn del producto amplificado marcado
con LiCly para eliminar nucle6tidos no incorporados, de igual modo que con el resto de
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sondas marcadas mediante "random primed" siguiendo las recomendaciones del proveedor del
método de la digoxigenina (Boehringer M.).

IIL5 Clonacién de fragmentos del mtDNA de R padi.

El mtDNA obtenido mediante el protocolo de extraccién descrito anteriormente era
suficientemente puro como para permitir su clonacién. El método seguido consistia
bésicamente en digerir el mtDNA con los enzimas de restriccién que liberaban los fragmentos
de interés, tras lo cual se separaban en un gel de agarosa de bajo punto de fusién del 0.8-1.0%
de agarosa, y se cortaban aquellos trozos de agarosa que contenian dichos fragmentos. Hecho
esto, se fundfan los trozos de agarosa a 659C y el mtDNA contenido en la agarosa fundida se
afiadfa a una premezcla de ligacién que contenfa el vector de clonaci6n, el tamp6n de ligacién y
la ligasa del fago T4. Los vectores de clonacién utilizados fueron los pldsmidos pUC18 y
pUC19 digeridos con los mismos enzimas utilizados en la digestién del mtDNA, o con enzimas
compatibles adecuados, y defosforilados (Sambrook et al, 1989) cuando era necesario
(clonaciones no dirigidas). La mezcla de ligacién se incubaba a 199C durante toda la noche.

Con la mezcla de ligacién se procedfa a la transformaci6n de células competentes de la
cepa DHS5a de Escherichia coli, obtenidas por el método del CaCly (Ausubel et al, 1987) que
posefan una frecuencia de transformacién de 106-108 transformantes por mg de plismido. Los
transformantes se seleccionaban en placas de LB con ampicilina, y las colonias blancas que
eran portadoras de plismido unido a inserto se amplificaban en LB liquido para proceder a la
extraccién de los plismidos recombinantes. La extraccién de los pldsmidos recombinantes se
Ilev6 a cabo mediante el método de miniprep basado en la técnica de lisis alcalina de Birnboim
y Doly (Ausubel, 1987). Para determinar si los insertos correspondfan a los fragmentos de
mtDNA deseados, se procedi6 a caracterizarlos mediante restriccién y posterior hibridacién
con sondas de mtDNA.

IIL6 Secuenciacion de fragmentos del mtDNA de R padi.
Se secuenciaron total o parcialmente algunos fragmentos del mtDNA de R. padi
clonados previamente de la forma descrita. '
| El método de secuenciacién fue el de terminacién por dideoxinucle6tidos de Sanger
modificado para la secuenciacién de DNA plasmidico desnaturalizado (Mierendorf y Pfeffer,
1987). Para ello se utiliz6 la DNA polimerasa T7, y para el marcaje radiactivo (a-33S)dATP
(Amersham).

Como cebadores ("primers") se utilizaron dos oligonucle6tidos sintéticos:

a) el oﬁgonucleétido universal d5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3' ("universal primer”
de Pharmacia). '

b) el oligonucleétido reverso d5-“CAGGAAACAGCTATGAC-3' ("M13/pUC reverse
primer" de Boehringer Mannheim).
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En algunos casos fue necesario realizar deleciones seriadas (Henikoff, 1982) de los
fragmentos clonados para conseguir subclones solapantes que permitieran obtener la secuencia
completa de los fragmentos de mtDNA. '

Una vez completadas las reacciones de secuenciacién medxante el método cxtado, las
muestras se corrieron en geles de poliacrilamida al 8% de 0.2 mm de espesor, en presencia de
ureca 8M como agente desnaturalizante y en tampén TBE 1X. Los geles se corrieron
indistintamente en cubetas Macrophor (Pharmacia LKB) o Sequi-Gen (Biorad) durante 2.5 h a
2500 V, para carreras cortas, y 7.5 ha 2500 V 0 16 h a 1500 V, para carreras largas.

. La manipulacién, y determinacién de homologfas ¢ de las secuencias obtenidas se llevé a
cabo con distintos programas del paquete de anilisis GCG (Genetics Computer Group).

ITL7 Digestion con la nucleasa S1.

Es conocido que aquellas secuencias de una molécula de DNA que son hlpersensxbles a
la digesti6n con nucleasas especfficas de DNA de cadena sencilla se corresponden con regiones
que poseen la menor energia libre para sufrir desenrollamientos (Kowalski et al., 1988). Estas
regiones estan asociadas a orfgenes de replicacibn y a secuencias reguladoras de Ila
transcripcién del DNA de procariotas y eucariotas. '

Con el fin de identificar este tipo de secuencias en la molécula de mtDNA de R. padi
realizamos una serie de digestiones con la nucleasa S1 de fragmentos de mtDNA clonados en
el pldsmido pUC18. Los plismidos recombinantes que contenfan los fragmentos de mtDNA
fueron extraidos en gradiente de CsCl (Ausubel et al., 1987) para obtener la mayor proporcién
de DNA circular superenrollado puro.

Las digestiones con la nucleasa S1 se efectuaron de acuerdo con el protocolo descrito
por Sambrook et al., (1989) a dos temperaturas distintas (37°C y 2OOC) y a diferentes tiempos
de incubaci6n.

Tras la digestién el producto era fenolizado y sometido a digestién con enzimas de
restriccién que permitiesen posicionar en el mapa de la molécula de mtDNA los sitios sensibles
a la nucleasa S1. _

Finalmente, para identificar de forma precisa las secuencias sensibles a la nucleasa S1,
los productos de digestién fueron recircularizados de forma que el sitio donde 1a nucleasa S1
habia dejado de digerir era religado con el sitio Smal del vector, tras la oportuna digestién del
mismo con este enzima de restriccién. Tras la transformacién y seleccién de aquellas colonias
que poseian este tipo de pldsmidos recombinantes era inmediato, en un gel de secuencias, leer
el punto en que la S1 habfa dejado de digerir, ya que este punto se leeria inmediatamente
después del sitio Smal del vector. Para la secuenciacién de estos puntos se utilizaron dos
cebadores diferentes:

a) el cebador R-60: d5'-ACACTTTATGCTTCCGGC-3'.

b) el cebador D-60: d5'-CGAAAGGGGGATGTGCTGCAA-3'.



IV. RESULTADOS

IV.1. IDENTIFICACION DE LOS FRAGMENTOS PERTENECIENTES A LA
MOLECULA DE MTDNA DE R PADI.

Mediante el protocolo de extraccién de mtDNA descrito en el apartado de material y
métodos se obtenfa una fraccién de 4cidos nucleicos que, tras ser digerida con enzimas de
restriccién, revelaba la presencia de una serie de bandas que destacaban sobre un ruido de
- fondo o "smear" de DNA cromos6émico nuclear y posiblemente también bacteriano (conviene
recordar que los 4fidos presentan una fntima asociacién con endosimbiontes bacterianos).
Todas estas bandas, independientemente del enzima utilizado, sumaban aproximadamente 24
kb, superando asf el tamafio m4s frecuentemente encontrado en el mtDNA de diferentes
especies animales que es bastante homogéneo en torno a las 15-20 kb (Boyce et al., 1989).
Existen sin embargo especies que poseen un mtDNA de tamafio excepcionalmente mayor al
rango mencionado. Tal es el caso del bivalvo Placopecten magellanicus ( Snyder et al., 1987,
LaRoche et al.,, 1990), de varias especies de gorgojos del género Pissodes (Boyce et al., 1989)
o del nematodo Romanomermis culicivorax (Powers et al, 1986) que poseen moléculas de
mtDNA de 42 kb, 36 kb y 26 kb respectivamente. Sin embargo estos tamafios tan alejados del
mencionado rango no son habituales y no han sido descritos en insectos. Por ello, antes de
iniciar un an4lisis sistem4tico de variabilidad del mtDNA basado en los posibles polimorfismos
que pudiesen detectarse considerando todas las bandas visibles en los geles, encontramos
oportuno comprobar que efectivamente todas las bandas correspondfan a fragmentos de
mtDNA.

Esta comprobacién era sencilla dado el alto grado de conservacién del contenido .
génico en todos los mtDNAs estudiados (Harrison, 1989; Wolstenholme, 1992). De las
distintas alternativas entre las que podfamos optar nos decidimos por hibridar nuestros geles,
que contenian las bandas de DNA presuntamente mitocondrial de R. padi, con una sonda que
contuviese la molécula completa de mtDNA de Drosophila subobscura. Esta molécula fue
obtenida mediante el protocolo de extraccién de mtDNA descrito aplicado a una cepa de D.
* subobscura que era patrén C para el enzima de restriccién Haelll (Latorre et al., 1992). Este
patrén se caracteriza por poseer un unico sitio de reconocimiento con este enzima y por tanto
aparece en un gel de agarosa como una tnica banda de 15.8 kb. Este fragmento fue
electroluido de un gel de agarosa preparativo (Sambrook et al, 1989) y se marcé de forma no
radiactiva. Con esta sonda se hibridaron geles en los que se corrieron muestras de DNA de R.
~ padi digeridas con los enzimas de restriccién que reconocfan dianas de 6 pb (ver Material y
métodos). En todas las hibridaciones efectuadas se observé que algunas de las bandas que eran
directamente visibles en los geles no hibridaban con la sonda (Figura 1.IV) y por tanto no
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- podfan ser consideradas como mtDNA de pulgén. En conjunto, las bandas que no hibridaban
con la sonda de mtDNA utilizada sumaban en todos los casos alrededor de 8.0 kb, por lo que
. el tamafio de la molécula de mtDNA de R. padi (déducido a partir de la suma de los
fragmentos que hibridaban con esta sonda) fue estimado alrededor de 16.5 kb, y pasaba a estar
ya de acuerdo con los tamafios m4s habituales descritos en la literatura.
| La naturaleza de tales bandas "extra" no es objetivo de esta tesis, pero si se piensa que
el método de extraccién can el cual se obtienen estd basado en el método de lisis alcalina que
se emplea para la extraccién de pldsmidos pequefios, cabe la posibilidad de que se trate de una
molécula circular covalentemente cerrada que se coextrae con el mtDNA.

De esta forma se consiguieron identificar las bandas correspondientes a mtDNA
haciendo innecesario hibridar cada vez que se utilizase en adelante cualquiera de estos enzimas
de restriccién, dado que los patrones de restriccibn que generaban eran directamente
reconocibles en los geles. Ademés se identificaron algunos enzimas de restriccién que
producian un dnico corte en la molécula de mtDNA de R. padi. Una vez identificados estos
enzimas, se seleccioné uno de ellos (concretamente Xbal) para obtener mtDNA linearizado de
esta especie. El objetivo era conseguir una sonda de mtDNA completo especffica que
permitiese la identificaci6n de todos los fragmentos de mtDNA de R. padi que se obtenian en
las digestiones con aquellos enzimas de restriccién que producian un elevado nimero de cortes
(enzimas que reconocen 4 pb o "four-cutters"). El patrén de restriccién producido por estos
enzimas era mds dificil de identificar directamente en los geles debido tanto a la presencia de
fragmentos de DNA no mitocondrial (también muy fragmentado) como a la aparicién de
fragmentos de tamaiio pequefio dificilmente visibles en los geles.

A esta sonda se la denomin6 XbalRp y ha sido utilizada de forma rutinaria tanto en la
deteccién de polimorfismo de restriccién del mtDNA generado por "four cutters”, como en el
andlisis de las diferentes combinaciones de dobles digestiones que se efectuaron para la
elaboracién del mapa de restriccién de la molécula.

IV.2, ELABORACION DE UN PRIMER MAPA DE RESTRICCION DE LA
MOLECULA.

Dado que en la literatura no existfa descrito ningtin mapa de restriccién de la molécula
de mtDNA de ninguna especic de 4fido, el primer paso previo a cualquier andlisis de
variabilidad basado en el polimorfismo de sitios de restriccién del mtDNA debfa ser la
elaboracién de un mapa de referencia de posiciones relativas de sitios de restriccién. Una vez
elaborado este mapa fue mucho més sencillo interpretar y ubicar las variaciones que se
detectaron en el futuro. Este primer mapa fue realizado mediante diferentes combinaciones de
simples y dobles digestiones de mtDNA de un clon de R. padi que se tomé como referencia
(clon Z1) con algunos de los enzimas de restriccién que producfan un nidmero bajo de cortes



Figura L.IV. a) Digestiones con tfmdlll de los clones de R. padi que se indican, b) Hibridacion del
mismo gel con la molécula completa de mtDNA de D. subobscura. Las flechas sefialan los fragmentos

que no hibridan con la mencionada sonda.

Figura 2.IV. Mapa de posiciones relativas de los sitios de
restriccion Wee1 (a), £coRI (e), EcoKW (c), Haelll (d), //mdlll (h),
Hpal (f), £jol (r), Pstl (p) yXbal (x) en el mtDNA de R padi. El
fragmento sombreado corresponde al fragmento variable en tamafio

Hin&m-Hirrim.
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en la molécula. Estos enzimas fueron: Accl, EcoRl, EcoRV, Haelll, Hindll, Psfl, Rsal y
Xbal. Con el fin de poder detectar fragmentos pequefios que podfan quedaf ocultos bajo el
ruido de fondo ("smear") de DNA nuclear los geles destinados a mapeo fueron hibridados con
la sonda XbalIRP. Este primer mapa no se pudo hacer corresponder-con el mapa génico al no
tener un mépa de referencia previo. Los mapas génicos de mtDNA que mejor podfan servir de
base para la elaboracién del mapa génico del mtDNA del 4fido eran los publicados para otros
insectos. En aquel momento el dnico mapa génico del mtDNA completo de un insecto era el
perteneciente a Drosophila yakuba (Diptera) (Clary and Wolstenholme, 1985) y ya més
recientemente se ha publicado el de Apis mellifera (Hymenoptera) (Crozier and Crozier,
- 1993). Pero para la elaboracién de un mapa génico a partir de los publicados para estos -
insectos, era necesario disponer del mapa de posiciones relativas de sitios de restriccién. El
mapa obtenido para los enzimas citados se presenta en la Figura 2.IV. | .

Disponiendo de este primer mapa de restriccién procedimos al an4lisis sistemitico de la
variabilidad en el mtDNA de R. padi, ampliando posteriormente el andlisis a otros enzimas no
incluidos en este primer mapa y que permitieron la elaboracién de un mapa de restriccién
mucho més completo , |

En los apartados siguientes se presentan los resultados de dicho an4lisis agrupados en
dos tipos bien distintos de polimorfismo para el mtDNA de este 4fido: por un lado, un elevado
polimorfismo de tamafio de la molécula, ampliamente distribuido en las poblaciones, y por
otro, un polimorfismo de sitios de restriccién ciertamente limitado si se compara con el
anterior.

IV.3. POLIMORFISMO DE TAMANO DEL MTDNA DE R PADI.

En este apartado describiremos y analizaremos el amplio polimorfismo de tamafio
encontrado para la molécula de mtDNA en las poblaciones naturales de R. padi y que se
localiza en dos zonas distintas de la molécula.

IV.3.1. Variacién en tamaiio de la regién control.

Uno de los primeros resultados obtenidos en el andlisis de restriccién del mtDNA de
distintos clones de R. padi fue la deteccién de polimorfismo de tamafio para la molécula de
mtDNA.

La primera vez que se detect6 este tipo de polimorfismo fue en digestiones con HindIII
(Figura L.IV). Este enzima reconocfa cuatro sitios de corte en el mtDNA de R. padi (Figura
2.1V) originando por tanto cuatro fragmentos. De estos fragmentos tres presentaban un
tamafio aparentemente constante de 13.4, 0.4 y 0.15 kb respectivamente. Un cuarto fragmento
era claramente variable en tamafio oscilando generalmente entre 2.1 y 2.8 kb, con un longitud
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aproximada del intervalo de variacién de 100 pb. Asf, aunque este polimorfismo también era '
detectado con otros enzimas que producfan fragmentos conteniendo esta zona, la longitud de
este fragmento HindIII serfa utililizada como marcador para asignar cada clon de R padi auna
clase de tamafio determinada. La principal razén para la eleccién de este enzima como
marcador de tamafio de la zona variable fue que al ser el que originaba un fragmento variable
relativamente pequefio, su tamafio podfa ser estimado de forma m4s precisa. De hecho, con la
mayor parte de los enzimas utilizados no se apreciaba este polimorfismo debido a que la zona
variable quedaba contenida en fragmentos de tamafio relativamente grande que no perrmtlan la
detccc16n de estas pequefias diferencias.

' . Mediante dobles digestiones con los enzimas de restriccién previamente mapeados que
producian cortes dentro de este fragmento HindIll, se pudo acotar mejor la zona variable entre -
un sitio Accl y un sitio Rsal (Figura 2.IV). El rango de tamafio del fx‘agmenfo variable
delimitado por estos enzimas oscilaba entre 1.1-1.7 kb con un intervalo de variacién de nuevo
estimado en aproximadamente 100 pb.

IV.3.1.1. Identificacién de la zona variable.

En numerosas especies animales se ha descrito polimorfismo para el tamafio del
mtDNA (Buroker et aL, 1990; Arnason and Rand, 1992; Moritz and Brown, 1987; Mignotte et
al., 1990; Edwards and Wilson, 1990; Gjetvaj et al., 1992; Cornuet et al., 1991; Harrison et al,,
1985; Hale and Singh, 1986; Solignac et al.,, 1986; Matsuura et al,, 1991). En la mayorfa de
casos, la variacién en tamafio del mtDNA se localiza en la regién reguladora de la molécula, es
decir en las secuencias asociadas al D-loop en vertebrados y en las regiones ricas en A+T en
insectos, y es generalmente debida a la variacién en el mimero de copias de una unidad repetida
en tandem.

Dado que no disponfamos del mapa génico del mtDNA de éfidos, para comprobar si €l
po]imoi'ﬁsmo detectado se debfa efectivamente a variaci6n en el tamafio de la regién A+T, se
efectuaron las correspondientes hibridaciones utilizando como sonda un fragménto HindIII-
HindIIl de 2.3 kb del mtDNA de Drosophila ambigua que contenfa la regién A+T de este
diptero (Figura 3.1V). Unicamente hibridaron los fragmentos variables obtenidos en digestiones
simples con el enzima HindIIl y los subfragmentos internos a estos obtenidos mediante doble
digestién con los enzimas Accl y Rsal (Figura 4.IV). Con estos resultados y teniendo en cuenta
los datos disponibles sobre el tema en la' literatura, interpretamos que el polimorfismo de
tamafio encontrado era debido a variacién en el nimero de copias de una secuencia de
aproximadamente 100 pb repetida en tandem que se localizaba en la regién A+T de Ia
molécula. M4s tarde, tras una caracterizacién molecular completa de la zona variable,
comprobamos que el resultado positivo en las hibridaciones con la sonda de D. ambigua era
debido no tanto a la homologfa con la regi6én A+T de la sonda, cuanto a que tanto la sonda
como nuestros fragmentos variables contenfan el gen del srRNA que es contiguo a esta zona y
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Figura 3 .IV. Mapa de restriccién y mapa génico del mtDNA del fragmento EcoRI de 3.7

kb de Drosophila ambigua clonado en el plasmido pamAT3.7. El fragmento /fmdlll de
2.3kb y el fragmento Accl de 450pb usados como sondas se indican en cajas sombreadas.
También se indican la region variable (V) y conservada (C) dentro de la region rica en
A+T. El mapa génico coincide con el de Drosophila yakuba descrito por Clary y
Wolstenholme (1985). Los enzimas de restriccion son: a, Accl; d, Ddel; e, EcoRI; h,

Hmdni; p, Hpal y r, Rsal.
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Figura 4.IV. Dobles digestiones con los enzimas de restricciéon Accl y Rsal de los clones de R padi
indicados y posterior hibridacién con el fragmento /mdIIl-//mdIIl que contiene la region A+T de D.
ambigua. Se puede observar que uinicamente hibrida el fragmento variable en tamafio.
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'que estd altamente conservado. De hecho, antes de la caracterizacién definitiva de la zona

variable ya sospechibamos que esto era asf tras no obtener hibridacién positiva en las
- hibridaciones que se efectuaron con la sonda Accl de 450 pb de D. ambigua (ver Figura 3. IV)
que contiene una secuencia de la regién A+T conservada en varias especies de Drosophxla
(Clary and Wolstenholme, 1985; 1987; Monnerot et al., 1990;) y que contiene el origen de
replicacién de 1a mo¥cula propuesto por Geddard y Wolstenholme (1980).

IV.3.1.2 Caracterizacién molecular del polimorfismo de longitud asociado al
fragmento variable HindIIL

Con el fin de caracterizar molecularmente la zona variable asf como para disponer de
una sonda especffica de esta zona que permitiese la deteccién en los geles de posibles casos de
heteroplasmia (presencia en un mismo individuo de moléculas de mtDNA de tamafio diferente)
se procedi6 a la clonacién del fragmento variable HindIII en el vector pUC1 8.

Se clonaron tres fragmentos HindIIl correspondientes a la zona variable de tres
tamafios diferentes. Estos fragmentos se obtuvieron de tres clones de R. padi diferentes con
una longitud para el fragmento variable de 2.1, 2.3 y 2.4 kb respectivamente. El fragmento de
2.1 kb se obtuvo a partir de un clon de Tarragona (T2) y los otros dos a partir de dos clones
de Zaragoza (ZS y Z15) (ver Tabla 1.II para la identificacién de los clones). Los plismidos
recombinantes que contenfan estos tres fragmentos HindIIl se denominaron pRPAT2.1,
pRPAT2.3 y pRPAT2.4 respectivamente, de acuerdo con el tamafio de los insertos. La
clonacién de estos tres fragmentos no se hizo directamente sino que se clonaron como parte de
fragmentos Psil de alrededor de 4.5 kb dentro de los cuales estaban contenidos (ver mapa de
restriccién). A partir de los tres fragmentos PsfI correspondientes se subclonaron en las dos
orientaciones los tres fragmentos HindIII que contenfan la zona variable. En el proceso de
subclonacién del fragmento HindIIl de 2.4 kb a partir del correspondiente fragmento PstI,
- ademds del pldsmido recombinante pRPAT2.4, que contenfa un inserto del tamafio esperado,
se obtuvieron inesperadamente otros dos pldsmidos recombinantes con tamafios del inserto de
1.9 y 2.0 kb respectivamente. Estos insertos necesariamente se generaron en la replicacién del
plismido recombinante que contenia el inserto PsfI durante el proceso de amplificacién de la
bacteria. A estos pldsmidos recombinantes se les denominé pRPATg1.9 y pRPATg2.0 (es para
resaltar su peculiar origen que en el nombre de estos pldsmidos recombinates se incluyé la
inicial "g" correspondiente a "generado").

Mediante deleciones seriadas (Henikoff, 1982) se obtuvieron una serie de subclones
solapantes de los insertos de los pldsmidos pRPAT2.1, pRPAT2.3, y pRPATg1.9. A partir de
estos clones solapantes se secuencié corﬁpletamente una cadena del inserto del primero de
estos tres plismidos y parcialmente la misma cadena de los otros dos. Del inserto del pldsmido
recombinante pRPAT?2.1 fue secuenciada ademds la otra cadena. En la Figura 5.1V aparece la
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estructura de los insertos de estos tres pldsmidos recombinantes asf como la secuencia obtenida
para cada uno de ellos. '

Al comparar las secuencias obtenidas con la secuencia del mtDNA de Drosophila -

.yakuba (Clary and Wolstenholme, 1985) se observé que, como habfamos deducido por las
hibridaciones con la sonda de D. ambigua, la variaci6n en tamaiio se localizaba dentro de la
regién control (regién rica en A+T). Esta regién pudo ser identificada gracias a que las
similitudes que proporcionaba el programa de alineamientos de secuencias BESTFIT (paquete
GCG) de las secuencias inmediatamente adyacentes que la flanqueaban por ambos extremos
con la secuencia de D. yalmba eran relatlvamente altas y perrmtfan Ia 1dent1ﬁca016n mequ{voca
- de dichas secuencias. o :

Asf se pudo determinar que las primeras 159 pb de esta secuencia correspondifan a un
fragmento del gen del tRNAMEL (posiciones 1-33), al gen del tRNAEIN (posiciones 33-98) y al
gen del tRNAile (posiciones 96-159). Los porcentajes de identidad de estos dos @ltimos genes
con los correspondientes de D. yakuba fueron del 79% y 84% respectivamente. Los limites de
estos genes fueron determinados a partir de su estructura secundaria, la cual se determiné
mediante el plegamiento de estas secuencias con el programa MFOLD (Figura 6.IV).

A partir de las posiciones 1131, 907 o 677 (dependiendo de cual de las tres secuencias
se utilizase en la comparaci6n) y hasta el final del inserto, se encontraron unas identidades con
la secuencia de D. yakuba del 80%, 56% y 68% respectivamente con los genes del RNA
ribos6mico 128, del tRNAVal y de parte del gen del RNA ribosémico 16S (posiciones 14138-
13659 en la secuencia de D. yakuba). Aunque se identific6 el anticod6n del gen del tRNAVal y
sc obtuvieron algunas estructuras secundarias posibles para el tRNA, ninguna de ellas era
plenamente satisfactoria y por lo tanto no se pudieron determinar los limites exactos para este
gen. Sin embargo, se establecieron los limites aproximados en base al tamafio y a las posiciones
conservadas del mismo gen en D.yakuba. |

La parte de la secuencia comprendida entre los genes del tRNAIle y srRNA no
presentaba ninguna similitud con ninguna otra secuencia del mtDNA de D. yakuba que no
fuese la regi6én A+T, aunque la similitud entre estas regiones de ambos insectos no era clara,
obteniendo distintos alineamientos posibles que eran probablemente consecuencia de la gran
riqueza en A+T de estas secuencias.

Como se puede observar en la Figura 5.1V, las tres secuencias obtenidas para los tres
fragmentos HindIII son casi idénticas difiriendo b4sicamente en el nimero de repeticiones en
tandem (de O a 4) de una unidad elemental de 113 pb que se localiza en la zona de la regién
control préxima al gen del sStRNA. Las unidades de repeticién presentan una mayor riqueza en
A+T (93%) que el resto de la regién (85%) de tal forma que el contenido global en A+T de la
regién aumenta con el nimero de repeticiones desde un 85% de A+T para una regién control
sin ninguna de las unidades de 113 pb (ATOrep en la Figura 5.IV), hasta el 89% para una
regién con cuatro unidades de repeticién (AT4rep en la Figura).
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1 tRNA-met > . tRNA-qln . 00
AAGCTTAATT TAGCTTATTT TTCTAATTTA CTaTACTTA AGTGTTTATG CATATAAATT TTTOAAATTT ATGGATTAGT TTAATTCTTA AAGTATAATA
AAGCTTAATT TAGCTTATTT TTCTAATTTA CTTATACTTA AGTGTTTATG CATATAAATT TTTOAAATTT ATGGATTAGT TTAATTCTTA AAGTATAATA
AAGCTTAATT TAGCTTATTT TTCTAATTTA CTTATACTTA AGTGTTTATG CATATAAATT TTTOAAATIT ATGGATTAGT TTAATTCTTA AAGTATAATA
101 tRNA-ile oregion A+T ) 200
AAAGTATATA TAATACATGA TTTACTCTM CAAAGTAACC CTTTTTCAGG CATTTTAfIT TTAAAATATT ATTTAATAAA AAAATGTTTA TTGGTTTATA
AAAGTATATA TAATACATGA TTTACTCTAT CAAAGTAACC CTTTTTCAGG CATTTTATTT TTAAAATATT ATTTAATAAA AAAATGTTTA TTGGTTTATA
AAAGTATATA TAATACATGA TTTACTCUM CAAAGTAACC CTTTTTCAGG CATTTTATTT TTAAAATATT ATTTAATAAA AAAATGTTTA TTGGTTTATA
201 300
AATGTATTAG AAAAAATATC AGAAAATTTT TTAAAAAAAA ATATTTTAAT GAGGCATGAC GTTTCTATTT ATCTGAAAAG GGGGGGCTAT GCCCCTCCAA
AATGTATTAG AAAAAATATC AGAAAATTTT TTAAAAAAAA ATATTTTAAT GAGGCATGAC GTTTCTATTT ATCTGAAAAG GGGGGGCTAT GCCCCTCCAA
AATGTATTAG AAAAAATATC AGAAAATTTT TTAAAAAAAA ATATTTTAAT GAGGCATGAC GTTTCTATTT ATCTGAAAAG GGGGGGCTAT GCCCCTCCAA
301 400
AAAAAAAAAG AAGGAAGAAG AGTATATAGA GGATTTATAA ATATGTATAG TAGTATACAT ATATAGACTT CATATGTATA TAGTATATAT ATATAATATA
AAAAAAAAAG AAGGAAGAAG AGTATATAGA GGATTTATAA ATATGTATAG TAGTATACAT ATATAGACTT CATATGTATA TAGTATATAT ATATAATATA
AAAAAAAAAG AAGGAAGAAG AGTATATAGA GGATTTATAA ATATGTATAG TAGTATACAT ATATAGACTT CATATGTATA TAGTATATAT ATATAATATA
401 500
AATATACATC TATATAGCTT ATATATT. T ATATATATAT ATATATATAT ATATAAATCC TTATATGATG TTAATAATCT ATACATTTAA TATATATATA
AATATACATC TATATAGCTT ATATATTTAT ATATATATAT ATATATATAT ATATAAATCC TTATATGATG TTAATAATCT ATACATTTAA TATATATATA
AATATACATC TATATAGCTT ATATATT... TATATATAT ATATATATAT ATATAAATCC TTATATGATG TTAATAATCT ATACATTTAA TATATATATA
501 600
TATATATTAA TATATAAATC CTTATATGAA TATATATAGA TATTTATTGT ATATATATAT ATAAGAGGTA AAGAAGAAAA GTATIAGTTA TTTTATATTA
TATATATTAA TATATAAATC CTTATATGAA TATATATAGA TATTTATTGT ATATATATAT ATAAGAGGTA AAGAAGAAAA GTATTAGTTA TTITATATTA
TATATATTAA TATATAAATC CTTATATGAA TATATATAGA TATTTATTGT ATATATATAT ATAAGAGGTA AAGAAGAAAA GTATTAGTTA TTITATATTA
601 700
ATAATATTAA TTTGAITAA* TAftGI"TTA IATTOAMA AC3K3AMTIA ATAAAWOWk [fIAAJUrtTIA GWTCAAAAT TEAAATAGTO
ATAATATTAA TTTCATIAAA ATAATTAATTTAW3TAATTA TATITAAAAA ACAGAMITA ATAMTTOTA TTAAAATTTA GATTTAAMT TOAATAGTA
ATAATATTAA TTTGA+ ¢ . >> <eeep>>*m¥«< *eeP>yn, 4 4 >>""<te¥ 4,
w7QX....,W... 800
TTATAATTAA AAAAHATTAG AATTAAAGTT AAAATAATTA ATTTAAGTAA TTATATTTAA AAAACAGAAA TTAATAAATT GTATTAAAAT TTAGATTTAA
TIATAATTAA AAAATATTAG AATTAAAGTT AAAATAATTA ATTTAAGTAA TTATATTTAA AAAACAGAAA TTAATAAATT GTATTAAAAT TTAGATTTAA
801 . . . 9Q0
AATTTAAATA GTATTATAAT TAAAAAATAT TAGAATTAAA GTtAAAATAA TTAATTTAAG TAATTATMT TAAAAAACAG AAATTAATAA ATT3TATTAA
AATTTAAATA GTATTATAAT TAAAAAATAT TAGAATTAAA Gi>...444, .
9Q T e - LWLV 1000
AATTTAGATT TAAMTTTAA ATAGTATTAT AATTAAAAAA TATTAGAATT AAAGTTAAAA TAATTAATTT AAGTAATTAT ATTTAAAAAA CAGAAATTAA
44.4446%%4 V444+4%VA4 4444444, 44 4+444 . 444% 444VA4+% »4 4.
kk sfek *
P,

1001 1100
TAAATTGTAT TAAAATTTAG ATTTAAAATT TAAATAGTAT TATAATTAAA AAATATTAGA ATTAAAGTTA AAATAATTTA GTTAATTATT TAAATITTGA

TIA AAATAATTTA GTTAATTATT TAAATITTGA

TIA AAATAATTTA GTTAATTATT TAAATITTGA
1101 sTRNA 9 1200
TTTAATTTAT TTATTTAAAA TTTATAATAT TATAAAAC
TTTAATTTAT TTATTTAAAA TTTATAATAT TATAAAACCG TATTATTITA ATTITATTAA TAATTATAAT TTATTTTGTT ATAAAATTTT ATITAATTAA
TTTAATTTAT TTATTTAAAA TTTATAATAT TATAAAAC
1201 1300
AAAGATACAT GAAATTTHT GATTGTTAAT AATTTCTTAA AGGATTTTAA TTATTCTCAG TATTAAGTAT TAAATATTAA AGAAATTTAG ATTTAATTAT
1301 1400
TAATTIAAGT ATAAACTAAA TATGTGCCAG CAGTIGCGGT TAAACATAAT ATACAAATAA AATAGTTIGG TTATTAGTAT TAAATATAAT TTATAATTTA
1401 1500
AHTTHTTA AAAAAGTAAA ATITAATTAA ATATTATTAT TATAATTATT TTATTCTATT AAATTTTATT TAAAACTAGG ATTAGATACC CTATTATAAA
1501 1600
AATTTAAATT AATTTACTAA AAAATTAATA GTIATGTTCT TTAAATTTAA AAAATTTGGC GGTATTTTAG TCTTATTAGA GGAACCTGTT TATTAATIGA
1601 1700
TAATCCACGA TTAATTTTAC TTATTTAATT AATTCATATA TCGCTGTCAT GAATATATTA AAAAATTTTT TATTTTCTTT ATTTATTATT ATAATTTATG
1701 1800
TTAAGTCAAG ATGTGGTTTA TAAATAAGAA TATAATGGGT TACATTAAAT TTTATTTTTG GATTTTAAAT GAAAATTAAA ATGAAATTGG ATTTAATAGT
1801 1900
AAATTTATTT ATTTTGTTAA TATGAAGAAA GATCTAAAAT ATGTACATAT TGCCCGTCAT TCTTATTAAA AATAAGACAA GTCGTAACAA AGTAAATGTA
1901 tRNA-val 2000
CTGGAAAGTG TATTTAGAAA GATTAAATAA ATATCTAAAT TTAAGTATAT CATTTACAAT GATAAGATGT TGTTAAACTT TATTTAAATT TATTTTATTA
20011rRNA ) 2100
ATATAATAAT TTTTATTTGA TTTTTTATAA AAATAATTTA TTTATTTAAG GTTTTAGTAT TTATTAAAAA TTAATTTATA GATTTATAGT TTAATAGTAT
2101 2200
TGTGAAAGAA ATAATTAAAT TTATAAAAGA ATTAATTTAG TACCTTITGT ATCAGGGTTG ATTAAAATTT TTAATTmT TTTAAATTCT CAAAATTTAT
2201 2300
AGAGTTAATT TATTATTAAT TTATIGTGTT ATAAATATTT ATAAAATAAT ATTAGTTTIG AAATTTAATT CGTTATATTA TATTIAGITA TTTAAGATIT
2301 2380
AAATTTAATT TAAAATTTTA AAAGTTATTT TGATTTTGTT GATTAATATT TTAAATTTAA ATTAimAG GGATAAGCTT
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Figura 5.IV. A) Secuencias alineadas correspondientes a los plasmidos recombinantes pRPAT2.3 (a), pRPAT2.1
(b) y pRPATgLI (c). La numeracién sobre el alineamiento pertenece a la sequencia de (a).Se ha indicado con
flechas de trazo fino la secuencia que corresponde parcialmente al gen tRNA-metionina, al gen tRNA-isoleucina, al
gen tRNA-glutamico y al gen tRNA-valina. Los anticodones aparecen en negrita. El inicio de la region A+T, del gen
RNA ribosémico pequefio (srRNA) y del gen RNA ribosémico grande (IrRNA) se indican con flechas de trazo
grueso. Los puntos unen secuencias contiguas e indican delecion o insercion de secuencia. Se ha incluido en cajas
las repeticiones alineadas. Las bases subrayadas muestran un motivo idéntico de 11 pares de bases con el que se
inicia cada repeticién y el fragmento, contiguo a las repeticiones, que precede al srRNA. B) Representacion
esquematica de los plasmidos pRPAT2.3, pRPAT2.1 y pRPATgl.9 y mapa génico de cada plasmido. El sombreado
sittia las repeticiones sobre al esquema. Los trazos discontinuos flanquean el motivo idéntico de 11 pares de bases.
Los enzimas de restriccion abreviados son: a, 4 ccl\ de, Ddel; h, HindUl', r, Rsal.
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Todas las repeticiones son idénticas y se inician con un motivo de 1lpb |
(TTAAAATAATT) que también estd presente al final de cada serie de repeticiones. En el caso
del pldsmido pRPATg1.9, de la secuencia correspondiente a esta misma zona, lo dnico que
queda es precisamente este motivo de 11 pb y no existe ninguna de las unidades de 113 pb.
Este hecho sugerfa que el motivo de 11 pb deberfa de jugar un papel importante en el
mecanismo generador de las adiciones o deleciones de unidades de repeticién.

Asf pués, la regién control o regién A+T del mtDNA de R. padi estd comprendida
entre los mismos-bloques de genes que en Drosophila, y contiene un nimero variable de
repencmnes en tandem de una secuencxa de 113 pb que da cuenta del pohmorﬁsmo de tamafio
"~ asociado al fragmento HindIIl. El tamafio menor detectado in vivo corresponde a una regién
control contenida en un fragmento HindIIl de 2.1 kb y, como muestran los datos de las
secuencias, contiene dos copias de la unidad de repeticién de 113 pb y consiguientemente un
tamafio total para la regién A+T de 747 pb (posiciones 160-906 en la secuencia
correspondiente de la Figura 5.IV). En realidad, como se explicard cuando presentemos el -
anilisis poblacional de esta variabilidad, se detectaron dos clones de R. padi heteropldsmicos
en los que uno de los tamafios presentes en condicién heteropldsmica fué de 2.0 kb, y por tanto
contendrian una fraccién de moléculas de mtDNA con una nica copia de este elemento.

No se encontré ningin motivo palindrémico como los descritos por Rand and Harrison
(1989) en el interior de las repeticiones, y que estos autores proponen que pudiese estar
implicado en el mecanismo que genera este tipo de variacién en Gryllus. Sin embargo, sf se
encontré un motivo similar (GGGGGGGCTATGCCCCTCC) bastante alejado en la direccién
5' (posiciones 280-298).

Ademis de la variacién descrita, al comparar las tres secuencias se encontraron
pequefias adiciones o deleciones de dfmeros TA en una seric de TAs que se inicia en la
posicién 427. Este tipo de adiciones/deleciones serfa asf el responsable de un polimorfismo de
tamafio a pequefia escala similar al primero de los tres tipos de variacién en tamafio propuestos
por Moritz et al. (1987). Estas pequeiias variaciones de tamafio solo pueden ser detectadas
mediante secuenciacién y por tanto es dificil tenerlas en cuenta en estudios poblaciones
basados en el andlisis de restriccién del mtDNA.

IV.3.1.3. Estructura de la region control.

El conocimiento actual sobre el funcionamiento y evolucién de la regién control del
mtDNA est4 ciertamente limitado por la falta de datos comparativos, haciendose necesario
tanto un aporte de datos de secuencias de regiones control del mtDNA de diferentes taxones
con distintos niveles de separacién filogenética (Taylor et al,, 1993), como una contrastacién
experimental de las hip6tesis que se plantean. Las regiones control mis estudiadas pertenecen a
vertebrados y sobre todo a mamiferos. Entre estas, a pesar de una considerable divergencia de
sus secuencias y de los reordenamientos que se han producido, se han podido identificar
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- bloques conservados de secuencias (CSBs I, II y IIT) (Walberg and Clayton, 1981) dentro del
D-loop reconocibles entre diferentes e'species,' desde primates (Foran et al., 1988; Hayashi et
. al, 1991) hasta peces (Buroker et al., 1990). Estos bloques conservados actuarfan en cis en el
proceso de replicacién de la cadena pesada (cadena H) del mtDNA de estas especies. Préximos
a estos bloques se situan los promotores de la transcripcién de ambas cadenas. También parece
géneral en vertebrados que la replicacién de la cadena ligera (cadena L) se inicie en otro lugar
(OL) de la molécula bastante alejado (ver Fifura 4.I). Se trata de una corta secuencia no
codificante, generalmente rodeada de genes para diferentes tRNAs, cuya tnica caracteristica
conservada entre los diferentes vertebrados estudiados (excepto en gallinas) es su capacxdad de
~ formar una estructura de "stem-loop” estable (Clayton, 1991). o ‘
En invertebrados, y concretamente en insectos, se dispone de una informacién mucho
mds limitada. En insectos las tnicas regiones control cuya secuencia completa ha sido
publicada son las de Drosophila yakuba y Drosophila virilis (Clary and Wolstenholme, 1985,
1987), Drosophila teissieri (Monnerot et al, 1990), Apis mellifera (Crozier and Crozier,
1993) y cuatro especies de lepid6pteros (Taylor et al, 1993). En ninguna de estas especies
existe ninguno de los CSBs presentes en vertebrados aunque, al menos en las especies de
Drosophila mencionadas, y en otras dos cuya regién A+T ha sido parcialmente publicada
(Monforte et al., 1993), y en el caso de los lepidépteros, si existe en esta regién una secuencia
capaz de formar una estructura estable de "stem-loop" similar a la descrita como origen de
replicaci6n de la cadena ligera o cadena L en vertebrados. Conviene destacar ademds que en
las diferentes especies de Drosophila estudiadas, esta zona capaz de autoapareamiento estable
se situa dentro de una zona de la rcgién- A+T de 470 pb altamente conservada entre las
especies estudiadas. Se han descrito variaciones en el niimero de repeticiones en tdndem (de
una a seis) de esta zona que originan un amplio polimorfismo de tamafio del mtDNA inter e
intraespecffico (Solignac et al, 1986; Monforte et al., 1993). .
* Es en este contexto en el que cabe situar los intentos de caracterizacién de las posibles
estructuras o zonas funcionales de la regién control de R. padi que presentamos en el presente
apartado.

Estudio de la secuencia primaria de la regién control.

En primer lugar procedimos a la comparacién de la secuencia de la regién control de R.
padi con las regiones control de las pocas especies de insectos cuya secuencia era conocida,
con el fin de comprobar si existfa algun segmento de secuencia primaria conservado en estas
regiones (Tabla 1.IV). Las comparaciones se realizaron con el programa BESTFIT que es
considerado de entre los programas de comparacién de secuencias del paquete GCG como el
mds potente para identificar regiones de alta similaridad. Dado el alto contenido en A+T de las
secuencias comparadas no nos fijamos tanto en los porcentajes de identidad entre secuencias
como en la calidad (Q) de los alineamientos. Esta calidad se define como:
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160 TTTAAAATAT TATTTAATAA AAAAATGTTT ATTGGTTTAT AAATGTATTA 209

210 GAAAAAATAT CAGAAAATTT TTTAAAAAAA AATATTTTAA TGAGGCATGA 259
oligo-Q/ollgo-C

260 CGTTTCTATT TATCTGAAAA IGGGGGGGCTA TGCCCCTCCk AAAAAAAAAA 309

310 GAAGGAAGAA GAGTATATAG AGGATTTATA AATATGTATA GTAGTATACA 359
seriee _d«_TAs 0
360 TATATAGACT TCATATGTAT ATAGJTATOTA”'*TA 5ATS*AAMAT*2AT 409
n series de TAS 1 ®
410 CTATATA;GCT jJTATATA)ritTA TATATATATA TATATATATA TATATAAATC 459
serles de TAs 2
460 CTTATATGAT GTTAATAATC TATACATTTA AITATATATAT ATATATAITTA 509
, ; , A serie de TAs 3

510;ATATATATAT CCTTATATGA ATATTTATTG ITATATATATA] 559
560 ITATAIAGAGGT AAAGAAGAAA AGTATTAGTT ATTTTATATT AATAATATTA 609
610 ATTTGAITTAA AATAATAAAT TTAAGTAATT ATATTTAAAA AACAGAAATT 659

— — repeticion 1
660 AATAAATTGT ATTAAAATTT AGATTTAAAA TTTAAATAGT ATTATAATTA 709

710 AAAAATATTA GAATTAAAGIr TAAAATAATTI AATTTAAGTA ATTATATTTA 759
-——1i ..... - repeticién 2 ]

760 AAAAACAGAA ATTAATAAAT TGTATTAAAA TTTAGATTTA AAATTTAAAT 809
810 AGTATTATAA TTAAAAAATA TTAGAATTAA AGtTTAAAATA ATTtTAGTTAA 859

860 TTATTTAAAT TTTGATTTAA TTTATTTATT TAAAATTTAT AATATTA 906

Figura 6.IV. Region control de R.padi con dos repeticiones del elemento de 113 pares de bases.
Las tres regiones en que se ha dividido arbitrariamente aparecen con distintos sombreados de
fondo. En cajas con fondo blanco se sefialan las series de TAs de longitud significativamente larga.
Otras series de TAs cortas o imperfectas se sefialan en recuadros de trazo discontinuo. Asimismo
se indica un cuasipalindrome como oligo-G/oligo-C.
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Q = (n® de emparejamientos) - 0.9(n® de desemparejamicntos) - (peso otorgado al
"gap")(n® de "gaps") - (peso otorgado a la longitud de los "gaps") (longitud total de todos los
"gaps").

Los pesos otorgados al "gap" y a la longitud del "gap" fueron en la mayorfa de los
casos los qﬁe el programa asume por defecto (5 y 0.3 respectivamente), aunque en algunos
casos estos valores se redujeron para permitir inserciones o deleciones largas.

Para tener una idea del nivel de significacién de estos alineamientos se realiz6 un test de
secuencias pero aleatorizando cada vez la secuencia de una de ellas. De esta forma se obtenfan
en total 1000 valores de Q entre los que se inclufa el valor de Q obtenido en la comparacién
inicial de las secuencias sin aleatorizar. El nivel de significacién venfa determinado por el la
fracci6n de valores de Q que igualaban o superaban el valor de Q obtenido enla comparacién
de las secuencias inalteradas.

Las comparaciones se¢ realizaron ‘en las dos orientaciones para detectar posibles
inversiones. En el caso de las dos especies de Drosophila cuya secuencia de la regién A+T
estaba en banco de datos GenBank realizamos también comparaciones en las que se restringia
el rango de comparaéién a las regiones descritas como conservadas (Clary y Wolstenholme,
1987). Por otro lado y con el fin de comprobar si la significatividad obtenida en los
alineamientos de la regién control completa de R. padi era motivada por la conservacién de
algin tramo concreto, asf como para poner de manifiesto posibles alineamientos significativos
no revelados en las comparaciones en que se utilizaba la regién completa, se realizaron de
nuevo los alineamientos descomponiendo la regién control del mtDNA de R. padi en tres
regiones (Figura 6.IV):

Regi6n 1.- Posiciones 160-322, zona anterior a las series de TAs.

Regi6n 2.- Posiciones 323-513, zona de abundantes series de TAs.

Regi6én 3.- Posiciones 513-793, zona posterior a las series de TAs y que incluye la
secuencia de 113 pb descrita como responsable de la variacién en tamafio de la molécula.

Los resultados de todos estos alineamientos se muestran en la Tabla 1.IV.

Con todos los insectos comparados se obtuvieron algunos alineamientos aparentemente |
significativos segin el criterio expuesto excepto con Gryllus firmus (Ortoptera).

Como se observa en la tabla, la comparaci6n entre regiones control completas produjo
en algunos casos alineamientos significativos en los que quedaba englobada la prictica
totalidad de la regién A+T de R. padi (alineamientos con las regiones A+T de D. yakuba, A.
mellifera y H. punctigera). Sin embargo, al restringir los alineamientos a regiones limitadas,
solo la regi6n 2 en el caso de R. padi y la regién conservada de 276 pb en Drosophila
mostraron alineamientos significativos. Esto sugiere que es en estas zonas donde cabe buscar
secuencias o motivos conservados en la regién control del mtDNA de estos insectos. Los
inicos motivos encontrados en las diferentes especies analizadas (excepto en Gryllus) fueron



Tabla L.IV. Secuencias con las que se comparo la region control de R. padi (Homoptera) completa (TOT), y las tres regiones (R1, R2 y R3) en las que arbitrariamente fue dividida. Los
alineamientos se consideraron significativos cuando la probabilidad de encontrar un alineamiento de la misma o superior calidad (Q) en 1000 alineamientos realizados aleatorizando una

de las secuencias amparadas, era inferior a 0.05.

Organismo Orden Descripcion de la secuencia TOT RI R2 R3
Drosophila yakuba Diptera (CR), 1078 pb, GenBank X03240 * NS *? NS
Zona conservada 1, 49 pb NS NS NS NS
Zona conservada 2, 276pb o NS o NS
Drosophila virilis Diptera (CR), 1029 pb, Genbank X05914 NS NS * NS
Zona conservada 1, 50 pb NS NS NS NS
Zona conservada 2, 282 pb * NS o NS
Apis mellifera Hymenoptera (CR), 827 pb, GenBank L06178 * Ns NS
Strymon melinus Lepidoptera (CR), 196 pb, GenBank L16850 * NS * NS
Helicoverpa puncligera Lepidoptera (CR), 328 pb, GenBank L17343 NS o NS
Gryllusfirmus Ortoptera (CR?), 892 pb, GenBank X15152 NS NS NS NS

(CR): region control

(NS): alineamiento no significativo.

(*?): ahilamiento significativo restringiendo el rango de comparacion.
(*): alineamiento significativo, P<0.05

(**):alineamiento significativo, P<0.01
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series m4s o menos largas de TAs. Estas series son abundantes y bastante largas en la regién 2 |
de R padi (Figura 6.IV). Llama especialmente la atencién una de estas series
excepcionalmente larga que comienza en la posicién 428. Esta serie presenta ademds, como ya -
se indic6, inserciones o deleciones de elementos TA en las tres regiones control secuenciadas,
de forma que el nimero de TAs en esta serie es variable entre 12 y 14. También se pueden
encontrar series similares, algunas igualmente largas en A. mellifera, y en los dos lepidépteros
incluidos en las comparaciones. En D. yakuba y en D. virilis, este tipo de secuencias, aunque
de menor longitud, solo se encuentran en la regién conservada de 276 pb a ambos lados de la
secuencia que se ha postulado que pueda adoptar una estructura secundaria de "stem-loop"
(Clary y Wolstenholme, 1987; Monforte et aL, 1993). También encontramos series del mismo
tipo y con la misma localizacién en otras especies de Drosophila cuya regién A+T ha sido
secuenciada (Monforte et al., 1993). En la Figura 7.IV se muestran las series de Tas
encontradas en las regiones control de distintas especies de insectos .

Ciiiéndonos al caso concreto de R. padi tratamos de comprobar si estas series de TAs
eran lo suficientemente largas como para rechazar la hip6tesis nula de que pudiesen haber sido
generadas al -azar dado el alto contenido en A+T de esta regién. Para ello estimamos la
probabilidad de que en una regién con unas proporciones de adenina y timina como las
observadas para la regi6én control de R. padi, existan por puro azar series compuestas
exclusivamente de adeninas y timinas alternadas de las longitudes observadas. Esta
probabilidad es asint6tica, estando limitada entre las funciones de distribucién (Karlin et al,
1990):

P_ = 1-exp[- ab(2-a-b)IZ] y P = 1-exp[-(a+b-2ab)IZ/ab]

Donde a, b son en este caso las frecuencias de A y T respectivamente, 1 = ab, yzes la
longitud en que la serie en cuestién excede el valor log N/(-log 1), siendo N la longitud total de
la regién.

Esta probabilidad se estim6 para dos series ininterrumpidas de TAs (series 1 y 3 de las
Figura 6.IV). La probabilidad calculada para la serie 1 compuesta por 14 dimeros de TA
consecutivos, se situé entre los limites 2 x 10-8 y 5 x 10-8. Para Ia serie de TAs con siete
dimeros consecutivos (serie 3) se estimé una probabilidad situada entre 2.6 x 10-3 y6.0x 10°
3. Asf pues, las longitudes estimadas para estas dos series resultaron altamente significativas,
por lo que cabe rechazar la hipétesis nula de un origen exclusivamente aleatorio. La longitud
minima para que una serie de este tipo fuese significativamente larga (al nivel 0.005) se estimé
en 14 nucleétidos, o dicho de otra forma, 7 dinucleStidos TA o AT seguidos. Segin este
criterio, en la regién control de R. padi habria 3 series de TAs de longitud significativamente
superior a la esperada como consecuencia Gnicamente de la composicién de la regién. Estas
. tres series-aparecen sefialadas en la Figura 6.IV. En la misma regi6n y contfguas a estas series,
existen otras series m4s 0 menos largas y mis o menos interrumpidas del mismo tipo que no |
existen en las otras dos regiones en que se dividi6 la regién control de R. padi.



R.padi CGTTTCTATTTATCTGAAAAGGGGGGGCTATGCCCCTCCAAAAAAAAAAA 309
R.padi GAAGGAAGAAGAGTATATAGAGGATTTATAAATATGTATAGTAGTATACA 359

R.padi TATATAGACTTCATATGTATATAGTATATATATATIATATAAATATACAT 409
D .yaku /oG- Grrrri o iCiTC:A 193
D .obsc s:::::::G:T:s:s::::TATC:A 185
cerly d« TA» 1
R.padi CTATATAGCTTATATATTITATATATATATATATATATATATATATAKATC 459
D.yaku :/ A:::::0 A : :::T:A/225
D.obsc :/ TAT A : iT:T/217
S.meli /A U A 108
H.punc -T:::/ 113
A . mell JTTTTTAA:: ::::: o :8sTTAT/15572
«trit di lAa Il ...
R.padi CTTATATGATGTTAATAATCTATACATTTAAtPATATATATATATATALTTA; 509
D.yaku /::::: TATA: ::::: TAAA/366
D .obsc /i ATA:::::: TAAA/355
S.meli [ricirrriirr i --A 140
H.punc /:issAs:ssT;;::::--A 132
A.mell /JTATA:: 000 :AA/1576
nrli d» TA» 3
R.padi ATATATAKATCCTTATATGAAIATATATAGATATTTATTG[FATATATATA| 559
D .yaku ... Mt /:T:rrrrrrrr: 380
D .obsc /2T 369
S.meli T:::TA:/ 147
H.punc T::A::T:/ 140
A . mell 15848/A:T::::::::T:TA// AAA:::::::::: 15895
R.padi IMATARGAGGTAAAGAAGAAAAGTATTAGTTATTTTATATTAATAATATTA 609
D.yaku ::/ 382
D.obsc ::/ 371
A.mell ::ATT/ 15900

Figura 7.IV. Comparacion de la secuencia de la regiéon control de R. padi que contiene las series de Tas, con
fragmentos similares extraidos de las secuencias de la region control de otros insectos: D.yaku corresponde a
Drosophila yakuba, D.obsc a D. obscura; S.meli a Strymon melinus; H.punc a Helicoverpa punctigera, y
A.meli a Apis mellifera. Las series de Tas indicadas son las mismas que en la Figura 6.IV. (:) indica aquellas
posiciones de los fragmentos seleccionados que son idénticas en R. padi. Las posiciones indicadas corresponden
en el caso de R. padi a las presentadas en este trabajo. Para Drosophila se indican las posiciones de acuerdo con
las utilizadas por Monforte et al. (1993). Para S. melinus y H. punctigera se ha utilizado la numeracién de las
secuencias utilizada por Taylor et al. (1993). En el caso de A. mellifera se ha seguido la numeracion de Crozier
y Crozier (1993).
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Algunas de las series de TAs presentes en los insectos estudiados también resultaron
significativamente largas. Cabe destacar dos series con 14 y 10 dimeros respectivamente
encontradas en 4. mellifera y una serie de 7 dfmeros y otra de 9 presentes en los lepidépteros
S. melinus y H. punctigera respectivamente. En cuatro especies de Drosophila (D. yakuba, D.
virilis, D. ambigua y D. obscura) encontramos como mfhimo una serie signiﬂcdtivamcntc larga
(seis dfmeros TA) circundada por series mis o menos imperfectas.

No se encontraron otros motivos comunes a las diferentes regiones control que los ya
descritos. Nos llam6 la atenci6n, sin embargo, la presencia de un motivo casi palindrémico del
tipo oligo-G/oligo-C en la regién control de R. padi (posiciones 280-298 en la Figura 6.IV).
- Una secuencia muy similar se encontré enla parte de la regi6n control de G. firmus que ha
sido secuenciada (Rand y Harrison, 1989). Estos autores también Ilaman la atenci6n sobre este
motivo y llegan a asignarle un hipotético papel en el proceso molecular que conduce a la
variacién de tamafio del mtDNA en esa especie. Sin embargo, en el resto de especies de
insectos aquf analizadas no se pudo encontrar ningun motivo similar.

Por dltimo, en lo que a secuencia primaria de la regién se refiere, queremos hacer notar
que ademds de las repeticiones que han sido descritas como generadoras de variacion del
tamaiio global de la regi6n, existe una repeticién imperfecta en la regién de los dimeros de TA
(posiciones 486-529) que incluye a la segunda serie de TAs y que podria haber surgido como
duplicacién de la primera serie. ’

Estudio de las posibles estructuras secundarias presentes en la regién control.

Dado que cuando se comparan dos secuencias puede detectarse una falta de
conservacién a nivel de secuencia primaria ain conservandose las posibles estructuras
secundarias, investigamos la posibilidad de que tal tipo de estructuras estuviesen presentes en
1a regi6n control de R. padi y por tanto su posible conservacién con respecto a otros insectos. |
En concreto, como ya se ha mencionado anteriormente, se han descrito estructuras del tipo
"stem-loop"” o estructuras cruciformes en la zona conservada de la regién A+T de varias
especies de Drosophila, sugiriendose asf una funci6n relacionada con el origen de replicacién
de la molécula (Clary y Wolstenholme, 1987; Monforte et al, 1993). También se han
postulado estas estructuras en las regiones control de varios lepidépteros (Taylor et al., 1993).

Con el fin de detectar posibles estructuras similares a las descritas para Drosophila, se
realizaron una serie de plegamientos de la secuencia de la regi6n control de R. padi utilizando
para ello el programa MFOLD perteneciente al paquete de programas del GCG. Se eligié para
ello una regién control conteniendo dos unidades del elemento repetido de 113 pb, para
detectar posibles estructuras secundarias que se pudiesen formar dentro de o entre las
repeticiones y que pudiesen estar asf implicadas en la generacién de variabilidad de tamaifio.

Se realizaron tres series de plegamientos en los que se recorri6 toda la regién utilizando
tamaiios de ventana de 80, 100 y 120 nucleétidos respectivamente, que se iban desplazando a
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lo largo de la secuencia a intervalos de 20 nucle6tidos. El programa proporcionaba aquella
estructura secundaria con menor energfa libre. Se obtuvieron asf 35, 34 y 33 estructuras
secundarias posibles con unos tamafios de 80, 100 y 120 nucle6tidos para la primera, segunda
y tercera series respectivamente. Para contrastar el nivel de desviacién de estos. plegamientos
respecto a otros que se pudiesen generar por puro azar, comparamos los valores de energfa
libre asociados a los mismos con los obtenidos para 25 muestras de 80, 100 y 120 nucle6tidos
en cada caso, obtenidas sin reemplazamiento a partir de un conjunto de 200 aleatorizaciones de
laregi6ncontroldeR. padi. =~ o o S

En la Tabla 2.IV se muestran los valores minimos de energfa asociados a cada una de
las estructuras secundarias calculadas por el programa, asf como el rango de valores de energfa
libre obtenido para las aleatorizaciones en cada una de las tres series. Como puede observarse,
las secuencias que intervienen en plegamientos con energia libre inferior al rango observado en
las aleatorizaciones, son practicamente las mismas en las tres series. En un anilisis més
detallado de estas secuencias, se observé que existfan dos bloques claros de secuencias que
podrfan formar estructuras secundarias estables. En un primer bloque estarian todas las
secuencias que incluyen el motivo oligo-G/oligo-C que se situa entre las posiciones 280-298 y
que es el responsable de que en las ventanas analizadas en las que queda incluido se obtenga un

valor de energfa libre signifivativo debido a su estructura casi palindrémica. En un segundo

. bloque estarfan implicadas las secuencias que incluyen al menos dos de las series de dimeros de
TA descritas en el apartado anterior, y que se extienden desde la posicién 333 hasta la posicién
563. En las representaciones gréficas de las estructuras 6ptimas y sub6ptimas correspondientes
al primer bloque de secuencias, aparecfa una tnica estructura estable independientemente del
tamafio de la ventana . Sin embargo, en las representaciones de las estructuras secundarias en
las que participaban secuencias del segundo bloque, se observaron varios tipos de estructuras
posibles dependiendo del tamafio de la ventana, de las secuencias presentes en una ventana
determinada y atin de si la representacién correspondfa a la energia 6ptima o a valores
subdéptimos de energfa. Esto era bisicamente debido a la existencia de varios grupos de series
de TAs préximos y a las distintas combinaciones que podfan darse de apareamientos entre
grupos cont{guos. '

Solo en tres casos resultaron también significativas estructuras secundarias en las que
participaba alguna secuencia incluida en el interior de la repeticién de 113 pb.
_ Con el fin de comprobar si alguna de las estructuras secundarias predichas existia
realmente en la regién control, realizamos una serie de experiencias de mapeo de la regién
control con la nucleasa S1 (ver Material y Métodos). Esta endonucleasa digiere el DNA de
hebra sencilla, de forma que si en un DNA superenrollado existe alguna regién con estructura
secundaria del tipo "stem-loop”, o simplemente una zona de desapareamiento estable del DNA,
esta es reconocida por la nucleasa S1 que degradaria la zona desapareada ("loop™).



Tabla 2.IV. Valores de energfa libre obtenidos en los plegamientos de la regién A+T de R. padi. Los
plegamientos se efectuaron con el programa MFOLD recorriendo la regién completa con tres
tamaiios de ventana diferentes a intervalos de 20 pb. Asf mismo se indica el rango de energfa libre
obtenido en cada ventana para 25 plegamientos realizados sobre otras tantas secuencias
aleatorizadas. ‘

ventana 80 pb ventana 100 pb ventana 120 pb

posiciones (pb) AG ‘posiciones (pb) AG posiciones (pb) AG

160-240 4.6 160-260 -6.2 160-280 9.7
180-260 4.5 180-280 -89 180-300 -24.1*
200-280 6.7 200-300 -21.9* 200-320 -21.9%*
220-300 -20.6* 220-320 -<20.6* 220-340 -21.4%
240-320 -18.7* 240-340 - -19.5% 240-360 23.1% -
260-340 . -16.5* 260-360 -20.1* 260-380 -27.9*%
280-360 -19.4% 280-380 -27.4* 280-400 -29.7%
300-380 -12.4* 300-400 -14.7 300420 -17.1
320-400 -14.7* 320420 -17.1% 320440 = -21.5%
340420 -12.4* 340440 -16.0* 340-460 o 252%
360440 -11.7* 360-460 -18.9*% 360480 -19.4%
380-460 -14.3* 380-480 -16.4* 380-500 -17.5*
400-480 -12.5% 400-500 -12.5 400-520 -19.4*
420-500 ~11.3* 420-520 -19.2* 420-540 -20.7*
440-520 -10.6* 440-540 -12.7 440-560 -16.9
460-540 -9.5% 460-560 -113 460-580 -16.2
480-560 -10.6* 480-580 -15.5 480-600 -16.5
500-580 -11.7* 500-600 -12.7 500-620 -13.3
520-600 -10.8%¢ 520-620 -114 520-640 -15.8
540-620 4.0 540-640 : -84 540-660 9.7
560-640 - 6.0 560-660 -13 560-680 94
580-660 <13 580-680 94 580-700 -122
600-680 -5.6 600-700 -8.6 600-720 -8.6
620-700 -1.5 620-720 -1.5 620-740 <15
640-720 49 640-740 4.9 640-760 -8.3
660-740 4.0 660-760 -7.4 660-780 -74
680-760 4.7 680-780 4.8 680-800 -6.9
700-780 -34 700-800 -5.5 700-820 -8.3
720-800 -5.5 720-820 -8.3 720-840 -8.3

" 740-820 -74 740-840 -74 740-860 -8.5
760-840 49 760-860 -6.0 760-880 -13.7
780-860 4.2 780-880 - -119 780-900 -124
.800-880 -9.2% 800-900 -9.3 800-920 -15.8
820-900 -9.0* 820-920 -10.5 '

840-920 49 ‘

Aleatorizacién 0.1, -8.3 -3.8,-15.7 -5.3,-17.3

(*) valores de AG inferiores al rango observado para las secuencias aleatorizadas.

63
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Estas experiencias se realizaron sobre los pldsmidos recombinantes pRPAT2.1 y
pRPAT2.3 que contienen regiones A+T con dos y cuatro unidades réspectivamente del
elemento de 113 pb. Se pudo comprobar que, efectivamente, la nucleasa S1 linearizaba los
piésmidos superenrollados que contenian la regién A+T (Figura 8.IV ). Para la obtencién del
mapa del o de los posibles sitios de corte, el DNA sometido a digesti6n con la nucleasa S1 se
digiri6é después con los enzimas EcoRlI, Accl, Ddel y Rsal, y doblemente con cada uno de los
dos tltimos y HindIII (Figura 8.IV ). En las dobles digestiones en las que intervenfa la nucleasa
S1 aparecfan bandas que no estaban presentes en las digestiones control sin S1. De los tamafios
e intensidades de estas bandas se pudo concluir que 1a nucleasa S1 producfa tres cortes muy
préximos entre sf en la regién A+T y que aparentemente uno de ellos era mayoritario con
respecto a los otros dos. Para asegurarnos de que no habfa habido una sobredigestién, se
realizaron las digestiones a diferentes tiempos, desde 5 hasta 50 minutos y a dos temperaturas
diferentes (200C y 370C) observéndose en todos los casos el mismo patrén, aunque a tiempos
largos y a 370C se observé cierta degradacién de algunos fragmentos. Asf, estos puntos de
corte de la S1 se pudieron localizar en el mapa de restriccién de la regién. El punto
presuntamente mayoritario se localizarfa a unas 400 pb desde el extremo HindIII del inserto
que est4 incluido en el tRNAMEL, y los otros dos a unas 440 y 460 pb respectivamente desde el
mismo extremo. Estas tres posiciones se localizan justamente en la zona donde estdn situados
los bloques de series de TAs, que es donde se habfa predicho que pudiesen existir diferentes
estructuras secundarias dependiendo de los diferentes apareamientos intracatenarios que se
produjesen entre dichos bloques.

Los resultados fueron idénticos para los dos plismidos con los que se realizaron estas
experiencias, no existiendo evidencias de que la nucleasa S1 cortase en otros posibles sitios
candidatos diferentes a los mencionados, como podian ser el oligo-G/oligo-C o la zona de las
repeticiones.

Por dltimo, decidimos tratar de establecer de forma méis precisa la posicién de los
puntos de corte y de esta forma determinar definitivamente cuales de las estructuras
secundarias predichas por los plegamientos era m4s probable que se formasen in vivo. Para ello
procedimos a secuenciar los extremos de los fragmentos resultantes de la digesti6én con la
nucleasa S1 que nos proporcionarfan las secuencias flanqueantes de las zonas de
- desapareamiento estable (limites del "loop").

En la recircularizacién de los pldsmidos digeridos con la S1 se sigui6 el esquema que se
muestra en la Figura 9.IV y se transformé con ellos la cepa correspondiente de E. coli. Con
este esquema obtuvimos dos tipos de pldsmidos: aquellos en los que a partir del sitio Smal de
inserci6n del inserto se lefa inmediatamente la secuencia flanqueante del extremo 5' del "loop”,
y aquellos en los que a partir de ese mismo sitio lefamos la correspondiente al extremo 3.
Dado que la S1 reconocia més de un punto de corte, todos los pldsmidos recombinantes de un
mismo tipo no serfan necesariamente idénticos, sino que diferirfan (precisamente) en la
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Figura 8.IV. Experiencias de mapeo realizadas con la
nucleasa SI sobre los plismidos recombinantes
PRPAT2.1 (A) y pRPAT2.3 (B). a) Evidencia de la
existencia de alguna zona sensible a la accién de la
nucleasa. nd, DNA no digerido; SI, DNA digerido
con 10 unidades de nucleasa SI 30 minutos a 37°C; e,
DNA linearizado en el sitio EcoRI del sitio de
clonacion multiple del vector, S, forma
superenrollada; 1, forma lineal; r, formas relajadas;
m, marcador de tamafio (DNA del fago lambda
digerido con HindUl). El porcentaje de agarosa del
gel fue del 0.8%. b) Mapeo del sitio SI respecto al
sitio £coRI del vector. e/S1, digestion con EcoRI del
DNA previamente digerido con 10 unidades de
nucleasa SI durante 30 minutos a 37°C. El porcentaje
del gel de agarosa fue del 0.8%. c) Digestiones con
EcoRI del DNA previamente digerido con la nucleasa
SI durante 30 minutos a 20°C (carreras 1y3)ya
37°C (carreras 2 y 4). Dobles digestiones foal-
Hinulll del DNA previamente tratado con la nucleasa SI 30 minutos a 20° C(carreras 5y 8) y a 37°C (carreras 6 y 9).
Las carreras 7 y 0 corresponden a dobles digestiones /faal-tfmdlll del DNA de los plasmidos recombinantes sin
tratamiento con la nucleasa SI. El porcentaje de agarosa del gel fue del 1.2%. Se puede apreciar en los tratamientos a
20°C la presenciadetres bandas nitidas generadas por acciénde la nucleasa SI, una de ellas de mayor intensidad ( ).
VI corresponde almarcador de tamaiios comercializadoporBoehringer Mannheim con este nombre.
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Figura 9.IV. Representacion esquematica de las experiencias de mapeo efectuadas con la nucleasa SI. a)

Esquema seguido para la deteccion y mapeo por restriccion de las zonas de desapareamiento estable
presentes en la region control del mtDNA deR. padi y que se seiialan como SI. b) Procedimiento seguido
para la secuenciacién de las zonas adyacentes a las zonas de desapareamiento estable. Los sitios de
restriccion son los mismos que en la figura 5.IV. Ademas se sefialan los sitios de restriccion £coRI (e) y
Smal (s) del sitio de clonacion multiple del vector. Las regiones adyacentes a la zona de desapareamiento

estable se sefialan como 5'y 3'indicando asi su posicion relativa en la secuencia de la cadena mostrada en

las figuras 5.IV y 6.IV. lilili, vectorj | , inserto. R-60 y D-60 son los cebadores utilizados para la

obtencién de las secuencias.
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secuencia de uni6én al punto Smal. No bastaba por tanto con secuenciar los‘extrcr'nos de un
pldsmido de cada tipo para tener la secuencia correspondiente a las dos zonas flanqueantes de
un "loop”, sino que creimos interesante secuenciar varios plismidos de cada tipo para
conseguir tener representados los tres sitios de corte de la nucleasa S1, y por tanto las
secuencias ﬂanqueantes de los tres posibles "loops". Ademis, si realmente uno de los sitios de
corte era mayoritario, esto también deberfa de quedar puesto de manifiesto por una mayor
proporcién de secuencias obtenidas correspondientes a sus extremos dado qué el muestreo de
las colonias de E. coli transformadas con estos pldsmidos era claramente aleatorio.

Se obtuvicron en total 10 secuencias flanqueantes de extremos 5' de "loops” y 15
secuencias flanqueantes de extremos 3. En la Tabla 3.IV se presentan Gnicamente las
posiciones de inicio de estas secuencias referidas a la secuencia del fragmento HindIIl que
contiene la regién control (Figura 6.IV). Cabe hacer hincapié en que la zona o las zonas de
desapareamiento estable se han de situar entre un extremo S' y un extremo 3' flanqueantes. Se
pueden distinguir claramente tres grupos de extremos generados por la acci6n de la nucleasa
S1. El grupo m4s abundante cofresponderfa al de un "loop” flanqueado por las series de TAs
numeradas en la Figura 6.IV como 0 y 1. El segundo grupo, dada la corta distancia que separa
ambos extremos, corfesponderfa a un corte puntual (probablemente oscilante) en el interior de
la serie 1 de TAs. En el tercer grupo las series de TAs 1 y 2 flanquearfan el "loop”. De aqui
podemos deducir que de las posibles estructuras secundarias predichas por los plegamientos de
la secuencia, los datos experimentales s6lo avalan la existencia de tres de ellas (una mayoritaria
respecto a las otras dos) en la regién control del mtDNA de R. padi, cuando la molécula se
encuentra en forma superenrollada (Figura 10.IV). Aunque en esta figura se ha hecho
participar a las secuencias flanqueantes en la formacién de tallos o "stems" del tipo propuesto
para Drosophila y para el origen de replicacién de la cadena L del mtDNA de vertebrados, la
formacién de tales "stems" necesita ser confirmada de forma experimental. Lo que si parece
evidente con nuestros datos es la participacién de las series de TAs en una desestabilizacién de
los apareamientos entre las dos cadenas del DNA promoviendo un desapareamiento estable en
las zonas que flanquean.



Tabla 3.IV. Posiciones nucleotidicas en que la nucleasa SI ha dejado de digerir y que se pueden
considerar como inmediatamente adyacentes a las zonas de desapareamiento estable. Dada la
estrategia utilizada para la determinacion de estas secuencias, se presentan las posiciones
correspondientes a las zonas adyacentes 5’ y 3’ de la cadena que se representa en las Figuras 5.1V y
6.IV. Se secuenciaron parcialmente un total de 10 plismidos recombinantes del tipo 5’ y 15
plasmidos del tipo 3’ (Figura 9.1V) que fueron clasificados en tres grupos diferentes (uno de ellos

claramente mayoritario).

Grupol Grupo I Grupo I
posiciones 5> posiciones 3* posiciones5’ posiciones 3°  posiciones 5’ posiciones 3’
406 422 441 444 454 471
410 427 444 444 481
406 426
402 427
402 418
410 416
413 422

425
426
421

425
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Figura 10JVEstructuras secundarias predichas por el programa MFOLD para la

regién A+T.

Unicamente se han representado tres que pueden estar avaladas
por las experiencias de digestidén y mapeo con la nucleasa SI.
I seria la mayoritaria seguin los datos de mapeo y secuenciacidn.

La estructura
Las

posiciones indicadas corresponden a las de las secuencias representadas en
las figuras 5 y 6.
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IV.3.1.4. Variacién en tamaiio de la region control en poblaciones naturales de R
padi. _ ' ,
Una vez caracterizadas las bases moleculares de este tipo de. polimorfismo en R. padi y
cuando menos intuidos los posibles mecanismos que lo generan, el estudio de los patrones de
variacién de tamafio en la regién control del mtDNA en las poblaciones naturales de esta
especie es interesante no solo por su posible utilidad en el andlisis de la estructura y dindmica
de estas poblaciones sino también porque los resultados de este andlisis pueden contribuir a un
conocimiento mds general sobre c6mo se integran los procesos de deriva, mutacién y seleccién
en el mantenimiento de este tipo de pohmorﬁsmo en el mtDNA.

- Cada uno de los 148 clones de R. padt analizados en este trabajo fue caracterizado con’
respecto al nimero de repeticiones en tandem presentes en su mtDNA. Para ello utilizamos
como diagnéstico el tamaiio estimado para el fragmento HindIII que contiene la regién control
y que oscila dependiendo del clon analizado entre 2.0 y 2.8 kb (Figura 11.IV). De esta forma
cada clon de R. padi se asign6 a la correspondiente clase de tamafio de acuerdo con el nimero
de repeticiones deducido para el mencionado fragmento. Aquellos clones con un tamafio para
este fragmento de 2.0 kb contienen una dnica unidad del elemento de 113 pb, aquellos con un
tamafio de 2.1 kb contienen dos unidades repetidas en tdndem de dicho elemento, aquellos con
un tamafio de 2.2 kb contienen tres unidades, y asf sucesivamente. En algunos clones era
manifiesta la presencia de mé4s de un tipo de tamafio para el fragmento HindIII en cuestién
(Figura 12.1V). De aquf se deduce que estos clones poseen un mtDNA heterogéneo en tamafio
y por tanto se han de considerar como clones heteroplismicos. Con el objeto de detectar
posibles casos de heteroplasmia en los que alguna de las clases de tamafio estuviese presente en
muy baja proporci6n, y por lo tanto no fuese detectada directamente en los geles, se realizaron
hibridaciones con el subfragmento Accl-Rsal del plismido recombinante pRPAT2.1 (Figura
5.IV). En aquellos clones que resultaron heteropldsmicos se determiné la proporci6én de cada |
una de las clases de tamafio presentes mediante densitometrado de las peliculas
correspondientes a las hibridaciones con 1a sonda mencionada.

En la Tabla 4.IV se muestra la distribucién en clases de tamafio para esta regién de los
148 clones analizados agrupados por localidades de muestreo. En aquellas localidades en las
que se habia realizado m4s de un muestreo (ver Tabla 1.II) se comprobé previamente que no
existian diferencias significativas en la distribucién de los clones en clases de tamaifio entre
diferentes periodos de muestreo, mediante la realizacién de un test de ji cuadrado (X2)
especialmente adecuado para la comparacién de muestras pequefias (Roff y Bentzen, 1989)
basado en la aleatorizacién de los datos de una matriz bidimensional manteniendo constantes
las frecuencias marginales.

Treinta y siete de los 148 clones (el 25%) resultaron heteropldsmicos y salvo dos en
que se detectaron tres tamafios diferentes estos clones solo presentaban dos clases de tamaiio
distintas. Se encontraron clones heteropldsmicos en todas las poblaciones en que se analizaron



Figura 11.IV. Digestiones con el enzima de restriccion /mdlll de clones de R padi que muestran el
rango de tamafios observado para el fragmento variable. La hibridacion se efectu6é con la sonda Accl-
/foal que contiene la zona variable en tamaiio.

Figura 12.IV. Digestiones con el enzima de restriccion HintlU de ocho clones de R padi donde se
puede apreciar un claro ejemplo de hcteroplasmia de tamaiio (clon Z21). La hibridacién se efectué con la
sonda XfozIRp.
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m4s de cinco clones. De los 37 s6lo dos presentaron una de sus clases de tamafio menor a dos ‘
repeticiones, correspondiéndose este tamafio (2.0 kb) con una regién control con un Gnica
copia del elemento de 113 pb. Entre los clones homoplismicos, sin embargo, no se encontr6
niliguno que contuviese menos de dos repeticiones (2.1 kb para el fragmento HindIII variable).

No se encontraron diferencias significativas en la proporcién de clones heteroplismicos
frente a homopldsmicos entre las diferentes poblaciones analizadas (X2=11.79, g.1=7, P=0.11)
ni entre los diferentes periodos de muestreo realizados en las localidades de Cérdoba y
Zaragoza (X2=1.75, gl=2, P=0451y X2=7.34, g.L=5, P=0.186 respectivamente). En las
otras tres poblaciones en las que se habfa realizado mé4s de un muestreo (Madrid, Tarragona y

" Rennes) la proporcién de clones heteropldsmicos fué significativamente diferente entre

muestreos (X2=7.45, g.L=2, P=0.03; X2=1.88, g.1L=1, P=0.0000 y X2=2.94, g.1=1, P=0.038.
respectivamente), aunque en el caso de Tarragona el nimero de clones capturados en los dos
periodos en que se muestre6 fué pequefio (3 y 2 clones respectivamente) detectindose un
tnico clon heteropldsmico en el segundo muestreo. - : o

La clase de tamafio m4s frecuentemente encontrada en los diferentes clones analizados
fué la correspondiente a un tamafio para el fragmentd HindIIl variable de 2.4 kb y que
contiene, por tanto, cinco repeticiones. La frecuencia global de esta clase considerando la
contribucién de los clones heteroplismicos fué del 64%. Comparando entre poblaciones,
dnicamente no se detecté en Bristol, y Lexington, pero el nimero de clones muestreados de
estas poblaciones fué también muy pequefio (2 y 1 respectivamente). Contrariamente, tanto el
tinico clon procedente de La Plata como el clon procedente de Stillwater poseen este tamafio.
En el resto de poblaciones la clase de tamafio correspondiente a cinco repeticiones fué la més
frecuente (con excepcién hecha de Colmar) tanto entre los clones homopldsmicos como entre
los heteropldsmicos (Figura 13.IV)

En cuanto a la distribucién en clases de tamafio de los clones muestreados analizamos
por separado los clones homopldsmicos y heteropldsmicos excluyendo aquellas poblaciones en
las. que s6lo se habia muestreado un Wnico clon (Lexington, Stillwater y La Plata).
Considerando el resto de poblaciones se encontraron diferencias significativas en la
distribucién de los clones homopldsmicos (X2=73.5, g.L=108, P=0.039), aunque si se exclufan
del andlisis las poblaciones francesas (Rennes y Colmar) y la poblacién de Bristol (con solo dos
clones muestreados) no se encontraron diferencias significativas entre las restantes poblaciones
(Madrid, Cérdoba, Zaragoza, Tarragona y San Francisco), (X2=28.63, g.l=16, P= 0.086). La
representacién gréfica de la distribucién de los clones heteropldsmicos muestra que salvo en la
poblacién francesa de Rennes, su distribuci6n es similar en las tres 'poblaciones en qué se han
detectado un nimero suficiente de clones heteropldsmicos, y similar a su vez a la distribucién
de los clones homopldsmicos aunque méis amplia (Figura 15.IV). Esta distribuci6n se
caracteriza por ser unimodal con una clase de tamafio central (la correspondiente a 5
repeticiones 0 a un tamafio para el fragmento HindIIl variable de 2.4 Kb) altamente frecuente



Coérdoba

Madrid Rennes

Figura 13.1V. Distribuciones de los clones homoplasmicos y heteroplasmicos de
R.padi para el fragmento variable Hindlll. No se incluyen localidades con un
numero reducido de individuos. * H1 Clones homoplasmicos lilili Clones
heteroplasmicos.
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Madrid Cérdoba
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Tarragona
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Rennes Rennes (Anholocfclicos)
Colmar Rennes (Hdociclicos)
i aad4aara i a a4 aar a

Figura 14.IV. Distribucion de los clones de/?, padi en clases de tamaiio para el fragmento
variable HindlU considerando conjuntamente los clones homoplasmicos y heteroplasmicos. Las
poblaciones con un solo individuo no han sido incluidas.
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en todas ellas. En la poblacién de Rennes los clones homopldsmicos presentan bisicamente
esta misma distribucién aunque algo m4s amplia, pcro los clones heteroplésrmcos parecen estar
distribuidos de forma mé4s uniforme.

Los clones heteropldsmicos fueron redistribuidos en sus clases de tamafio componentes
de forma que su contribucin a una clase de tamafio dada es determinada por la fraccién de
moléculas de mtDNA que pertenecen a esa clase (Tabla 5.IV). Los datos se muestran en la
Tabla 6.IV, en Ia que para cada clase de tamafio se considera la contribucién de todos los
clones. No se encontraron diferencias significativas entre poblaciones en la distribucién de los
clones asf reasignados (X2 =74.93, g.L=42, P=0.0630). En la Figura 14.IV se muestra

gréificamente la distribucién conjunta de los clones homopl4smicos y heteropldsmicos para las

distintas poblaciones con mis de un clon muestreado. La forma de la distribuci6n es en general
muy similar en todas las poblaciones a excepcién de Colmar y Bristol. De nuevo, la clase
correspondiente a 5 repeticiones aparece como la clase mis frecuente constituyendo la moda
de la distribucién. En la poblacién de Rennes la distribucién es m4s amplia y més aplanada,
reflejando una mayor diversidad. A pesar de no haber detectado diferencias significativas en la
distribucién global considerando conjuntamente los clones homopldsmicos y heteropldsmicos,
el hecho de haber detectado diferencias significativas en la distribucién de los clones
homopl4smicos aparentemente motivadas por la diferente distribucién de los clones franceses e
ingleses, y el hecho de que aquellos mostraran una distribucién diferente para los clones
heteropldsmicos (poblacién de Rennes), decidimos analizar con més detalle estas poblaciones.

Como ya se explic6 en el apartado de material y métodos, estos clones fueron
proporcionados por el Dr. J. C. Simon (INRA, Francia) y el factor determinante para su
eleccién fué el conocimiento de un rasgo biol6gico importante como es su ciclo de vida (Tabla
1.IT). Los cinco clones de Colmar y los dos de Bristol eran holociclicos, mientras que de los 29
clones pertenecientes a la poblacién de Rennes 15 eran holociclicos y 14 anholociclicos. Se '
comprob6 que entre los dos tipos de clones de la poblacién de Rennes existfan diferencias
significativas en cuanto a su distribucién en clases de tamafio para la regién estudiada
(X2=16.3, g.L=5, P=0.002). Representando gréﬁcamente por separado la distribucién en
clases de tamafio de ambos tipos de clones de esta poblacién se pudo comprobar (Figura
16.IV) c6mo la distribucién de los clones holociclicos era similar a la de los clones de las
poblaciones de Colmar y Bristol (de hecho no se encontraron diferencias significativas en su
distribucién), mientras que la distribucién de los clones anholociclicos segufa el mismo patrén
que el de las poblaciones espafiolas con una clase de tamafio central muy frecuente.

Como se discutird mds adelante, dada la aparente estabilidad de la heteroplasmia
durante al menos unas pocas generaciones (Solignac et al, 1984, Rand y Harrison, 1986),
asumimos que la heteroplasmia intraclonal era equivalente a heteroplasmia intraindividual. Esta
asuncién se basaba ademds en el hecho de que cada clon habfa sido fundado a partir de una
tnica hembra partenogenética. Aunque se hubiese producido alguna segregacién de las
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variantes de tamafio desde la fundacién del clon heteropldsmico hasta el momento préciso dela
extraccién del mtDNA, la frecuencia observada para cada variante de tamafio presente en el
clon debfa reflejar las frecuencias iniciales en la hembra fundadora del mismo.

Considerando conjuntamente los datos de distribucién de los clones homoplasmicos y
heteropldsmicos (Tabla 6.IV), procedimos a un andlisis de componentes jerdrquicos de la
diversidad (Tabla 7.IV) en el que en base a lo expuesto, la diversidad intraclonal es
considerada como intraindividual. La descomposicién de la variacién en tamafio en sus
componentes jerdrquicos se realizé siguiendo la formulacién propuesta por Rand y Harrison
(1989). Para cada nivel de variacién se calcul6 la diversidad genética como K =1- Exi2 donde
‘xi‘ es la frecuencia de la clase de tamafio "i" dentro de individuos '(cl'ories), dentro de
localidades o demes, o dentro de la muestra total. Asf, se estimaron las diversidades dentro de
clones (Kp), dentro de localidades (K¢), y dentro del total de la muestra (Ky). De acuerdo con
Lewontin (1972), la descomposicién de la diversidad en sus componentes jerdrquicas se realiz6
de la siguiente manera:

Ci=Kp/K¢

Cip = (Ke-Kp)/Kq

- Cpt= (KKK
donde C;, Cip y Cpt coresponden respectivamente a los componentes intraindividual
(intraclonal), intrademes (interclonal) e interdemes de la diversidad total, de forma que
Ci+Cip+Cp=1.0. Kp, y K¢ son las diversidades medias estimadas sobre todos los clones o
sobre todos los demes respectivamente. Las varianzas de estos pardmetros se¢ estimaron
mediante el método de "jackknife".

Para establecer comparaciones se calculé un estadistico de heterogeneidad siguiendo el
método de Desalle y col. (1987). Las frecuencias de cada clase de tamaifio en las diferentes
poblaciones se transformaron mediante el arcoseno de su raiz cuadrada y se contrasté la
presencia de heterogeneidad significativa entre poblaciones mediante el siguiente estadistico:

V = 4 Enj(a;-A)2

donde 3a; es la frecuencia transformada de la muestra i, A = (Enja))/N y N = En;. V se
~ calcul6 sumando para todas las r muestras y tiene una distribucién X2 con r-1 grados de -
libertad.

En estos an4lisis dnicamente se incluyeron los datos de aquellas poblaciones en las que
se habfan muestreado mis de un clon.

El estadfstico V (Tabla 6.IV) puso de manifiesto que dos clases de tamafio, las clases
correspondientes a cinco y seis repeticiones, mostraban heterogeneidad significativa entre
poblaciones. Dado que, como se ha mencionado, los clones holociclicos parecian tener una
distribucién diferente a la de los clones - anholociclicos, se recalcularon los valores del
estadistico excluyendo todos los clones que a priori habfan sido caracterizados como
holociclicos, es decir, los 5 clones de Colmar, los 2 clones de Bristol y los 15 clones



75

holociclicos de Rennes. Excluyendo estos clones no se observé heterogeneidad significativa '
para ninguna de las clases de tamaiio entre las diferentes poblaciones (Tabla 6.IV).

En general, la diversidad intraindividual (intraclonal) media (Kb) en las poblaciones
mejor muestreadas alcanza valores cercanos a 0.1 debido a la incidencia de los clones
heteropldsmicos cuya frecuencia result6 ser similar en dichas poblaciones en torno al 25% con
excepcién de Cérdoba. La poblacién de Cérdoba presenta el valor més alto de diversidad
intraindividual (0.16) como consecuencia del elevado nimero de clones heteropldsmicos
detectados en esta poblacién (48%). S o

De las cuatro poblaciones de las que se disponfa mayor nimero de clones (Madrid,
‘Cérdoba, Zaragoza y Rennes) esta iltima es 1a que presenta una diversidad intrapoblacional’
debida a diferencias entre individuos (clones) més alta (Kc=0.70). Como ya se indic6 esta
poblacién no parecfa homogénea en cuanto a su distribucién en clases de tamafio (Figura
16.IV) encontrdndose diferencias significativas entre las distribuciones de los 15 clones
holociclicos y los 14 anholociclicos pertenecientes a esta poblacién. Desglosando esta
poblacién en los dos grupos mencionados se encontré que la diversidad dentro de cada uno de
ellos era muy diferente. Los valores de Kc obtenidos para los clones holociclicos y
anholociclicos fueron respectivamente 0.7753 y 0.2717 reflejando por tanto una mayor
diversidad entre los clones holociclicos.

La estructura jerdrquica de esta variabilidad deducida de los estadisticos para tres
niveles C;, Cjp y Cpt, demuestra que el 69% de la diversidad total se debe a diferencias entre
individuos (clones) dentro de localidades o demes y alrededor del 18% a diferencias dentro de
los clones como consecuencia de la heteroplasmia. En conjunto un 87% de la diversidad total
detectada reside dentro de las poblaciones estudiadas. Solamente una fraccién relativamente
pequeiia de la diversidad total es debida a diferencias entre localidades (13%) indicando cierta
diferenciacién poblacional. El andlisis por "jackknife” gener6 estimas muy pequeifias para las
varianzas de estos estadfsticos indicando que las conclusiones derivadas de estos datos no se
verfan muy afectadas si los tamafios poblacionales fueran superiores. B

El hecho de que el tipo de ciclo de vida aparezca como un posible factor determinante
de cierta heterogeneidad entre poblaciones justificarfa su inclusién como un cuarto nivel de
variacién que jerdrquicamente quedaria situado debajo del nivel global. Sin embargo dado que
solamente disponfamos de una poblaci6én en la que se hubieran muestreado tanto individuos
holociclicos como anholociclicos (poblacién de Rennes), este an4lisis fué inviable. A pesar de
ello, y de lo reducido de la muestra, analizamos c6mo se distribufa la diversidad dentro de esta
poblacién descomponiéndola en dos linajes, uno correspondiente a los clones holociclicos y
otro a los clones anholociclicos. El significado de los estadisticos C es similar al definido
anteriormente solo que en este caso el nivel "poblacién” es sustituido por el nivel "linaje" (L)
(Tabla 7.IV). En este andlisis, una considerable fraccién (25.6%) de la diversidad total es
explicada por diferencias entre los dos linajes dentro de la misma poblacién de Rennes.
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Tabla 4.IV. Distribucién de los clones de R. padi de acuerdo con el tamaiio del fragmento variable HindIII.
Para cada poblacién se indica el nimero de clones homopldsmicos/heteropldsmicos que contribuyen a cada
clase de tamafio.

Tamaiio del fragmento variable HindIIl

Poblacién 20 21 22 23 24 25 26 28  hom/met  Total
Espaiia

Madrid V1 34 2/5 ‘ 25/5 30
 Cérdoba 02 02 W4 W12 ¥s 1312 25
Zaragoza o U5 Sl6 26110 14 32 45
- Tarragona 10 10 21 o0n 4n 5
Francia

Rennes 41 25 124 34 0N 1/0 2277 29
Colmar 2/0 0 20 5/0 5
Inglatérra '

Bristol ' 1/0 1/0 2/0 2
US.A.

S. Francisco , 4/0 4/0 4
Stillwater 1/0 1/0 1
Lexington 1/0 1/0 1
Argentina

La Plata 1/0 1/0 1

Total 0/2 2/2 9/7 12/19 79/32 8/14  0/1 1/0 111/37 148




- Tabla 5.IV. Contribucién de los clones heteropldsmicos a cada clase de tamafio. Para
cada clon se indica la proporcién deducida mediante densitometrfa en que estdn
presentes las clases de tamafio componentes.

: 2.0 21 22 2.3 24 25 2.6 2.8
Poblacién/clon .

Madrid
- M10 025 075
M16 050 050
/M18 . 0.15 0.85
M19 015 0385
M20 060 040
Cérdoba
ez o 0100 090
IC4 0.10 045 045
/IC8 0.15 0.85
/IC10 0.20 0.80
IC11 045 055
IC12 030 0.70
IC13 0.20 0.80
IC16 090 0.10
IC19 085 0.15
1C23 025 075
1C24 090 0.10
IC25 045 0.55
Zaragoza
1Z8 ' 045 0.55
721 0.55 0.45
1722 : 0.15 - 085
1725 0.50 0.50
1228 040 060
1233 045 0.55
1235 . 0.10 0.90
1Z38 0.70 0.30
1239 085 0.15
1240 080 010 0.10
1743 0.55 045
1ZAS 085 0.15
Tarragona :
/T4 060 040
Rennes
- R11 060 040
/R12 055 045
/R14 045 055
/R19 0.55 0.45
/R20 0.85 0.15
/R21 0.20 0.10 0.70

/R22 0.20 0.80




Tabla 6.IV. Distribucién de los clones de R. padi en clases de tamafio considerando 1a suma de las contribuciones a

cada clase de tamaiio de los clones homopldsmicos y la fraccién correspondiente de los élones heteropldsmicos de
acuerdo con la Tabla 5.IV. Los datos se dan en porcentajes. También se: indica el valor del estadfstico V de

‘heterogeneidad (DeSalle et al., 1987).

Tamaiio del fragmento variable HindIll

2.0 2.1

Poblacién 2.2 2.3 24 2.5 2.6 2.8 n
Espafia S

Madrid ... . 004 015 081 - 30

Cérdoba 002 001 016 063 018 25

Zaragoza 0.07 0.18 0.70 0.05 45

Tarragona 020 0.20 0.52 0.08 5
Francia

Rennes 0.17 0.15 047 016 . 0.02 003 29

Colmar 0.04 0.02 0.04 5
Inglaterra

Bristol 0.50 0.50 2
US.A.

S. Francisco 1.00 4

Stillwater 1.00

Lexington 1.00 1
Argentina

La Plata 1.00 1
Total 0002 0015 0083 0148 0641 009  0.005 0006 148
Valor V (1) 1729 4543 11001 3465 17.522* 14983* 2019 2516  7.222
Valor V (2) 1201 4006 4597 1844 5634  7.635 - - 4.153

(1) Calculado considerando todas las poblaciones con més de un clon. g.1.=7.’

(2) Calculado eliminando ademis todos los clones caracterizados previamente como holociclicos (Tabla I1) por lo que dos clases de tamaiio (2.6 y 2.8)

desaparecen. g.1.=5.

(*) Valores de V significativos (P<0.05).



79

Tabla 7.IV. Indices de diversidad (Kb, Kc y Kt) y componentes jerdrquicos de
la diversidad (Cj, Cip y Cpyp) del fragmento variable HindIII para los 145 clones
de R. padi pertenecientes a las localidades en que se¢ habfa muestreado mis de

un clon.

Kb kc Kt
Poblacién
Madrid 00622 03172
'Cérdoba 01624 . . . . 05416
Zaragoza 0.1037 0.4697
Tarragona 0.0960 0.6432
Rennes 0.1034 0.7037
Colmar 0.0000 0.6400
Bristol 0.0000 : 0.5000
S. Francisco 0.0000 0.0000
Valor medio 0.0970 0.4769

0.5493

Ci=0.1766  Varianza = 0.0007
Cip=0.6916  Varianza = 0,0038
Cpt=0.1318  Varianza = 0.0038
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IV.3.2. Variacién en tamafio detectada para un fragmento Tagl.

- Ademis de la variaci6n en tamafio de la regién control descrita en el apartado anterior,
se encontr$ una segunda regién de tamafio variable que contribufa junto a la primera al amplio
polimorfismo de tamafio detectado para el mtDNA de R. padi.

Esta segunda regién variable fué detectada al profundizar en el andlisis del
polimorfismo de restriccién en el mtDNA de esta especie, al incluir en dicho anilisis el enzima
de restriccién - Tagl. Este enzima revelaba la existencia de un fragmento cuya movilidad
variable no se podia explicar como consecuencia de ganancias o pérdidas de sitios de
restriccién (Figura 15.IV). El tamafio de este fragmento variable oscila entre 1.9 y 2.4 kb con’
un intervalo de variacién de nuevo préximo a las 100 pb. Como en el caso del polimorfismo de -
tamafio asociado a la regién control, en este también se encontraron clones heteroplismicos.

Al elaborar el mapa de restriccién completo del mtDNA de R. padi que presentaremos
mds adelante (Figura 17.IV) conseguimos delimitar esta nueva zona variable en tamafio que
result6 estar ubicada entre los genes ND5 y ND4 asumiendo que el tamafio y posicién de estos
genes sean aproximadamente los mismos que en Drosophila y que la zona variable no
interrumpe ninguno de ellos. '

Los varios intentos realizados para clonar esta zona con el fin de caracterizarla
molecularmente resultaron infructuosos. A pesar de ello parece razonable pensar que la
variaci6n sea debida a diferencias en el nimero de copias de una unidad de aproximadamente
100 pb que se encontraria repetida en tandem. En cualquier caso, a falta de la necesaria
caracterizaci6én molecular, no podemos convertir los tamafios observados para el fragmento en
cuestién en un ndmero correspondiente de repeticiones como se hizo para el fragmento
variable incluido en la regi6n control

El anilisis de este nuevo polimorfismo de tamafio se realiz6 bisicamente de la misma
forma que el llevado a cabo para el fragmento variable HindIIl salvo que en este caso no se
realizaron densitometrados de los geles sino que, en aquellos casos en que la heteroplasmia era
manifiesta, se estimaron de forma visual las proporciones de cada uno de los tamafios
presentes. En algunos clones o bien no se pudo estimar con fiabilidad el tamafio preciso del
fragmento en cuestién o bien no quedaba clara la existencia de heteroplasmia por lo que fueron
excluidos del an4lisis. |

La Tabla 8.IV muestra la distribucién de los 133 clones de R. padi analizados
agrupados por localidades en las seis clases de tamafio observadas para este fragmento. Como
en el caso anterior, en aquellas localidades en que se habfa efectuado mis de un muestreo
previamente se realizé un test de homogeneidad entre muestreos que en ningt’in'caso resulté
ser significativo.

Un total de 16 clones (12%) resultaron heteropldsmicos indicAndose en la Tabla 9.IV
las proporciones deducidas para cada una de las clases de tamafio presentes. Dado el reducido
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nimero de clones heteroplasmicos detectado no se hizo ningin anélisis por separado de los
clones homopl4smicos y heteropldsmicos, y la contribucién de estos Gltimos a las diferentes
clases de tamafio se sumé a la de los clones homoplismicos (Tabla 10.IV) tratdndose ambos
tipos de clones de manera conjunta. | ‘

Se encontraron diferencias significativas en la distribucién en clases de tamafio entre las
poblaciones analizadas (X2=107.71', g.L=50, P=xxxx) que s¢ mantenfan al excluir los clones de
las poblaciones de Stillwater, Lexington y La Plata en las que solo s¢ habfa muestreado un
tnico clon. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre las poblaciones
espaiiolas (X2=7.64, gl=9, P=0.464). Si, como se justificé en el apartado anterior, la’
‘poblacién de Rennes se descomponfa en dos grupos, sus distribuciones no resultaban
significativamente diferentes (X2=1.56, g.1=4, P=0.095) pero al ser incluidos por separado en
el test de homogeneidad con las poblaciones espaifiolas los resultados eran diferentes segtin se
tratase del grupo de clones holociclicos o del grupo de clones anholociclicos. Cuando se
incluyeron los clones holociclicos se observaron diferencias altamente significativas
(X2=40.57, g.1=16, P=0.008), mientras que al incluir los anholociclicos no se encontraron
evidencias para rechazar la hip6tesis nula de homogeneidad (X2=14.35, g.L=12, P=0.228). Asf{
mismo no se encontraron diferencias (X2=5.07, g.L=4, P=0.274) entre las distribuciones de los
clones holociclicos de Rennes y los 5 clones de Colmar (todos ellos clasificados como
holociclicos) mientras que si existfan diferencias significativas entre la distribucién de estos
dltimos y la de los 13 clones anholociclicos de Rennes incluidos en el andlisis (X2=12.02,
g.L=3, P=0.001). Asf pues, la diferente distribucién de los clones franceses motivada por la
presencia de numerosos clones holociclicos se apunta como posible causa de las diferencias
encontradas. Esta idea queda ilustrada de forma gréfica en la Figura 16.IV. Se puede observar
que, aun existiendo en todas las poblaciones representadas cierta variabilidad en cuanto al
tamafio del fragmento 7agql en cuestién, las poblaciones espafiolas (tres de ellas con tamaifios
muestrales importantes) muestran una clase de tamafio (la de 2.2 Kb) exageradamente
frecuente y que este patrén es plenamente coincidente con el de los clones anholociclicos de
Rennes. Contrariamente, tanto la distribucién de los clones holociclicos de Rennes como la de
los 5 clones de Colmar parece m4s amplia tal y como ocurri6 al analizar la variacién en tamafio
del fragmento variable HindIIl. El diferente patrén de distribucién exhibido por los clones
~ holociclicos y anholociclicos de Rennes provoca que en la representacién conjunta de estos dos
tipos de clones, ain detectdndose la misma clase modal que en las poblaciones espafiolas,la
distribuci6n sea mis amplia.
| El estadistico V (Tabla 10.IV) calculado para todas las poblaciones con mis de un clon
muestreado revel6 la existencia de dos clases de tamafio (las clases de 2.2 y 2.4 Kb) cuya
frecuencia era heterogénea entre las poblaciones analizadas. Dado que el tamaifio del fragmento
Taql era el mismo (2.4 Kb) para los cuatro clones de S. Francisco analizados, se recalcularon
los valores del estadistico V excluyendo estos clones, comprobdndose entonces que solo la



Figura 15.IV. Digestiones con el enzima de restriccion Tagl/ de varios los clones de R. padi indicados y
que muestran polimorfismo de tamafio para el fragmento sefialado por la flecha. A la izquierda se
sefialan los tamaiios en Kkilobases de algunos de los fragmentos obtenidos. La hibridacién se efectu6é con
la sonda XbalRp.



Tabla 8.IV. Distribucién de los clones de R. padi de acuerdo con el tamafio del fragmento
variable Tagl .Para cada poblacién se indica el mimero de clones homopldsmicos/
heteropl4smicos que contribuyen a cada clase de tamafio. '

Tamafio del fragmento variable Tagl

Poblacién 1.9 2.0 2.1 22 2.3 24 bom/het  Total
Espaiia

Madrid 0/4 1677 072 2 18/7 25

Codoba 22 o1 o1 22 23
Zaragoza 01 312 U1 42 363 39

Tarragona on in n 4

Francia | ' .
Rennes 10 01 n 161 51 10 2612 28

Colmar 1/0 3/0 1/0 5/0 5

Inglaterra

Bristol 1/0 1/0 2/0 2

US.A.

S. Francisco 4/0 4/0 4

Stillwater : 1/0 1/0 1

Lexington 1/0 1/0 1

Argentina i

La Plata 0/1 0/1 1/0 1

Total 1/0 0/1 57 89/14 9IS 13/5 117/16 133




Tabla 10.IV. Distribucién de los clones de R. padi en clases de tamafio para el fragmento Tagl
considerando la suma de las contribuciones a cada clase de tamafio de los clones homopl4smicos
y la fraccién correspondiente de los clones heteropldsmicos. Los datos se dan en porcentajes.
También se indica el valor del estadistico V de heterogeneidad (DeSalle et al., 1987).

Tamaiio del fragmento variable Tagl _
Poblacién 1.9 2.0 2.1 2.2 23 24 n

Espaiia _
Madid 004 0848 0032 0096 25
Cordoba - | 0983 0013 0004 23
Zaragoza 0.01 0.820  0.020  0.140 39
Tarragona ' 0062 0938 ' 4

Francia
Rennes 0036 0018 0125 058 0196  0.036 28
Colmar 0.200 0600 0200 . 5

Inglaterra '

Bristol 0.500 0.500 2

US.A.

S. Francisco 1.000 4
Stillwater 1.000
Lexington 1.000 1

Argentina
La Plata 0.400 0.600 1

Total 0007 0.004 0051 0740 0081  0.117 133

Valor V (1) 2293 1561  9.691 45263* 13475 23.978* 16.043

Valor V (2) - 1.574 1277 4810 2596  5.344  3.120

(1) Calculado considerando todas las poblaciones con mis de un clon. g.1.=7.
(2) Calculado eliminando ademds todos los clones holociclicos y los 4 clones de S. Francisco. g.1.=4.
(*) Valores de V significativos (P<0.05).
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Tabla9.IV. Contribucién de los clones heteropldsmicos a cada clase
de tamafio. Para cada clon se indica la proporcién en que estin
presentes las clases de tamaifio componentes.

1.9 2.0 2.1 22 2.3 24

Poblacién/clon
Madrid
M5 0.10 090
M15 0.10 090
M16 ' 070 030
M19 050 050
M21 _ 0.60 ~ 040
M26 _ 025 075
/M3 0 .. - - 015 - 085
Cérd
/IC14 0.90 0.10
IC15 070 030
Zaragoza
1210 085 0.15
1221 0.40 - 0.60
1740 0.15 0.85
Tarragona
ITS 025 075
Rennes
RS 0.50 0.50
/R14 © 0.50 0.50
Argentina 045 055

/LP1 = 0.40 0.60
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Tabla 11.IV, Indices de diversidad (Kb, Kc y Kt) y componentes jerdrquicos de
1a diversidad (C;, Cjp y Cpy) del fragmento variable Tag], para los 130 clones de
R. padi analizados pertenecientes a las localidades en que se habfa muestreado

mi4s de un clon. -

Kb kc Kt
Poblacién -
Madrid 0.0956 0.2701
Cérdoba. - . . 00261 . . . . 0.0343
Zaragoza 0.0254 0.3063
Tarragona 0.0937 0.1172
Rennes 0.0357 0.5957
Colmar 0.0000 0.5600
Bristol 0.0000 0.5000
S. Francisco 0.0000 0.0000
Valor medio 0.04119 0.2979

0.4313

Ci=0.0955 Varianza = 0.0006
Cip=0.5953  Varianza = 0,0057
Cpt=0.3092 Varianza = 0.0062
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Figural6.IV. Distribucion variable de los clones de R.padi en clases de tamaiio para el

Madrid
1,9 2 21 22 23 24
Rennes
L9 2 21 22 23 24
Colmar
1,9 2 21 22 23 24

Cordoba
0,8
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Tarragona
0,8
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0.4
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Rennes (holociclicos)
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fragmento variable Taql. No se incluyen las poblaciones con un solo individuo
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clase de tamafio de 2.2 Kb mostraba heterogeneidad entre las restantes poblaciones. Cuando
ademds se excluyeron del anilisis todos los clones holociclicos no se encontré heterogeneidad
significativa entre ninguna de las clases de tamafio, por lo que como parecfa evidente a partir
de la representaci6n gréfica de las distribuciones, la distinta distribucién de estos clones, sobre
todo por lo que se refiere a la clase de 2.2 Kb, era la principal causa de la heterogeneidad
encontrada.

En cuanto a los valores de diversidad estos fueron en general menores que los
encontrados para el fragmento variable HindIII pero de nuevo la mayor diversidad se encontr6
entre los clones holociclicos (Tabla 11.IV). Igualmente, la mayor parte de esta diversidad se
- pudo atribuir a diferencias ‘entre clones dentro’ delas ‘poblaciones (59.5%) y una pequefia
fraccién (9%) a diferencias dentro de clones. En este caso, sin embargo, una porcién
considerable de la diversidad se debi6 a diferencias entre poblaciones (31%). A este valor tan
elevado parecfan contribuir, como se deduce del anflisis de las distribuciones, tanto la diferente
distribuci6n de los clones holociclicos como el hecho de que los 4 clones de S. Francisco
perteneciesen a una misma clase de tamafio no muy frecuente en el resto’ de poblaciones. De
hecho, eliminando estos 4 clones del an4lisis el valor de Cpt se redujo a la mitad situdndose en
un valor préximo al calculado para el fragmento variable HindIII..

IV.3.3. Andlisis del desequilbrio de ligamiento entre las dos zonas variables en tamafio.

La existencia de desequilibrios de ligamento es considerada como una evidencia de la
intervencién de procesos selectivos que favorecen combinaciones particulares de alelos en
diferentes loci (Smit-McBride et al, 1988). Sin embargo, cuando son detectados es necesario
comprobar el papel que en su generaci6n han podido jugar la deriva genética (Hill, 1976), la
migracién (Ohta, 1982) y el "arrastre” genético (genetic hitchhiking) (Hedrick et al, 1978),
antes de atribuirlos a la actuaci6n de procesos de scleccién epistdtica.

Con el fin de indagar sobre la posible intervencién de procesos selectivos en el
fenémeno de la variacién en tamafio que pudiesen estar favoreciendo ciertas combinaciones de
tamafios en las dos zonas ("loci") variables, llevamos a cabo un andlisis de los dos tipos de
variacién encaminados a la detecci6n de posibles desequilibrios entre los tamafios encontrados
para el fragmento Taql y el fragmento HindIIl respectivamente. Dado que al menos la
variacién en el fragmento HindIII est4 localizada en una zona no codificante (y probablemente
también la observada para el fragmento TagI) no podemos hablar propiamente de loci, y por lo
tanto el sentido que puede tener la identificacién de .algﬁn proceso selectivo habria que
buscarlo probablemente en términos de tamafio global de la molécula, contenido en A+T o en
la optimizacién de alguna funci6én reguladora propia de 1a molécula.

Podria parecer heterodoxo tratar de detectar desequilibrios en una molécula en la que
no se da un proceso fundamental para poder afirmar que los desequilibrios encontrados puedan
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tener un papel selectivo, como es la recombinacién (Clayton, 1982; Brown, _1985;'Moritz et
al., 1987). Sin embargo, la aparente alta frecuencia con que el mecanismo generador de
variantes de tamafio estd actuando, unido a los procesos de segregacién de variantes podria ser
un mecanismo alternativo de ruptura de desequilibrios de alguna forma equivalente a los
procesos de recombinacién.

El desequilibrio total entre todos los "alelos” presentes en las dos zonas variables se
puede expresar como: |

D2=EE Dij2 , o

Donde k y 1 son el mimero de a.lelos (en este caso variantes de tamano) en las dos zonas
‘variables y Dy se define como: = |

- Djj = Xij - Pipj :

siendo x;j la frecuencia observada de la combinacién de las vanantes iyjy pipj (el
producto de las frecuencias observadas para las variantes i y j) la frecuencia esperada de dicha
combinacién bajo la hip6tesis de independencia entre ellas

Otra medida de desequilbrio (Hedrick and Thomson, 1986) es la siguiente:

Q' = Q/2N(k-1)(I-1)

siendo N el tamafio de la muestra y

Q = 2N E E Dii%/pjp;

Este valor Q se distribuye aproximadamente como una X2 bajo la hip6tesis nula de que
Dij =0, con (k-1)(I-1) grados de libertad.

En nuestro estudio utilizamos este estadistico para comprobar la existencia de
desequilibrios de ligamiento (Tabla 12.IV y Tabla 13.IV).

Se analizaron por separado las diferentes poblaciones con suficiente nimero de
individuos, asi como los datos globales. La poblacién de Rennes fué adem4s analizada
descomponiéndola en dos grupos: uno compuesto por los clones holociclicos y el otro por los
clones anholociclicos.

En ningin caso se encontraron evidencias significativas de desequilibrio lo que sugiere
una dindmica independiente entre ambas regiones variables.



Tabla 12.IV. Tamaiio en kilobases observado para cada una de las dos regiones variables en tamafio en
todos los clones de R. padi analizados. El tamafio observado para cada clon se da como frecuencia dado
que existen clones heteropldsmicos. En el andlisis de ligamiento los clones heteropldsmicos se clasificaron
como pertenecientes a la clase mis frecuente en dichos clones y aquellos en que las diferentes clases
presentes son igualmente frecuentes se clasificaron dentro de aquella que era m4s frecuente en el resto de

clones.

Tamailo del fragmento variable HindITl

Tamafio del fragmento variable Taql

clon 20 21

2.2

23 24

2.5

20 21

M1
M2
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M19
M20
M21
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Tamaiio del fragmento variable HindII1 Tamafio del fragmento variable 7aql

don 20 21 22 23 24 25 26 28 19 20 21 22 23 24
C21 1 1

c2 1 1

c23 025 0.75 1

c24 | 0.90 0.10 1

C25 045 055 1

1 1

72 1

73 1 1

74 1 1

z5 1 1

26 1 1

28 045 055 - | 1
29 1 1

Z10 1 085 0.15
Z11 1

712 1 1

713 1 1

714 1 1

715 1 1

716 1 1

717 1

718 1 1

719 1 1

720 1 1

721 0.55 0.45 0.40 0.60
722 0.15 0.85 1
723 1 1

724 1 1

225 0.50 0.50 1

226 1 1

227 1 1

728 0.40 0.60 1

729 1 1

730 1 1

731 1 1
732 1 1
733 045 0.55 1

734 1 1

735 0.10 0.90 1

36 S 1

237 1 1

238 0.70 0.30 1

739 085 0.15 1

240 0.80 0.10 0.10 0.15 0.85
741 1 1
742 1

743 0.55 045 1

744 1 1

745 085 0.15 1

Tl 1 1

T2 1

T3 1

T4 0.60 0.40 1

TS 1 025 0.75
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Tamaiio del fragmento variable Tagl
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Tabla 13.IV. Desequilibrios de ligainiento entre las dos zonas variables en tamafio. Se indican los
valores de Q" y Q asf como los grados de libertad observados para cada una de las poblaciones
analizadas en que se observé m4s de un tamafio en cada una de las zonas- variables, y para los datos
globales. (Anhol.), clones anholociclicos; (Hol.), clones holociclicos.

Poblaci6n Q Q gl

Madrid 0.0119 0.2964 1
Cérdoba . . .
Zaragoza 0.0332 - 7.7768 6
Tarragona - A - B
‘Rentes” -~~~ © 0039 " . 218647 20
Rennes (Anhol.) 0.0864 2.2455 2
Rennes (Hol.) - , 0.0683 | 20.5000 | 20
Colmar 03333 6.6667 4
S. Francisco - - -

Global 0.0067 21.5140 ' 24
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IV.4. ANALISIS DEL POLIMORFISMO DE RESTRICCION DEL MTDNA EN
POBLACIONES NATURALES DE R PADI. .

Como ya se indic6 en la introduccién, las peculiares caracterfsticas del mtDNA lo
convierten en un excelente marcador para el estudio de estructuracién poblacional y de
posibles patrones de variacién geogréfica intraespecffica (Harrison, 1989). En particular, es un
marcador apropiado para el estudio de la historia evolutiva reciente (sucesos de colonizaci6n,
introducciones y cuellos de botella) de poblaciones y especies (Moritz et al, 1987). La
metodologfa basada en el uso de enzimas de restriccién ha sido (y todavfa lo es) una forma
ampliamente utilizada de llevar a cabo los estudios de variabilidad del mtDNA tanto a nivel
‘poblacional como en estudios filogenéticos de especies préximas. Los resultados obtenidos con
esta metodologfa serdn tanto m4s definitivos cuanto mejor sea el muestreo de la molécula, o lo
qué es lo mismo, cuanto mayor sea el nimero de sitios de restriccién analizados y mds
homogénea sea su ubicacién en la molécula (Lynch and Crease, 1990).

En el presente trabajo hemos analizado el polimorfismo de restriccién existente en el
mtDNA de 148 clones del 4fido R. padi muestreados en diferentes poblaciones (Tabla 1.II).
Cierto es que algunas poblaciones estdn excasamente representadas, pero ello tiene una
justificacién basada fundamentalmente en un proceso histérico. En un principio, este trabajo
estaba planteado sobre un espacio geogrifico limitado. Se trataba de estudiar la posible
estructuracién de las poblaciones espafiolas y su dinimica. Aunque sea adelantar resultados,
ante la total ausencia de variabilidad de sitios de restriccién decidimos incorporar al trabajo
muestras de poblaciones claramente separadas por barreras geogrificas de las poblaciones
espafiolas. Asf, en cuanto tuvimos ocasién tratamos de conseguir clones del continente
americano. M4s tarde se incluyeron clones de otras poblaciones europeas (francesas
principalmente). Ello justifica que el muestreo de estas poblaciones no fuese todo lo
sistem4tico que hubiese sido de desear.

En la Tabla 14.IV se indican los enzimas de restriccién utilizados junto con la secuencia
diana que reconocen, asf como su utilidad en el descubrimiento de polimorfismos en el mtDNA
de R. padi y el niimero de sitios de restriccién reconocido por cada uno de ellos.

Mediante diferentes combinaciones de dobles y simples digestiones se obtuvieron los
mapas de posiciones relativas de la mayoria de los sitios de restriccién reconocidos por las
distintas endonucleasas utilizadas (Figura 17.IV). Ademds, y dado que el nimero de especies
de insectos cuyo mtDNA ha sido caracterizado es muy limitado, procedimos a la clonacién de
algunos de los fragmentos de restriccién con el fin Gltimo de tener toda la molécula clonada
para futuras caracterizaciones moleculares. Algunos de estos fragmentos fueron secuenciados
completamente (ver apartado IV.3.1.2) y otros s6lo muy. parcialmente. . Estos datos de
secuencias parciales de la molécula acompafiados de las oportunas hibridaciones con
fragmentos clonados o amplificados por PCR conteniendo genes concretos del mtDNA de
Drosophila subobscura , permitieron' reconstruir un posible mapa génico asumiendo que el
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tamafio de los genes era aproximadamente el mismo que en Drosophila (Figura 19.IV). En
general se observé que el orden génico parecia ser el mismo que en Drosophila, aunque en el
caso de R. padi existe una zona variable en tamafio, probablemente no codificante, entre los
genes ND4 y ND5 no descrita en Drdsophila ni en Apis. Por supuesto esta conclusién
solamente es aplicable a los genes que codifican para proteinas, a los dos ribos6micos y a los 4
tRNAs cuya secuencia total o parcial fué determinada. Las posibles reordenaciones que se
hubiesen podido dar entre los restantes tRNAs con respecto a la disposicién descrita para
Drosophila s6lo se podré determinar tras una secuenciacién completa de la molécula. -

Los patrones de restriccién obtenidos con los diferentes enzimas se denominarén como
A, -B, etc, reservando la denominacién A ‘pa'ra‘elApétan ‘encontrado Crdnblégiéa:heﬁe en
primer lugar para cada enzima, B para el segundo, y asf sucesivamente. ‘

De los 16 enzimas de restriccién utilizados, 7 revelaron algin tipo de polimorfismo
entre los 148 clones analizados. Esto se traducfa en 10 sitios de restriccién polimérficos de un
total de 74 analizados. De la combinacién de los patrones de restriccién obtenidos con los 16
enzimas se obtuvieron los patrones complejos o haplotipos (denominados con nimeros
romanos) que caracterizaban a cada clon (Tabla 14.IV). Se encontraron un total de 4
haplotipos que fueron conectados en un 4rbol mediante el método de méxima parsimonia, de
tal modo que el nimero total de pasos mutacionales requeridos para conectar los 4 haplotipos
fuese el menor (Figura 18.IV). Este polimorfismo se resumi6 en una matriz de presencia-
ausencia de sitios de restriccién en la que cada haplotipo se caracteriza por la presencia (1) o la
ausencia '(0) de un conjunto de sitios de restriccién (Tabla 15.IV). Con los datos de esta matriz
es estim6 mediante el método de Nei (1987) la divergencia nucleotidica (d) entre los distintos
haplotipos (Tabla 16.IV).

Antes de presentar de forma global los resultados obtenidos para las diferentes
poblaciones, creemos conveniente describir de forma resumida los pasos que secuencialmente
se siguieron en el an4lisis de este tipo de variabilidad y que motivaron la inclusi6n en el trabajo
de clones procedentes de localidades geograficamente muy separadas. |

Hacia finales del afio 1991 habfamos analizado aproximadamente un total de 90 clones
procedentes de las 4 localidades de muestreo espafiolas. Hasta ese momento la Wnica
variabilidad detectada afectaba al tamafio de la molécula y que ya se ha descrito anteriormente.
Todos los clones analizados presentaban invariablemente los mismos patrones ("A" por tanto)
con todos los enzimas de restriccién utilizados constituyendo, por tanto, un tnico haplotipo
(Haplotipo I). Ante esta uniformidad nos planteamos la necesidad de obtener muestras
procedentes de zonas geogrédficamente muy alejadas o con algin tipo de barrera geogrifica
para tratar de averiguar el nivel de polimorfismo de la especie. Si clones procedentes de zonas
geogréficas muy alejadas posefan el mismo haplotipo, podrfamos estar ante una especie que
hubiese sufrido una reciente expansién a partir de una poblacién con bajos niveles de
polimorfismo, y consecuentemente no tendria sentido continuar en la bisqueda de variabilidad



93

en poblaciones ubicadas en una zona geogrificamente tan limitada como era la inicialmente
planteada (Espafia). Conseguimos 4 clones de R. padi procedentes de la ciudad californiana de
S. Francisco e inmediatamente fueron analizados. Los 4 clones mostraron patrones de
restriccién idénticos entre sf con todos los enzimas, pero por primera vez obtuvimos cierta
variabilidad con respecto a los clones previamente analizados. Siete de los enzimas utilizados -
producian un patr6n distinto en estos clones a los patrones encontrados hasta el momento en
las poblaciones espafiolas. A estos nuevos patrones se los denominé "B" (Figura 19.IV, Tabla
14.IV) y. conjuntamente constitufan un nuevo haplotipo (Haplotipo II). Dado el nimero
relativamente elevado de cambios mutacionales que separaban los dos haplotipos encontrados
hasta el momento (Figura 20.IV) se abrfa la posibilidad de encontrar nuevos haplotipos
intermedios entre ellos. Asf decidimos proseguir nuestro estudio muestreando todavia unos
pocos clones adicionales en Espaiia y tratando de conseguir nuevos clones de diferente origen
geogréfico.

En los dos muestreos siguientes realizados en la poblacién de Zaragoza se consiguieron
establecer un total de 12 clones, de los cuales 10 fueron caracterizados como Haplotipo I al
igual que el resto de clones espafioles muestreados, pero dos de ellos (los clones Z38 y ZA43 de
la Tabla 1.II, pertenecientes cada uno a un periodo de muestreo distinto) resultaron ser
Haplotipo II. La idea de una posible contaminacién de estos clones con pulgones
pertenecientes a los clones de S. Francisco fue descartada ante la no coincidencia en el tiempo
de ambos en el laboratorio. Adem4s la existencia de los polimorfismos de tamafio descritos en
el apartado anterior mostraban que efectivamente se trataba de clones distintos, tanto entre sf
como respecto a los americanos.

En Junio de 1992 el Dr. J. C. Simon del centro de investigaciones que el INRA tiene en
Rennes (Francia) nos proporcioné 5 clones muestreados en la zona de Rennes (Francia), otros
5 clones de la zona de Colmar (Francia) geogréficamente separada de la anterior por unos 700
Km, y dos clones de la localidad de Bristol (Inglaterra). Once de estos clones resultaron
idénticos entre sf en cuanto a sus patrones de restriccién, siendo clasificados inequivocamente
como Haplotipo II. Uno de los clones de Bristol mostré el mismo patrén que los restantes 11
clones con todos los enzimas excepto con uno (Ddel) constituyendo asf un nuevo patr6n para
este enzima (patrén C en la Figura 19.IV) y por tanto un nuevo haplotipo (Haplotipo III,

Figura 20.IV). Claramente este haplotipo estd muy préximo al Haplotipo II ya que sélo los
separa un tinico cambio en un sitio de restriccién. Aunque de diferente procedencia geogriéfica,
estos 12 clones tenfan algo en comin: todos ellos habfan sido caracterizados por el Dr. J. C. -
Simon como holociclicos mediante el oportuno test biolégico (Dixon and Glenn, 1971; Simon
et al., 1988).

Ante estos resultados y dado que el cardcter anholociclico de las poblaciones espafiolas
habfa sido asumido desde un principio en base a los datos existentes en la: literatura, nos
planteamos 1a hip6tesis de que si en las poblaciones francesas existfan clones anholociclicos, su
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" mtDNA deberfa ser mé4s similar al de los clones analizados en las poblaciones espafiolas
(Haplotipo I) que al de los clones holociclicos de esas mismas poblaciones. Esta idea le fué
. planteada al Dr. J. C. Simon, quien amablemente nos proporcioné 10 clones adicionales de
Rennes caracterizados como holociclicos y 14 de la misma localidad caracterizados como
anholociclicos (Tabla 1.II). El andlisis de estos clones revel6 lo esperado bajo la hip6tesis
planteada: todos los clones holociclicos demostraron - ser idénticos entre sf y fueron
caracterizados como Haplotipo II, mientras que todos los anholociclicos fueron
invariablemente clasificados como Haplotipo 1. '

También consegmmos clones a:slados deLa Plata (Argentma) Stxllwatcr (Oklahoma) y
‘Lexmgton (Kentucky) Tras el anilisis se comprob6 que los dos pnmcros se podfan clasificar
como Haplotipo I y Haplotipo II respectivamente, mientras el tercero demostré constituir un
nuevo haplotipo (Haplotipo IV) al diferenciarse del Haplotipo II por la pérdida de un tnico
sitio de restriccién Hinfl (Figuras 19.IV y 20.IV, Tablas 14.IV y 15.IV). En la Tabla 18.IV se
sumarizan estos resultados, y en la Figura 21.IV se ilustra la variabilidad detectada con algunos
de los enzimas de restriccién.

Recientemente recibimos una muestra de 20 huevos de R. padi recolectados en Suecia.
Estos huevos eclosionaron, y de las 20 fundatrices obtenidas pudimos obtener suficiente
mtDNA de tres de ellas como para ser analizadas con un \nico enzima de restriccién. El
enzima elegido fué EcoRV que discrimina bién entre Haplotipol y Haplotipo II. El resultado
fué que las tres hembras fueron patrén B para este enzima y por tanto las situa (Tabla 15.IV)
dentro del Haplotipo II o dentro de algin otro haplotipo derivado de éL Aunque anecdético,
este resultado estarfa en concordancia con el resto de datos, ya que las tres fundatrices

analizadas pertenecen obviamente a clones holociclicos.

Estos datos apuntaban a la existencia de dos tipos bésicos de moléculas de mtDNA en
R. padi. Un tipo (Haplotipo I) estarfa asociado a los clones anholociclicos y el otro (Haplotipo
II'y derivados) asociado a los clones holociclicos. .

Para comprobar que esto era asi y dado que habfamos asumido que los clones
espafioles eran anholociclicos, decidimos caracterizar el ciclo biolégico de algunos clones. En
el andlisis se incluyé el clon Z43 que era uno de los dos clones espafioles que pertenecfan al
Haplotipo II (el otro clon espafiol con este haplotipo no se habia conservado). También se
incluyeron 3 clones de Estados Unidos (SF2, SF4, y ST) que habian sido caracterizados como
Haplotipo II. Por iiltimo, en el andlisis se incluyeron cuatro clones espafioles con Haplotipo I
(M21, M27, ZA4 y 745). Cinco de estos 8 clones fueron analizados por el Dr. J. C. Simon en
su laboratorio, y los otros tres fueron analizados en nuestro laboratorio. Los resultados fueron
que todos ellos resultaron tener un ciclo de vida incompleto ya que no generaron ginéparas
(necesarias para la obtencién de hembras sexuales), pero no podfan ser considerados
estrictamente anholociclicos, ya que todos ellos generaron machos en mayor 0 menor
proporcién, y habfan de ser clasificados consecuentemente como androciclicos. Este resultado
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revelaba dos aspectos importantesi por un lado era posible que la asuncién de que los clones
espaifioles eran todos anholociclicos no era cierta, y por otro que clones con Haplotipo II no
necesariamente habrfan de ser _holocfclicos (Tabla 18.IV).

Tabla 14.IV. Enzimas de restriccién utilizados en el andlisis de variabilidad de R. Padi. Se indican las
secuencias de reconocimiento para cada endonucleasa asf como el nimero de sitios de corte detectados para cada
uno de los patrones observados- (entre paréntesis). También se indican los haplotipos 6bservad_os como resultado
de las éombinaciones de los distintos patrones. (a), datos correspondientes al mtDNA; (b), datos correspondientes

a la molécula circular coextraida con el mtDNA.

Enzima de Secuencia diana N° de sitios (a) Haplotipo (a) N° de sitios (b) Haplotipo (b)
restriccién (patr6n) I I oI v (patrén) pl pll
Accl CTGCA/G 2(A), 1(B) A B B B 3 (A) A A
Bcll T/GATCA 4(A) A A A A 2 (A) A A
Clal AT/CGAT . 3 (A) A A
Ddel C/TNAG 10(A),9(B),10(C) A B C B  4(A),4(B) A B
EcoRI G/AATTC 3(A),2(B) A B B B 1(A) A A
EcoRV GAT/ATC 3(A), 4 (B) A B B B 2 (A) A A
Haelll GG/CC 1(A) A A A A 14,238 A B
HindIII AJAGCTT 4 (A) A A A A 5(A) A A
Hinfl G/ANTC 11(A),10(B),11(C) A B B C 8(A,9®) A B
Hpal GTT/AAC 1(A) A A A A 2 (A) A A
Hpall C/CGG 2(A) A A A A 3A,4B A B
Pstl CTGCA/G 2(A) A A A A 2(A) A A
Rsal GT/AC 4(A) A A A A 3 (A) A A
SaulllA IGATC 9 (A) A A A A 6(AS®B A B
Sul TT/CGAA 1(A), 0(B) A B B B -

Taql T/CGA 14 (A), 13 (B) A B B B 6 (A) A A
Xbal T/CTAGA 1(A) A A A A 4(A) A A




Figura 18.IV. Arbol donde se presenta la relacion existente entre los cuatro haplotipos delectados en el analisis de
restriccion del mtDNA de R. padi. Los nimeros sobre las lineas que conectan los diferentes haplotipos corresponden al
numero total de ganancias o pérdidas de sitios de restriccion delectado entre cada par de haplotipos. La longitud de las

lineas que conectan los haplotipos es proporcianal al niimero de cambios.



Figura 17.1V. Posiciones relativas deducidas para los sitios de corte producidos por diferentes enzimas de

restriccion en el mtDNA de R.padi y tamaiio en kilobases de los fragmentos generados. La localizacién de
los sitios indicados con trazo discontinuo no se ha podido determinar de forma inequivoca. La molécula se
representa linearizada en el sitio Xbal. En la parte inferior se observa el orden génico de ésta molécula en

R.padi deducido mediante la combinacion de datos de secuencia e hibridacion. Los rectangulos blancos
sobre el mapa génico indican los fragmentos que han sido clonados y las flechas sobre ellos muestran la

longitud y posicion de las secuencias obtenidas. La separacion entre genes limitada con trazo continuo

indica que han sido determinados mediante la secuencia. Los limites con trazo discontinuo se han

deducido considerando que el tamafio de los genes es el mismo que en Drosophila yakuba. La zona

variable en tamafio no caracterizada molecularmente se representa con un signo de interrogacion. Los
rectangulos grises de la parte inferior corresponden a los fragmentos del mtDNA de Drosophila
subobscura, de contenido génico conocido, que se han utilizado en las hibridaciones .
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Tabla 15IV. Matriz de presencia (1) / ausencia (0) de sitios de restriccién en los cuatro haplotipos
mitocondriales detectados en el presente trabajo para R. padi. Para cada enzima 'se han numerado

arbitrariamente los sitios de restriccién. Dado el excaso mimero de sitos variables, su identificacién en el mapa

esinmediata.
- Xbal Sful  Hpal Ps:l Accl EcoRI EcoRV Bcll
n° sitios 1 1 1 12 12 123 1234 1234
Haplotipo I 1 1 1 11 11 111 1110 1111
Haplotipo II 1 0 1 11 10 110 1111 1111
Haplotipo ITI 1 0 1 11 10 110 1111 1111
Haplotipo IV 1 0 1 11 10 110 1111 1111
"Hindlll -~ Ddel -~ - . . Hinfl . Taql
n° sitios 1234 12345678901 123456789012 123456789012345
. Haplotipo I 1111 o011211111111 101111111111 111111111111110
Haplotipo I 1111 o0t1011111111 101011111111 111111111101111
HaplotipoIll 1111 11011111111 1010311111111 111111111101111
HaploipoIV. 1111 01011111111 111011111111 111111111101111
: SaulllA Hpall Haelll  Rsal
n° sitios 1234567890 12 1 123
Haplotipo I 1111111111 11 1 111
Haplotipo I 1111111111 11 1 111
Haplotipo III 1111111111 11 1 111
Haplotipo IV 1111111111 11 1 111

Tabla 16. IV. Niimero de sustituciones nucleotfdicas por sitio (5) (sobre la diagonal) y fracci6n de sitios
compartidos (debajo de la diagonal) entre los 4 haplotipos detectados para el mtDNA en las poblaciones
de R. padi analizadas, de acuerdo con el método de Nei (1987).

Haplotipo I 11 i v
I B 0.0131 0.0147 0.0147
I 0.9420 . 0.0016 0.0016
I 0.9353 0.9926 - 0.0033
v 0.9353 0.9926 0.9853 .
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Figura 21.IV. Ejemplos del polimorfismo de restriccion observado en el presente trabajo para el mtDNA
de R. padi con los enzimas Ddel (a), Hinii (b), Taql (c) y £coRI (d). Cada carrera corresponde al clon de
R. padi seiialado. A la izquierda se indican como referencia los tamaiios en kilobases de algunos de los
fragmentos. La hibridacion se efectué con la sonda XfozIRp. El simbolo indica que el fragmento en
cuestion es variable en tamaiio.
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IV.5. ANALISIS DEL POLOMORFISMO DE RESTRICCION DE UNA
MOLECULA CIRCULAR QUE SE TRANSMITE VIA MATERNA.

La caracterizacién molecular de los fragmentos “extra” que eran coextraidos junto con
el mtDNA, llevada a cabo por A. M. Bracho en nuestro laboratorio revelé que formaban parte
de una molécula circular de 8kb que pertenecfa a las bacterias endosimbiénticas de R. padi.
Dado que el patr6n de restriccién de esta molécula se obtenfa simultineamente con el
correspondiente al del mtDNA realizamos el andlisis de restriccién correspondiente a esta
molécula con los mismos enzimas de restriccién utilizados en el anélisis del mtDNA. Adem4s
‘se incluy6 el enzima de restriccién Clal que aunque no reconocfa ninguna diana en el mtDNA
si producfa cortes en esta nueva molécula. Las posiciones relativas de los sitios de restriccién
detectados se representa en Ia Figura 20.IV. Para detectar el mayor nimero de fragmentos tras
la digestién con enzimas que producfan un nimero elevado de cortes en esta molécula, se
realizaron las oportunas hibridaciones de los geles con una sonda que contenfa 1a mayor parte
de esta molécula (el fragmento EcoRI-EcoRI de 7.4 kb). Los patrones de restriccién obtenidos
se denominaron siguiendo la metodologfa ya descrita para el mtDNA y del mismo modo se
elaboraron los patrones compuestos o haplotipos. Se encontraron dos dGnicos haplotipos que se
denominaron pl y pIl. La distribucién de estos dos haplotipos fué muy similar a 1a de los
haplotipos mitocondriales. Todos los clones de R. padi con Haplotipo I para el mtDNA
resultaron tener un Haplotipo pl para esta nueva molécula, mientras que el resto de clones (con
Haplotipos II, III y IV para el mtDNA) fueron caracterizados como Haplotipo pII (Tabla
18.IV). A partir de la matriz de presencia- ausencia de sitios de restriccién (Tabla 19.IV) se
estimé el nimero de sustituciones nucleotidicas por sitio (Nei and Jin, 1989) entre los
Haplotipos pI y pllI. El valor estimado fué de 0.0114 que como se puede comprobar en la
Tabla 16.IV es plenamente coincidente con el estimado para el mtDNA entre los Haplotipos I
y II. En este caso no se observ$ ningin haplotipo adicional. En la Figura 21.1V se ilustra la
variacién encontrada con algunos enzimas de restriccién para esta molécula.



Tabla 17.IV. Matriz de presencia (1) / ausencia (0) de sitios de restriccién en los dos haplotipos detectados
para la molécula circular de origen endosimbiéntico de R. padi. Para cada enzima de restriccién se han
numerado los sitios de corte de forma arbitraria. Para los enzimas indicados (*) sélo se consideran los sitios de

restriccién que limitan los fragmentos de mayor tamafio en la Figura 20.IV ya que no se realizaron de forma

sistemitica las hibridaciones necesarias para la deteccién de todos los fragmentos.

Xbal Hpal PsiI(*) Accl =~ EcoRI(*) EcoRV  Hindlll  Clal  Bcll
n° sitios 1234 12 12 1234 1 12 12345 123 12
Haplotipopl 1111 11 11 1111 = 1 11 11111 111 11
Haplotipopll 1111 11 11 1111 1 11 11111 111 11

Haelll Ddel Hpall Rsal (*) SaulllA Hinfl
n° sitios 12 12345 12345 123 12345678 123456789
Haplotipo pl 10 01111 11101 111 11111111 - 111111110
Haplotipo pII 11 11110 11111 111 11111011 111111111

Tabla 1&IV. Haplotipos observados para el mtDNA (a) y para la molécula circular de origen

endosimbiéntico (b) en los diferentes clones de R. Padi en relacién al tipo de ciclo de vida

caracterizado o supuesto (7).

Localidad Clones Ciclo biol6gico Haplotipo (a) Haplotipo (b)
Zaragoza Z1-737,7239-Z42  Anholociclico (?) I pl
738 Androciclico (?) I plI
ZA3,744 Androciclico I pl
ZA5 Androciclico p pll
Cérdoba C1-C25 Anholociclico (?) I pl
Madrid MI1-M30 Anholociclico (7) 1 ol
Tarragona T1-TS Anholociclico (?) I pl
Colmar Co1-CoS Holociclico II pll
Rennes R1-R12, R23-R24  Anholociclico I pl
R13-R22, R26-R30 Holociclico I pll
Bristol B1 Holociclico II pll
B2 Holociclico I pll
S. Francisco SF1, SF3 Androciclico I pll
SF2, SF4 Androciclico (7) II pll
Stillwater ST1 Androciclico I pll
Lexington L1 )] v pll
La Plata- Arl G I pl
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Figura 22.IV, Posiciones relativas de los sitios de corte producidos por los diferentes enzimas de restriccién en la
molécula circular de origen endosimbi6tico de R. padi. Los sitios de restriccién indicados con trazo discont{nuo no
han podido ser localizados de forma inequfvoca.
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Figura 23.IV. Ejemplos de polimorfismos de restriccion detectados para la molécula
circular de origen endosimbiodtico de R. padi con los enzimas de restriccion Hpaii (a), Ddel
(b), Sau3 Al (¢) y Hin#i (d). A la izquierda se indica como referencia el tamaiio en kilobases
de algunos de los fragmentos observados. Cada carrera corresponde al clon de R. padi que
se sefiala. La hibridacion se efectué con el fragmento clonado en el plasmido recombinante
p7.4E (Bracho et al., enviado) que contiene la practica totalidad de la molécula.
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V DISCUSION

Dada la relativa heterogeneidad de los estudios realizados en el presente trabajo, con
andlisis bdsicamente moleculares de una regién concreta del mtDNA de R. padi por un lado, y
por otro lado con un estudio poblacional de la variabilidad, que se ha basado en la utilizacién
de diferentes técnicas y de diferentes marcadores genéticos, realizaremos una discusién de los
resultados obtenidos en diferentes bloques, aunque trataremos de dejar clara en 1a medida de lo
posible la intima relaci6n existente entre diferentes tipos de resultados. '

V.1. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA REGION CONTROL.
BASES MOLECULARES DE LA VARIACION EN TAMANO.

En la dltima década se ha producido un considerable aumento en el conocimiento de los
mecanismos implicados en la replicacién y en la transcripcién del mtDNA de vertebrados
(Clayton, 1991). Se han identificado las secuencias del mtDNA implicadas en estos procesos
(Walberg and Clayton, 1981; Chang and Clayton, 1985; Chang et al.,, 1985; Clayton, 1991), as{
como los factores codificados en el nicleo e importados a la matriz mitocondrial que
interactuan con dichas secuencias (Fisher and Clayton, 1985; Fisher et al, 1987; Schinkel and
Tabak, 1989). Contrariamente, los genomas mitocondriales de invertebrados permanecen por
el momento poco estudiados en relacién a los de vertebrados. En el caso particular de insectos,
el estudio de las secuencias de las regiones control del mtDNA de unas pocas especies de
Drosophila (Clary and Wolstenholme, 1985; 1987; Monnerot et al, 1990; Monforte et al.,
1993) ha sido el dnico intento de caracterizacién de estos procesos en estos organismos, y las
conclusiones derivadas de dichos estudios se han utizado siempre como tnica referencia en las
sucesivas revisiones que sobre el tema han aparecido en la literatura (Clayton, 1991;
Wolstenholme, 1992). S6lo muy recientemente se ha publicado la secuencia completa del
- mtDNA de Apis mellifera (Crozier and Crozier, 1993) pero los autores no hacen especial
énfasis en las caracterfsticas de la regién control de esta especie. En otro reciente trabajo sobre
la regi6n control de varias especies de lepid6pteros (Taylor et al, 1993) si que se discute o al
menos se comparan las secuencias y posibles estructuras secundarias que esta regién puede
adoptar con las publicadas para Drosophila, realizando un intento serio de bisqueda de pautas
que se puedan considerar generales de esta regién en insectos. Asf mismo estos autores,
conscientes de la utilidad que en el establecimiento de estas pautas puede tener la
caracterizacién de la regién control de diferentes taxones de insectos con diferente separacién
filogenética, realizan un llamamiento en este sentido. '
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En este trabajo se presenta por primera vez la secuencia completa de 1a regi6n control
del mtDNA de un 4fido (Homoptera) asf como algunas caracteristicas y elementos que pueden
ser de interés para ulteriores estudios comparativos de diferentes insectos y para el disefio de
otro tipo de experiencias encaminadas a la elucidacién de los mecanismos que operan en los
procesos de replicacifn y transcripcién mitocondriales en insectos.

En primer lugar es destacable el hecho de que la ubicacién de la regién control en el
4fido R padi sea la misma que en Drosophila estando limitada por un lado por el mismo
cluster de tRNAs y por el otro por el sStRNA. La presencia del gen del srRNA limitando uno de
los extremos de la regién control es un hecho general para las regiones control de insectos
>cu.ya'se¢uénéia total 0 pafciél es conocida (Clai'y and Wolstenholme, 1987; Rand and Harrison,
1989; Crozier and Crozier, 1993; Taylor et al., 1993). Sin embargo el cluster de tRNAs que
limita el otro extremo de la regi6n es diferente en los tres 6rdenes de insectos en los que esta
zona ha sido secuenciada en algiin representante. Asf mientras en Dro'sophila (Dfptera) existe
un cluster formado por tRNAMEL (RNAEIN y (RNAIIE en este orden, en 4. mellifera el cluster
es tRNAile, {RNA2la (RNAEIn, (RNAMEt (RNASET y tRNAZIY, y en las especies
secuenciadas de lepidopteros solo se sabe que el tRNA que limita la regién control es el de la
metionina. Esta diferente disposicién de estos tRNAs en diferentes organismos est4 de acuerdo
con las observacién (Wolsténholme, 1992) de que los reordenamientos en los que estdn
implicados genes para diferentes tRNAs son més frecuentes que los que implican a genes que
codifican proteinas o a genes de los rRNAs. De hecho, cada filum parece poseer una diferente
disposicién de los tRNAs en la molécula, e incluso dentro de cada filum se dan pequefias
reordenaciones (Desjardins and Morais, 1990; 1991; Jacobs et al., 1988; Cantatore et al.,
1989; Asakawa et al., 1991; Dubin et al., 1986). La disposicién de los tRNAs que se situan en
un extremo de la regién control de R padi es la misma que la descrita para Drosophila y en
este sentido su mtDNA estarfa m4s préximo al de este dfptero que a los de los otros dos
grupos en que se conoce la disposicién de estos genes (Himen6pteros y Lepid6pteros).

El tamafio determinado para la regién A+T en R. padi oscilarfa desde las 634 pb para
una regién control con una Gnica copia de la unidad de repeticién de 113 pb (aunque no se ha
encontrado in vivo) hasta 1425 pb para aquellas regiones de las que se ha estimado en 8 el
nimero de copias en tandem del elemento de 113 pb. El tamafio de las regiones control de
varias especies de Drosophila es variable oscilando entre 1 kb en D. virilis y D. yakuba, hasta
5.1 kb en D. melanogaster (Clary and Wolstenholme, 1987; Solignac et al., 1986; Hale and
Singh, 1986). En A. mellifera, el tamafio de esta regién es de 827 pb (Crozier and Crozier,
1993), y en las especies de lepid6pteros descritas por Taylor et al. (1993) presenta un tamafio
aproximado de 350 pb. Asf pués, el tamafio de la regién A+T de R. padi estarfa m4s préximo a
los descritos para A. mellifera y para las especies de Drosophila con regiones A+T pequefias
que a los descritos para lepidépteros.
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El contenido global en adenina-timina de 1a regién A+T de R. padi es variable seginel
nimero de copias de la unidad de 113 pb que esté presente. Invivo la régién control mis
pequefia contiene dos de estas unidades y un contenido global en A+T del 87.8%. Regiones
control con mis unidades repetidas serfan mis ricas en A+T dada la mayor riqueza en A+T de
la unidad de repeticién (93%). El tamafio mis frecuentemente encontrado para la regién
control corresponde a una regién control con cinco de estas unidades repetidas, que por tanto
tendria un contenido global en A+T del 89.4%. Estos valores son ligeramente inferiores a los
de las correspondientes regiones control de D. yakuba. (92.8%) y A. mellifera (96%) (Clary
and Wolstenholme, 1985; Crozier and Crozier, 1993).

Por lo que respecta a los intentos de encontrar zonas de secuencia primaria conservadas
en las distintas regiones control, cabe hacer notar en primer lugar,'que cuando se alinean
secuencias pertenecientes a zonas ricas en A+T es de esperar que los porcentajes de identidad
observados sean altos ain cuando no sean significativos (Taylor et al., 1993). Este hecho pone
de manifiesto la necesidad de realizar tests estadisticos para comprobar la significacién de los
alineamientos obtenidos y resta valor a los niveles de identidad observados si no se han
realizado los convenientes andlisis estadisticos. En los alineamientos efectuados en la presente
tesis entre diferentes regiones control o subfragmentos de estas, este condicionante ha sido
tenido en cuenta y Gnicamente se ha considerado que un alineamiento era verosimil si su
calidad estaba por encima de la del 99.5% de las calidades de 1000 alineamientos realizados
entre las mismas secuencias pero aleatorizando cada vez la secuencia de una de ellas (Manly,
19xx).

Aunque varios de los alineamientos que implicaban a regiones control completas
resultaron significativos, solo después de dividir de una forma un tanto arbitraria la regién
control de R. padi en tres zonas, se pudieron interpretar estos alineamientos. Unicamente la
zona central produjo alineamientos significativos con pricticamente todas las secuencias
comparadas. Por tanto, si realmente existe alguna zona o motivo primario conservado que
pueda servir de base para la elaboracién de un hipotético modelo general aplicable al mtDNA
de insectos, este debe de estar presente en la zona central de la regi6n control de R. padi
(posiciones 333-564 de la secuencia correspondiente al fragmento HindIII). Analizados todos
los alineamientos que implicaban a esta zona no se encontraron sin embargo motivos
" complejos conservados entre las diferentes secuencias. Solo la presencia de varios bloques més
o menos largos de series de dimeros de TA parecen justificar la significacién de estos
alineamientos.

Entre diferentes especies de Drosophila pertenecientes a los grupos obscura y
melanogaster, existen en la regién control dos zonas conservadas de 49 y =275 pb en las 470
primeras pb contfguas al gen del tRNALE (Clary and Wolstenholme, 1987; Monnerot et al,
1990; Monforte et al., 1993). La presencia de una a seis unidades de esta secuencia de 470 pb
es responsable de la variacién en tamaiio en cuatro especies del grupo melanogaster (Solignac
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"et al, 1986). También se ha producido una duplicacién de esta secuencia en D. tristis,
perteneciente al grupo obscura (Monforte et al., 1993). El resto de la regi6n control es muy
- variable y es responsable de la mayor parte de la vanamén en tamaiio de la molécula detectada
en estas especies.
~ Los alineamientos entre las zonas conservadas de 275 pb de D. yakuba y D. virilis y la
zona central de la regién de R. padi, aunque significativos tampoco desvelaron la presencia de
motivos complejos conservados. De nuevo fueron las series de TAs las que parecfan dar cuenta
de la significaci6n de los alineamientos. Estas series son abundantes y bastante largas (hasta 14
dimeros consecutivos) en R. padz y en A. melli fera asf como en los lep1d6pteros estudxados
' (hasta 9 dfmeros). Aunque menos largas y menos numerosas que en R padz 0 que en A.
mellifera, estas series de TAs también est4dn presentes en la zona conservada de Drosophila, en
las zonas anterior y posterior a una secuencia capaz de formar una estructura del tipo "stem-
loop" que se localiza en esta regién (Clary an Wolstenholme, 1987; Monforte et al., 1993).
Esta estructura secundaria ha sido propuesta por estos autores como un elemento implicado en
el proceso de replicacién del mtDNA, dado que es en esta zona donde se ha localizado por
microscopfa electrénica el origen de replicacién de la molécula (Goddard and Wolstenholme,
1980) y dada la similitud encontrada con la estructura secundaria donde se localiza el origen de
replicacién de 1a cadena L (Op ) del mtDNA de vertebrados (Clayton, 1991). Sin embargo, en
las estructuras secundarias descritas por estos autores no se propone la participacién de
ninguna de estas series de TAs. '

Kowalski et al. (1988), proponen la utilizacién de nucleasas especificas de DNA de
hebra sencilla en estudios encaminados a la caracterizacién de potenciales sitios de inicio de la
replicacién o la transcripcién en moléculas circulares de DNA. Estos autores basan su
propuesta en la importancia biol6gica de la energética del desenrollamiento del DNA ya que el
desenrollamiento es un paso previo al inicio de la replicacién y la transcripcién. ‘Aquellos sitios
hipersensibles a la acci6én de este tipo de endonucleasas identifican las secuencias de la
molécula de DNA con la menor energfa libre de desenrollamiento. Sitios hipersensibles de este
tipo se¢ han detectado en los origenes de replicacién y en las regiones reguladoras de la
transcripcién tanto en procariotas como en eucariotas (Sheflin and Kowalski, 1984; 1985;
Umek and Kowalski, 1987; 1988; Umek et al., 1988). La imposibilidad de identificar Qe forma
precisa estos sitios hipersensibles basdndose simplemente en el contenido en A+T (Umer and
Kowalski, 1987) o en la temperatura de fusi6én (Kowalski and Sadford, 1982) hace necesario el
uso de este tipo de nucleasas para demostrar la presencia de zonas de desenrollamiento estable
en el DNA en contraposici6n a otros tipos de desenrollamiento transitorios ("DNA breathing")
que pudieran existir (Kowalski et al., 1988).

Mediante las experiencias de digestién con la nucleasa S1 de la regién control de R.
padi, se confirm6 la existencia en esta regién de uno a tres puntos hipersensibles a la accién de
esta nucleasa. El mapeo y secuenciacién de los sitios hipersensibles demostr6 una
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correspondencia entre 1a posicién de estos sitios y tres de los "loops" predichos como parte de
estructuras secundarias potencialmente estables en la regién control de R padi . La
participacién de distintas series de TAs en los "stems” de estas estructuras de desenrollamiento -
estable sugiere que este tipo de secuencias puedan tener un papel importante en su formacién y
mantenimiento y justificarfa asf mismo su participacién en los alineamientos significativos
encontrados entre regiones control de diferentes especies de insectos. En este mismo sentido,
Taylor et al (1993) proponen para las regiones control de lepid6pteros la existencia de varias
estructuras secundarias del tipo "stem-loop” con valores de energfa signiﬁcativds, en las que
también estarfan implicados bloques de series de TAs. Sin embargo, estos autores no
demuestran experimentalmente la existencia de estas estructuras. La participaci6n de las series
de TAs en el establecimiento de estructuras de desenrollamiento estable en la regién control
del mtDNA (demostrada experimentalmente en este trabajo y propuesta para lepid6pteros por
Taylor et al.) no es invocada en ninguno de los trabajos realizados en Drosophila (Clary and
Wolstenholme, 1987; Monforte et al, 1993). Sin embargo es Llamativo que varias de estas
series se encuentren casi exclusivamente en las proximidades (=50 pb) de la zona que estos
autores proponen como implicada en una estructura estable del mismo tipo que la demostrada
para R padi y la propuesta para lepidépteros. Dos explicaciones pueden dar cuenta de la falta
de concordancia entre estos estudios. La primera serfa una leve imprecisién en el mapeo (serfan
solo 50 pb las causantes de la diferencia entre sus resultados y un resultado acorde con el
nuestro) cometida por estos autores. Una segunda explicacién serfa la no necesaria
intervencién de las series de TAs como parte de las estructuras secundarias estables aquf
discutidas, sino que su participacién pudiese actuar también a distancia, al propiciar ciertas
conformaciones en el DNA que favoreciesen la formacién de este tipo de estructuras en sus
proximidades. En este sentido es de resefiar 1a propuesta de Hamada et al. (1982) de que series
de Purina-Pirimidina del tipo (dC-dG),, (dT-dG),, (dC-dA), o (dT-dA), son buenas
candidatas para adoptar una conformacién Z. No sabemos si este tipo de conformacién puede
tener un papel en el origen de las estructuras secundarias aquf discutidas (bién directamente
bién a corta distancia), pero en todo caso si asf fuese, y si fuese la sucesién de dimeros Purina-
Pirimidina la causante, en un DNA como el mitocondrial de insectos en que parece existir una
presién favorable al enriquecimiento en A+T, las series de dimeros TA (o AT) estarfan
altamente favorecidos. Con esto queremos decir que la significacién de los alineamientos entre
diferentes regiones control en los que intervienen series de TAs no han de ser considerados
necesariamente como verdaderas homologfas, sino que pueden responder a constricciones
estructurales que han desembocado en soluciones similares.

Sea cual sea el papel (si es que tienen alguno) de estas series de TAs en otros insectos,
al menos en R padi su participaci6n en estructuras cruciformes estables parece altamente
probable. La funcién precisa de estas estructuras no se puede deducir de forma inmediata, pero
dada su semejanza a las estructuras implicadas en el origen de replicacién propuestas tanto en
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vertebrados como en Drosophila no descartamos que sea esta su funcién. Asf mismo, tampoco
descartamos una implicaci6n alternativa o simult4nea en la iniciacién de la transcripcion, dada
la correspondencia de parte de estas secuencias con la caja canénica TATA propuesta como
sefial de iniciaci6n de la transcripci6n tanto en eucariotas como en procariotas (Lewin, 1985).
La existencia de una secuencia palindrémica casi perfecta formada bisicamente por Gs
interesante y la hace buena candidata para ser la responsable de alguna funcién reguladora.
_ Este tipo de secuencias ricas en G+C han sido propuestas como zonas de alta estabilidad en el
interior de regiones ricas en A+T caracterizadas por la relativa baja estabilidad de los duplex de
- DNA (Cornuet et al., 1991). Estos cambios abruptos de estabilidad pueden tener (como se ha
encontrado en E. coli) una funci6n en la replicacién (Mignotte et al., 1987) como puede ser la
transicién de la sintesis de RNA a DNA. Su capacidad de autoapareamiento para formar una
estructura cruciforme de 8 pb ha sido predicha pero no confirmada mediante digestién con la
nucleasa S1. Sin embargo esta falta de evidencias de su intervenci6n en un plegamiento estable
en el DNA circular superenrollado no elimina la posibilidad de que pueda formar una
estructura estable en el DNA de cadena sencilla cuando este queda expu'esto en el proceso de
replicacién. Conviene recordar aquf que, al menos en Drosophila, la replicacién del mtDNA es
unidireccional y altamente asimétrica, no iniciindose la sintesis de la segunda cadena hasta que
la préctica totalidad de la primera ha sido sintetizada (Goddard and Wolstenholme, 1978;
1980; Wolstenholme et al,, 1979). Una secuencia muy similar a esta ha sido descrita en el
interior de una regién de 220 pb repetida en tandem un nimero variable de veces en Grillus en
una secuencia que se corresponderfa con la regién control de este ort6ptero (Rand and
Harrison, 1989). En este caso se propone la participacién de esta secuencia en una estructura
cruciforme de 7 pb a la que se asigna un posible papel en la estabilizacién de otras posibles
estructuras secundarias en las que intervendrfa el resto de la secuencia en la que est4 incluida,
contribuyendo al mecanismo generador de variacién en tamaiio. El hecho de que una secuencia
de este tipo no esté presente en la regién control de los otros insectos estudiados sugiere que la
funcién que esta pudiera desarrollar ha sido transferida a otro tipo de secuencia. En el caso de
) R. padi sin embargo, esta hipotética funcién (por ahora desconocida) podrfa ser la misma que
en Grillus, aunque descartamos su participacién en la variacién en tamafio dada la distancia
que separa a esta secuencia de la zona de las repeticiones.

Por lo que respecta a la variacién en tamafio de la regién control de R. padi, su
secuenciacién completa confirmé los datos previos obtenidos mediante an4lisis de restriccién
que apuntaban a que este tipo de variacién era debida a diferencias en el nimero de copias de
una unidad repetida en tandem de alrededor de 100 pb (concretamente 113 pb).

Las secuencias obtenidas a partir de tres clones de R. padi procedentes de distintos
origenes geogréficos revelaron una identidad total entre las distintas unidades de repeticién, as{
como entre las unidades de los tres clones de R. padi. La identidad entre las repeticiones
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dentro de un mismo clon ha de ser entendida en términos de una evolucién concertada de las
mismas como consecuencia del mecanismo que genera las mutaciones de tamafio. Por su parte,
la identidad entre las unidades de repeticién pertenecientes a tres regiones control diferentes,
asf como la casi total identidad entre las tres regiones completas, puede ser explicada
invocando unas tasas extremadamente bajas de sustitucién nucleotfdica, lo cual contrasta con
las altas tasas de evoluci6n esperadas para esta regién (Cann and Wilson, 1983; Brown, 1985,
pp. 95-130). Otra explicacién posible serfa una rdpida homogeneizacién de las poblaciones
provocada por niveles altos de migracién acompafiados de selecci6n y/o deriva.

Aunque algunos autores han propuesto distintos mecanismos para explicar las

variaciones de tamafio del mtDNA en diferentes especies animales (Rand and Harrison, 1989;

Buroker et al, 1990; Moritz and Brown, 1987) ninguno de ellos ha sido completamente
demostrado. En la mayorfa de los casos descritos (Moritz and Brown, 1986; Solignac et al.,
1986; Rand and Harrison, 1989; Boyce et al, 1989; Mignotte et al, 1990; Buroker et al,
1990; Wilkinson and Chapman, 1991; Amason and Rand, 1992) la variacién en tamaifio se
localiza en la regi6n control, o implica a secuencias presuntamente relacionadas (Cornuet et al.,
1991), por lo que la mayorfa de los mecanismos propuestos implican de una u otra forma al
proceso de replicacién de la molécula. '
Los distintos mecanismos propuestos s¢ pueden agrupar en dos tipos: aquellos que
necesitan de la introduccién de cortes y ulterior reparacién de la molécula de mtDNA y
aquellos que no necesitan de estos procesos. Entre los m4dximos representantes del primer tipo
estdn los mecanismos que implican algin tipo de recombinacién intra o intermolecular como
los propuestos por Rand y Harrison (1989), asf como aquellos mecanismos basados en
apareamientos err6neos que no impliquen al proceso de replicacién. Sin embargo estos
mecanismos no se ven apoyados por las evidencias, al no haberse demostrado la existencia en
las mitocondrias de la necesaria capacidad de corte y reparacién (Clayton et al, 1974;
Lansman and Clayton, 1975). El otro tipo de. mecanismos que no necesita de estas capacidades
estarfa mds de acuerdo con el conocimiento actual. Entre estos, tanto el modelo de
desplazamiento competitivo propuesto para un esturién (Buroker et al, 1990), como el mis
genérico de deslizamiento de cadena y apareamiento err6neo entre repeticiones [slipped strand
and mispairing, o abreviadamente SSM-(Streisinger et al., 1966; Levinson and Gutman, 1987)]
en el DNA que se estd replicando, explican la variacién en tamafio como consecuencia de
errores en el apareamiento de las hebras complementarias previos o durante el proceso de
replicacién. Dado que el primero hace participar al D-loop tfpico del mtDNA de vertebrados y
este tipo de estructura no existe en insectos dnicamente el segundo puede ser considerado aquf
como pausible. Este mecanismo explica ficilmente pequefias variaciones de tamafio en tramos
de homopolfmeros (Hauswirth et al., 1984) o de motivos cortos repetidos en tandem. Asf se
explicarian las adiciones o deleciones de dimeros en las largas series de TAs descritas en el
presente trabajo. Sin embargo, para poder explicar mediante este mecanismo inserciones o
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deleciones de m4s de unos pocos nucle6tidos, serfa necesaria una suficiente exposicién de las
hebras sencillas en el proceso de replicacién y su estabilizacién mediante apareamientos
internos. Este proceso se verfa facilitado si la replicacién de una cadena estuviese
sﬁﬁcientementc retrasada en el tiempo con respecto a la replicacién de su complementaria.
Esta asimetria en el proceso de replicacién ha sido demostrada en vertebrados (Clayton, 1991)-
y en Drosophila (Goddard and Wolstenholme, 1978). En el caso de Drosophila la asimetria del
proceso es extrema, no iniciandose la replicacién de la segunda cadena hasta que la primera ha
sido casi completamente replicada, posibilitando asf la formacién de estructuras secundarias
dentro de las repeticiones en la hebra que queda expuesta (Boyce et al, 1989; Rand and

- Harrison, 1989).

_ En varias especies de Drosophila se ha encontrado un tipo de variacién en tamafio de la
regién control en el que estd implicada una zona conservada de 470 pb que parece contener
una secuencia capaz de formar una estructura secundaria estable que ademds podria contener
el origen de replicacién de 1a molécula (Solignac et al., 1986; Monnerot et al., 1990; Monforte
et al, 1993).

En el caso de R padi las digestiones efectuadas con la nucleasa S1 sugieren que este
tipo de estructuras no se forman en la zona de las repeticiones en el DNA superenrollado de
doble cadena. Sin embargo, ello no implica que en otros estados de la molécula no se
puedieran formar. De hecho, en los plegamientos predichos por el programa MFOLD, en tres
casos se obtuvieron valores de energfa libres, para plegamientos de esta zona, fuera del rango
obtenido en los plegamientos de secuencias aleatorizadas. Asi, si estas estructuras se producen
realmente sobre la hebra que ha quedado expuesta tras el "paso" de la maquinaria de
replicacién, o sobre 1a hebra que est4 siendo sintetizada dada la relativa baja estabilidad de los
duplex de DNA en esta zona (Cornuet et al, 1991), su formacién favorecerfa los
deslizamientos y apareamientos incorrectos entre repeticiones completas tfpicos del mecanismo
SSM (Levinson and Gutman, 1987). El que el motivo de 11 pb con que comienza cada
repeticién esté presente también al final del tandem de repeticiones, y el hecho de que este
motivo sea la Gnica parte de toda la secuencia que permanece en un plismido recombinante
que parece haber perdido todos los elementos repetidos, sugieren su participacién en el
mecanismo. La generacién de pldsmidos recombinantes en E. coli con diferente nimero de
repeticiones apuntaria asf mismo a que es la propia secuencia de esta zona la que favoreceria
este tipo de sucesos.

Asf, un mecanismo simple del tipo SSM propuesto por Levinson y Gutman (1987)
podria explicar este tipo de variaciones en insectos. Estos autores sugieren que la probabilidad
de que se den aparecamientos err6neos que conduzcan, por medio de este mecanismo, a
duplicaciones, deleciones u otro tipo de reordenamientos, aumenta a medida que una secuencia
se hace m4s simple y repetitiva. En el caso de R. padi las repeticiones y la regién en la cual
quedan incluidas son extremadamente ricas en A+T lo que hace que estas secuencias sean
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‘realmente simples y repetitivas y se favorezca asf la formacién de apareamientos erréneos entre
secuencias no necesariamente contigu'as. En una secuencia de este tipo, la aparicién por
. mutacién de un motivo de 11 pb idéntico a otro ya presente en la secuencia pero con 102 pb de
separaci6n habrfa hecho aumentar la probabilidad de un primer deslizamiento y apareamicnto
incorrecto que condujese a una primera duplicacién en tandem de un elemento de 113 pb. A
partir de un suceso inicial de este tipo el mecanismo se habria disparado aumentando las
posibilidades de apareamientos incorrectos entre diferentes elementos y por tanto facilitando la
adicién o delecién de unidades de 113 pb. En la Figura 1.V se modeliza un posible mecanismo
de este tipo que explicarfa la adicién o delecién de unidades de 113 pb. Este mecanismo
" explicarfa asf mismo 1a identidad entre las diferentes unidades del tandem, y serfa por tanto el -
responsable dltimo de la posible evolucién concertada de las mismas. Alternativamente, la
identidad entre repeticiones también podrfa ser explicada por tasas de substitucién nucleotidica
para esta regién muy inferiores a las tasas de mutacién generadoras de variacién de tamafio.
Como se discutird mis adelante, nuestros datos basados en el anilisis de restriccién de varias
poblaciones apuntan en este sentido. Este mecanismo también explicarfa la existencia de mis
de un tipo de variante de tamafio para la regién en un mismo individuo (fenémeno conocido
como heteroplasmia) si se comprobase que las tasas de segregacién de variantes de tamafio o
de extinci6n aleatoria de variantes fuese relativamente baja comparada con la tasa de mutacién
provocada por el mecanismo. La deteccién de una gran proporcién de clones heteropldsmicos
en las poblaciones analizadas apoyarfa esta idea. ’

Aunque no tenemos evidencias del mecanismo real que opera en la adicién o delecién
de unidades de repeticién, nuestros datos reunen todos los elementos para poder inferir un
mecanismo del tipo propuesto en tanto en cuanto no existan evidencias de una capacidad de

“corte y reparacién en las mitocondrias que puedan justificar mecanismos alternativos.
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V.2. VARIACION EN TAMANO DEL MTDNA EN POBLACIONESDE R
PADI

El andlisis de restriccién del mtDNA de R. padi ha revelado la existencia de un
considerable polimorfismo para la longitud total de la molécula como consecuencia de la
variaci6n en el tamafio de dos regiones diferentes de 1a molécula. Se han podido identificar las
bases moleculares de esta variacién en una de estas regiones (regién control) resultando
plenamente coincidentes con la mayorfa de casos descritos de variacién en tamafio del mtDNA.
- La caracterizacién molecular de la segunda regi6n variable en tamafio queda pendiente para -
ulteriores investigaciones aunque su probable ubicacién entre los genes ND4 y NDS indican
que se trata de un tipo de variacién no descrito hasta el momento en otros animales, siendo
probablemente caracteristico de 4fidos ya que ha sido también encontrado en el 4fido
Acirtosiphum pisum (comunicacién personal de J. C. Simon) y probablemente exista
igualmente en el 4fido Schizafis graminum (Martfnez-Torres et al., enviado). Otro caso en que
se ha detectado variacién en tamafio fuera de la regién control es Apis niellifera, en la que se
ha descrito una regiéh variable en tamafio localizada entre los genes COI y COII (Cornuet et
al, 1991). Parece pués que a medida que se profundiza en el estudio de esta molécula en
diferentes especies animales se va volviendo mds laxa la idea inicial de una molécula
extremadamen'tc compacta "ejemplo extremo de economia genética” (Attardi, 1985).

El anilisis de este tipo de variacién en diferentes poblaciones de R. padi ha revelado
que ambos tipos de polimorfismo de longitud muestran un patrén de variacién bastante
coincidente lo que sugiere que ambos sean consecuencia de mecanismos moleculares similares
Y que a nivel poblacional ambos reflejen los mismos procesos constituyendo por tanto una
buena herramienta para su estudio.

Aunque la variacién encontrada para el fragmento Tagl proporciona unos valores de
diversidad algo menores que los calculados para la variaci6n en tamafio de la regién control,
esto quizds sea debido a la peor calidad del andlisis para ese fragmento (no se realizaron
~ densitometrados, y la estimacién de los tamafios de los fragmentos fué algo menos precisa al
utilizar geles con mayor concentracién de agarosa que permitieran la deteccién de fragmentos
pequefios). En cualquier caso, en el andlisis jerdrquico se puede comprobar que la mayor parte
de la diversidad es debida a las diferencias existentes entre individuos dentro de las poblaciones
69% en el caso del fragmento HindIII correspondiente al polimorfismo de la regién control, y
59% en el caso del fragmento Tagl). En este Gltimo caso parece que la inclusién de los 4
tlones de S. Francisco (idénticos para una clase de tamafio poco frecuente) introduce un efecto
distorsionador en el andlisis. De hecho, si eran excluidos del an4lisis, se obtenfa un valor de Cip
mds proximo al observado para el fragmento HindIIl (74%). Una fraccién relativamente
mportante de la variacién (entre el 10% y el 17%) se justificaba como debida a diferencias
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imtraclonales, reflejando el fen6émeno de la heteroplasmia, ampliamente detectado para el
frragmento HindIll (25% de clones heteropldsmicos). Junto a esta -alta diversidad existente en
ell seno de las poblaciones los valores de Cpt reflejaron una heterogeneidad relativamente baja
emtre poblaciones que, excluyendo los 4 clones de S. Francisco en el anflisis del fragmento
TTaql, se situaba alrededor del 15%. Este mismo patrén de alta diversidad intrapoblacional se
hia encontrado también en el anilisis del polimorfismo de longitud del mtDNA de otras
esspecies. Rand y Harrison (1989) encontraron que el 50 % y el 35% de la diversidad total en
girillos se debfa a diferencias entre individuos y dentro de individuos respectivamente
(iglobalmente el 85% de la diversidad se localizaba en el interior de las poblaciones). Por su

- parte Arnason y Rand (1992) encontraron un patrén distinto en bacalaos siendo en este caso
las diferencias intraindividuales las mé4s importantes (80%), aunque conjuntamente con las
dliferencias entre individuos, el 88% de la variacién total residia dentro de las poblaéiones y
siolo un 12% se debfa a diferencias entre poblaciones. ' |

La deteccién de heteroplasmia de variantes de mtDNA es un fenémeno casi
exxclusivamente restx'ingido a la variacién en tamafio de la molécula y solamente en unos pocos
casos se ha detectado heteroplasmia para sitios de restriccién (Hale and Singh, 1986). Asi
mismo, aunque se han descrito numerosos casos de polimorfismo de restriccién generadores de
dliversidad intrapoblacional para el mtDNA, gran parte de esta variacién es debida a diferencias
entre poblaciones (Avise et al, 1979; Lansman et al., 1983; Avise and Lansman, 1983; Ferris
et al, 1983; DeSalle et al., 1986a, 1986b; Solignac et al.,1986; Hale and Singh, 1991; Tamura
et al., 1991; Smith et al., 1991; Thorpe et aL, 1993).

Los niveles de heteroplasmia de tamafio detectados pueden ser explicados (como
sugicren Birky et al, 1983) por una alta tasa de mutacién generadora de este tipo de
polimorfismo relativa al tiempo requerido para eliminar este tipo de diversidad mediante
segregacién en la linea germinal. Un mecanismo generador de este tipo de mutaciones del tipo
propuesto en este trabajo podria justificar tasas mutacionales elevadas. En este sentido,
conviene resaltar que a medida que se incrementa el nimero de repeticiones en tandem
mediante mecanismos de "slippage and strand mispairing” (SSM), aumenta la probabilidad de
apareamientos incorrectos entre repeticiones y por tanto de sucesivos SSMs. Si los fenémenos
de deriva afectan a las variantes para sitios de restriccién en el mtDNA en el mismo grado
afectarén a las variantes de tamafio, por lo que el hecho de que en general (y como se discutird
mis adelante en R. padi en particular) el fenémeno de la heteroplasmia sea casi privativo de
estas ultimas s6lo puede ser explicado por tasas de mutacién superiores para la variacién en
tamafio relativas a las que existan para sitios de restriccién. En el caso extremo se encontraria
que la mayor parte de la diversidad se localizarfa en el nivel intraindividual (como se observa
en el caso del bacalao). La segregacién en la linea germinal de las variantes en tamafio
generadas en R. padi da lugar a individuos con diferentes genotipos (diferentes clones
homopldsmicos con diferentes tamafios para los fragmentos variables, o clones heteropldsmicos
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con diferentes grados o estados de heteroplasmia). A pesar de ello, el balance entre la deriva
genética (segregacién de variantes) y la tedricamente alta tasa de mutacién no resulta en una
diferenciacién significativa entre las poblaciones estudiadas a juzgar por los valores de Cpt
encontrados. '

En este contexto conviene destacar una importante diferencia existente entre los
polimorfismos de sitios de restricci6n y el tipo de variacién en tamafio descrito en este trabajo.
La diferencia estriba en que los polimorfismos de sitios de restriccién se pueden asimilar a un
modelo de infinitos "alelos” (Whittam et al., 1986) en que la probabilidad de que cada nueva
mutacién genere un nuevo alelo es muy elevada, mientras que en el caso de la variacién en
~tamafio aqui estudiada el nimero de alelos posibles es ciertamente finito, de tal forma que aun
con tasas mutacionales elevadas, las variantes generadas no serdn nuevas en el sentido de que
ya existirdn previamente en la poblaci6n, o sustituirdn a las variantes perdidas por deriva. Si
tenemos en cuenta que con una gran probabilidad el mecanismo que estd actuando en las
distintas poblaciones es el mismo, quedarfa explicado, al menos en parte, el hecho de no haber
encontrado grandes diferencias entre las poblaciones estudiadas. En un modelo de infinitos
alelos con las altas tasas de mutacién que parecen deducirse de los numerosos casos de
hetroplasmia existentes, las poblaciones probablemente tenderfan a disponer de diferentes
series de alelos, y los valores de Cpt serfan probablemente mis altos a falta de considerar los
efectos de la migracion.

Birky et al. (1983) proporcionan una ecuaci6n para el valor de equilibrio de Kc en
funcién de la tasa de mutacién (m) y el nimero efectivo the orgénulos (Ngg). Esta ecuacién es
reordenada por Rand y Harrison (1989) (ecuaci6n 6) y bajo la asunci6n de transmisién materna
estricta expresan m en funcién de Kc y de Nf (numero efectivo de hembras en la poblacién).
Utilizando el valor medio de Kc estimado para el fragmento HindIII en este trabajo y para
tamafios poblacionales efectivos de 100, 1000, 10.000 y 100.000, se obtuvieron unos valores
de m del orden de 10-3, 10-4, 10-5 y 10-6 respectivamente. No conocemos €l tamafio efectivo
de las poblaciones de R.padi pero este no es probablemente muy alto debido a los cuellos de
botella a los que anualmente se ven sometidas las poblaciones de esta especie (Loxdale and
Brookes, 1988). Si los tamafios poblacionales efectivos estuviesen entre 1000 y 10.000, las
tasas de mutaci6n estimadas se situarfan entre 10-4 y 10-3, valores que segiin Rand y Harrison
(1989) serian los suficientemente altos como para permitir niveles considerables de
heteroplasmia y de variacién intrapoblacional aunque como consecuencia de actuar sobre un
modelo de finitos alelos todavia serfan insuficientes para permitir diferenciacién poblacional.
En cualquier caso, que la frecuencia de este tipo de mutacién es superior a la correspondiente
para sitios de restriccién parece claro en el caso de R. padi, si nos atenemos a los reducidos
~ niveles de polimorfismo de sitios de restriccién (y ausencia total de heteroplasmia) encontrados
y que se discutirdn m4s adelante. '
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Otra forma de interpretar estos resultados no incompatible con lo ya expuesto, seria la
invocacién de transmisi6n biparental ‘para e#plicar los niveles de heteroplasmia (C;) y la
. existencia de altas tasas de migraci6n que explicarian la excasa diferenciaci6n interpoblacional.
Con respecto a 1a herencia biparental cabe decir que aunque se ha comprobado su existencia en
algunas especies (Kondo et al,, 1990; Satta and Chigusa, 1991) no se considera un fenémeno
general. Ademds en el caso de R. padi esta hipotética contribucién paterna puede descartarse
dado que la mayoria de clones estudiados pertenecen probablemente a la categoria de
anholocfclicos o androciclicos y en este tipo de clones todas las hembras son partenogenéticas,
y aidn en el caso de los clones holociclicos s6lo una generacién al afio se reproduce
~ sexualmente, siendo las restantes generaciones partenogenéticas. - ' '

Junto a una tasa mutacional relativamente elevada generando un conjunto finito de
variantes de tamafio, no descartamos la existencia de altas tasas de migracién con un efecto
homgeneizador de las poblaciones para explicar los bajos niveles de diferenciacién
interpoblacional encontrados. En este sentido, Loxdale (1990) propone unos altos niveles de
flujo genético en R. padi a partir de estudios basados en polimorfismo enzimético (Loxdale and
Brookes, 1988). Otro tipo de estudios basados en la deteccién y la medicién de la densidad
aérea de R padi a diferentes alturas también sugieren que esto es asf Esta especie es
especialmente abundante en Gran Bretafia en trampas situadas a 12.2 metros de altura sobre el
suelo en otofio (periodo de migracién del huésped primario al secundario) (Worwod et al,
1986). Asf mismo también se ha encontrado un nimero importante de individuos en trampas
situadas en barcos que navegaban en el Mar del Norte como mfnimo a 160 Km de distancia de
la costa (Hardy and Cheng, 1986). La relativa excasez del huésped primario sobre amplias
zonas del 4rea de distribucién de la especie se apunta como posible causa de esta necesidad de
migracién de R padi que en el periodo otofial emprenderfa el vuelo en su busca. En este
sentido, se ha descrito (Tatchell et al, 1988) una densidad aérea en otofio de gin6paras y
machos mds de 10 veces superior en las trampas colocadas a 12.2 metros de altura que en las
situadas a 1.5 metros, sugiriéndose la mayor probabilidad de encontrar el huésped adecuado
volando a gran altura (Prunus padus puede alcanzar un tamafio de hasta 15 metros) como
causa principal de este comportamiento.

Aunque, como ya se ha comentado, el grado de diferenciacién entre poblaciones fué
excaso (el valor del 30% encontrado para el fragmento 7agl se redujo al 15% al eliminar los 4
clones de S. Francisco) el hecho de haber encontrado diferencias significativas entre las
distribuciones de algunas poblaciones merece ser discutido. En concreto, en la Figura X se
pueden observar dos diferentes tipos de distribucién que a grandes rasgos son coincidentes con
las que se pueden observar en la Figura X. En el primer tipo, existe una clase de tamafio central
altamente frecuente mientras que el resto de clases estdn en baja frecuencia. Este tipo de
distribucién se encuentra en todas las poblaciones espafiolas y en los cuatro clones de S.
Francisco, aunque es posible que estos no representen una buena muestra de esta poblacién. El
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segundo tipo se caracteriza por una distribucién m4s amplia no existiendo ninguna clase de
tamafio excesivamente frecuente. En este tipo se incluirfan las poblaciones francesas. La
descomposicién de la poblacién francesa de Rennes en dos grupos atendiendo a su ciclo -
biolégico acentud mds las diferencias entre ambos tipos de distribuci6n y sugerfa algin tipo de
relacién entre el ciclo biolégico y el patrén de distribucién observado. En este contexto cabe
recordar que R. padi parece tener un comportamiento exclusivamente anholociclico en Espaiia
(Pons et al, ....... ) donde précticamente no existe el huésped primario. En realidad puede que
los clones espafioles no sean estrictamente anholociclicos sino que al menos una parte de ellos
podrfan ser androciclicos como se demostr6 al caracterizar el ciclo biol6gico de cinco de ellos
(Dixon et al., 19xx; Simon et al., 1988). En cualquier caso, ambos tipos de clones ticnen en
comiin la incapacidad de generar hembras sexuadas, y pof tanto las formas reproductivas son
siempre partenogenéticas.. Asf, los clones anholociclicos de Rennes  tendrfan la misma
distribuci6én que las poblaciones espafiolas (también anholociclicas), mientras los clones
holociclicos tendrfan una distribucién diferente similar a la encontrada en Colmar donde los
cinco clones muestreados tambien eran holociclicos (aunque serfa importante analizar una
muestra més amplia y representativa de los dos ciclos biolégicos en esta poblacién). Queremos
hacer constar que esta divisién en clones holociclicos y anholociclicos (que aparentemente a la
luz de los resultados pudiera tener algiin sentido) se llev§ a cabo al considerar que el mtDNA
de uno y otro tipo de ciclo biol6gico en ningiin momento podian entrar en contacto y que por
tanto podrfan reflejar diferentes dindmicas. Esta idea serd retomada en el siguiente apartado
cuando analicemos el polimorfismo de sitios de restriccién. Por el momento trataremos de
explicar c6mo la diferente distribucién de la variacién en tamafio puede estar relacionada con
diferentes dindmicas poblacionales en ambos tipos de ciclos biolégicos.

En primer lugar cabrfa preguntarse si el hecho de que las distribuciones aparezcan
centradas sobre un elevado nimero de copias puede ser el resultado de alguna ventaja selectiva
de aquellos individuos con un alto nimero de repeticiones en estas zonas variables o por el
contrario es una consecuencia del mecanismo que genera esta variabilidad unido a procesos
estocdsticos que eliminen las variantes extremas. Cabe aquf comprobar que, aunque con muy
baja frecuencia tanto para el fragmento HindIIl como para el fragmento 7agl, se han podido
detectar clones con tamafios extremos lo cual demuestra que pueden ser generados por el
mecanismo generador de esta variacién. Es dificil pensar en alguna ventaja selectiva para
alguna de las clases de tamafio en particular que no sea, al menos en la zona de la regién
control, que la ganancia de unidades (dada su mayor riqueza en A+T) contribuya a una
desestabilizacién de esta zona necesaria para el inicio de los procesos de replicacién y
transcripcién. La existencia de desequilibrios de ligamiento entre las dos zonas variables podria
haber apoyado, de haber sido detectados, un posible papel selectivo en el mantenimiento de
estas distribuciones. El no haber encontrado evidencias de desequilibrios, sin embargo, no
excluye la intervencién de procesos selectivos pero nos lleva a descartar su actuacién conjunta
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sobre ambas zonas variables en favor de un tamafio global 6ptimo o de cualquier otra ventaja
selectiva que se puediera derivar de interacciones epistéticas entre ambas zonas.

Pensamos que de la diferente distribucién observada para los clones holociclicos y
anholociclicos se pueden derivar algunas hip6tesis que pueden contribuir a la clarificacién de
estos aspecfos. En este sentido, el hecho de que en las poblaciones o linajes holociclicos se
observe una distribucién en clases de tamafio m4ds amplia en la que s6lo ligeramente parece
despuntar alguna de las clases sugiere un caricter neutral para las variantes. Por el contrario, la
existencia de una clase de tamafio altamente frecuente en los linajes anholociclicos (comparar
las distribuciones de los clones anholociclicos y holociclicos de Rennes) sugiere la intervencién
"~ de un cuello de botella reciente con la consiguiente extincién estocédstica de linajes o clones
anholociclicos. Si el cuello de botella hubiese sido muy pequeiio, deberfamos haber detectado
desequilibrios de ligamiento entre las dos zonas variables. El hecho de no haberlos detectado
puede indicar que, o bien el cuello de botella no fué tan pequefio, o bien que ha transcurrido
suficiente tiempo como para que la actuacién conjunta del mecanismo mutacional y la
segregacién de variantes los hayé destruido. Centrdndonos en la poblacién de Rennes en la que
ambos tipos de clones coexisten aunque no se conocen las proporciones relativas: los clones
holocfclicos, aiin estando posiblemente sometidos al cuello de botella que supone ir en busca
del huésped primario y a los predadores que allf pueda encontrar (Leather et al., 1989) pueden
ser considerados como perdurables en tanto en cuanto escapan a las duras condiciones
invernales mediante la inclusién en su ciclo biol6gico de una fase de huevo resistente. Ademds,
ain cuando los cuellos de botella derivados del proceso migratorio a Prunus padus fuesen muy
severos, es probable que una cierta diversidad fuese restituida anualmente mediante
migraciones procedentes del Norte de Europa donde esta especie es exclusivamente holociclica
y €l huésped primario muy abundante. Por el contrario, los clones anholociclicos se ven
sometidos con una alta probabilidad a cuellos de botella severos peri6dicamente cada vez que
las condiciones invernales se hacen extremas, siendo posible su prictica eliminacién. En este
sentido la similar distribucién de estos clones a la de las poblaciones espafiolas muestreadas
podria estar indicando un flujo migratorio de los clones anholociclicos del Norte hacia el Sur,
donde las condiciones invernales serfan mi4s ficiles de superar, aunque esporddicamente se
puedan dar inviernos extremos que de nuevo reduzcan dristicamente los tamafios
poblacionales. De esta forma se podrfa explicar que las clases de tamafio correspondientes a 5
repeticiones para el fragmento HindIIl y a 2.2 Kb para el fragmento 7agl, sean ambas tan
frecuentes tanto en las poblaciones espafiolas como en la tinica poblaci6n francesa en que este
tipo de clones ha sido analizado. Estarfamos asf ante una colonizacién reciente de las
poblaciones espafiolas por parte de pulgones anholociclicos procedentes de zonas situadas més
al Norte y que a su vez habrfan sufrido un reciente cuello de botella. El hecho de que también
se detecten otras clases de tamafio en torno a esta clase central podrfa ser explicado igualmente
por procesos migratorios como por el propio mecanismo generador de variacién en tamafio
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que no dejarfa de operar en ningin momento. Aunque efectivamente la argumentacién
expuesta no deja de ser hipotética no parece descabellado un proceso como el aquf propuesto a
la luz de nuestros resultados, y su comprobacién no resultarfa demasiado dificil (aunque
probablemente sf alargada en el tiempo). En este sentido serfa muy interesante iniciar un
exhaustivo anilisis de las poblaciones europeas en que ambos tipos de clones estén presentes
(como es el caso de Gran Bretafia, Francia y Alemania), asf como de las- poblaciones
escandinavas, en las que dnicamente existen clones holociclicos. Aunque obviamente los datos
son muy insuficientes, es llamativo el hecho de que los dos Gnicos clones analizados de Bristol
(ambos holociclicos) no posean ninguna de las dos clases mayoritarias en los clones
* anholociclicos para los dos fragmentos variables. Igualmeénte insuficientes son los datos de los
muestreos en Estados Unidos, pero podemos destacar que de los seis clones allf capturados
s6lo uno (el clon de Stillwater) posee simultdéneamente las clases de tamaifio de 5 repéticiones y
2.4 Kb respectivamente para los dos fragentos variables. Claramente se necesitan m4s datos
para poder interpretar lo acontecido en el continente americano.

V.3. POLIMORFISMO DE RESTRICCION EN DOS MOLECULAS
CIRCULARES QUE SE TRANSMITEN POR VIA MATERNA.

Los resultados del an4lisis de restriccién del mtDNA de R. padi revelan unos niveles de
polimorfismo claramente inferiores a los encontrados en estudios similares realizados en otros
organismos. En particular, en estudios realizados con un nimero similar de lineas analizadas de
Drosophila subobscura se encontraron hasta 13 y 24 haplotipos mitocondriales distintos
(Latorre et al, 1991 y Afonso et al, 1990, respectivamente). Estos limitados niveles de
variabilidad encontrados contrastan con la relativa alta diversidad descrita para la variaci6n en
tamafio de la misma molécula, lo cual corrobora la idea ya planteada de que la tasa de
mutacién generadora de variabilidad de tamafio es comparativarhente mucho mayor que la
correspondiente tasa de mutacién para sitios de restriccién. En concreto, cifiéndonos a las
poblaciones espafiolas, bdsicamente se detecta un \inico haplotipo de restriccién (Haplotipo I)
mientras que el anflisis de esos mismos clones revel6 la existencia de cierta variabilidad en el
tamafio de la molécula causada por la variacién en longitud de dos regiones diferentes.

Podemos considerar que estos datos son plenamente concordantes con otro tipo de
datos basados en polimorfismo enzimdtico realizados con la misma especie (Loxdale and
Brookes, 1988) y que igualmente revelaron niveles de variabilidad muy bajos (2 loci resultaron
polimérficos de un total de 14 analizados).

Estudios asf mismo basados en polimorfismo enzim4tico realizados con otras especies
de 4fidos han revelado, en general, niveles de variabilidad muy bajos (Tomiuk and Wohrmann,
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1983; Brookes and Loxdale, 1987). Ello contrasta con lo encontrado para unas pocas especies
como Sitobion avenae (Loxdale et al., 1985), en que se han llegado a detectar hasta un 60% de
loci polimérficos. Se ha sugerido (Loxdale et al, 198S; Brookes and Loxdale, 1987) que la
aparente falta de variabilidad encontrada en muchas especies de 4fidos sea debida a sucesivos
cuellos de botella poblacionales que han eliminado de forma sistem4tica los alelos raros
surgidos por mutacién provocando la fijaci6n de los alelos m4s comunes. Otra alternativa
también contemplada invoca un papel preponderante de los procesos selectivos, sobre todo si
existen génotipos altamente "favorables” como pueden ser aquellos que manifiestan resistencia
a los insecticidas. '
~Nuestros resultados sugieren, sin embargo, un andlisis m4s detallado en el que se ha de
tener necesariamente en cuenta un rasgo biolégico importante como es el ciclo de vida
desarrollado por las diferentes poblaciones.

De los cuatro haplotipos detectados en el presente trabajo, tres son préicticamente
idénticos (Haplotipos II, III y IV), lo que refleja su divergencia reciente (Tablas IV.2 y IV.3), y
probablemente representan un mismo linaje mitocondrial relativamente diversificado. Un total
de 30 clones de los 148 analizados pertenecerfan a este linaje y su distribucién geogifica serfa
bastante amplia: 20 pertenecen a dos poblaciones francesas geogrdficamente bastante alejadas
entre s{ (700 km aproximadamente), 2 son ingleses, 2 pertenecen a una misma localidad
espafiola y los restantes 6 clones pertenecen a tres poblaciones norteamericanas con un rango
mdximo de separaci6n entre ellas de unos 3000 km.

Por otra parte, el Haplotipo I constituirfa un linaje distinto menos diversificado, ya que
no se ha encontrado ningin otro haplotipo con el que pudiera establecer la misma relacién de
proximidad evolutiva que la descrita para los Haplotipos II, Il y IV, y ello a pesar de que el
nimero de clones analizados que pertenecerian a este linaje es muy elevado (118). A pesar de
ello, no parece que el rango de distribucién del Haplotipo I sea mds limitado que el descrito
para los Haplotipos II, IIT y IV. Clones con Haplotipo I se han encontrado en las cuatro
poblaciones espafiolas (103 clones), estdn presentes en al menos la localidad francesa de
Rennes, y el dnico clon analizado de la poblacién de La Plata (Argentina) es también Haplotipo
L

El nimero de sustituciones nucleotidicas por nucleétido estimado entre el Haplotipo I y el
- II (d=0.0116) indica que estos dos haplotipos han divergido desde hace relativamente mucho
tiempo. Claramente el tiempo de divergencia entre los Haplotipos II, IIT y IV es un orden de
magnitud inferior. Aunque el tiempo absoluto de separacién entre ellos no se puede estimar
con nuestros datos dado que desconocemos las tasas absolutas de sustituci6n nucleotidica en el
mtDNA de 4fidos podemos hacer una inferencia teniendo considerando que estas tasas se
sitien dentro del rango estimado para Drosophila (Satta and Chigusa, 1991) entre 1-3 x 108,

Asf los Haplotipos I y I habrian divergido desde hace un minimo de 380.000 afios, hasta un
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méiximo de 1.160.000 afios. Los haplotipos del grupo del Haplotipo II habrian estado
divergiendo entre sf desde hace unos 56.000 a 170.000 affos. .
El hecho de que 103 clones espafioles, en principio anholociclicos, posean un mismo
| haplotipo (Haplotipo I), idéntico a su vez al haplotipo caracterizado pafa los 14 clones
anholociclicos franceses de Rennes, y que 22 clones holociclicos pertenecientes a diferentes
poblamones (Rennes, Colmar y Bristol) posean un segundo haplotipo (Haplotipo 1II)
claramente divergente con respecto a aquel, sugiere que efectivamente existan dos linajes
- mitocondriales que se corresponderfan con los dos dxferentes ciclos de vida. Los clones |
anholociclicos serfan portadores del Haplotipo I xmentras que los clones holociclicos serfan
portadores del Haplotipo II (o haplotipos con el relacionados).

Esta asociaci6n entre haplotipos mitocondriales con los ciclos de vida desarrollados por R.
padi ha de ser considerada como una consecuencia léglca de las propias caracteristicas del
mtDNA que hacen que sea una molécula especialmente apropiada | para el estudio de
acontecimientos evolutivos recientes (Moritz et al., 1987;Harrison, 1989) y ha de considerarse
que es debida esencialmente a factores hist6ricos (Birky, 199177 libro ).

La holociclia puede considerarse como una caracteristica ancestral en 4fidos (Moran,
1992), a partir de la cual y mediante procesos diferentes han evolucionado diferentes ciclos de
vida en los que de una forma u otra ha desaparecido la capacidad de reproduccién sexual. Se
han generado asf especies, razas, linajes o clones que se reproducen exclusivamente de forma
partenogenética. En el caso particular de R. padi, una vez acaecida la pérdida irreversible de la
capacidad de reproduccién sexual en un linaje o clon, que a partir de ese momento pasaria a
ser anholociclico, se producirfa su aislamiento reproductivo (Ward, 1991) con respecto al resto
de la poblacién que seguirfa siendo holociclica. Se producirfa asf una dramética interrupcién
del flujo genético entre el clon anholociclico iniciado y el resto de la poblacién que
evolucionarfan independientemente a partir de ese momento. En realidad puede que por lo que
se refiere a los genes nucleares la interrupcién del flujo genético no sea todo lo definitiva que
se pudiera pensar. Ello es debido a que en muchos casos no se pierden totalmente las formas
sexuales sino que el clon conserva la capacidad de producir machos (Androciclia) que con
alguna probabilidad se pueden aparear con las hembras sexuadas del resto de la poblacién que
conserva la holociclia (Blackman, 1972). Este tipo de clones conservarian por tanto cierto
contacto con la parte de la poblacién que conserva la capacidad de reproduccién sexual lo que

les reportaria las ventajas a corto plazo de la partenogénesis sin las desventajas que a largo
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plazo pudieran derivarse de una reproduccién exclusiva:nenie partenogenética' (Maynard
Smith, 198xx). Sin embargo, la interrupcién del flujo genético sf que serfa particularmente
definitiva por lo que respecta al mtDNA en cualquier caso dada su transmisién por vfa
materna. Los clones anholociclicos (0 androciclicos) y los clones. holociclicos constituirfan
realmente dos compartimentos estancos cuyos mtDNAs nunca entrarian en contacto. Por ello
ambos tipos de moléculas de mtDNA acumularfan cambios de forrha totalmente independiente
de modo que transcurrido el tiempo suficiente habrfan divergido lo bastante. como para

identificarlas como pertenecientes a uno u otro linaje tal y como parece haber ocurrido en R.
| IA;azAii.‘E-stvai idea parece bastante pl‘auvsiblle alaluz de nuestros resdltédos, .aunque phede ser
interesante discutir algunos aspectos en torno a los diferentes ciclos biol6gicos que R. padi
puede experimentar para'tratar de explicar los casos en que parece existir alguna contradiccién
con la hip6tesis (aquellos casos en que clones con un mtDNA del grupo del Haplotipo II no
son Holoc{clicos). '

En primer lugar, la idea de que las poblacionés espafiolas de esta especie son
anholociclicas considerada en diferentes estudios (Fereres et al,, 1989;...) estaria bastante
relacionada con Ia casi total ausencia del huésped primario (P. padus) en la peninsula Ibérica.
Aunque R. padi ha sido descrito en Espafia sobre otras especies de Prunus como huéspedes
alternativos (Nieto et al, ...) no parece que la utilizaci6n de este tipo de huéspedes se pueda
generalizar. El hecho de que los cinco clones espafioles para los que determinamos su ciclo
biol6gico resultasen no ser estrictamente anholociclicos sino androciclicos no contradice
seriamente esta idea, ya que ambos tipos de clones (androciclicos y anholociclicos) comparten
la imposibilidad de generar hembras sexuadas y por lo tanto se pueden perpetuar
indefinidamente de forma partenogenética. En este sentido, no descartamos que la anholociclia
estricta sea un estado final derivado, y probablemente minoritario, a partir de una situacién de
androciclia. Esta idea estarfa apoyada por estudios realizados sobre R. padi (Simon et al, |
1991) en los que la respuesta de los mismos clones sometidos a fotoperiodos cortos (10h) fué
distinta segiin la temperatura fuese de 15°C o de 10°C. De los 55 clones analizados
correspondientes a un muestreo realizado sobre gramifneas en la zona de Rennes en 1990, 43
(el 78%) no respondieron a las condiciones de induccién realizadas a 150C y fueron
clasificados consecuentemente como anholociclicos, mientras que 12 clones (el 22%) se
clasificaron como androciclicos. En la répiica del experimento realizada a 100C, todos los

clones que a 150C habian sido clasificados como anholociclicos generaroh machos adem4s de
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heembras partenogenéticas siendo por lo tanto androciclicos, mientras que de los 12 clasificados A
como androciclicos en el experimento anterior 10 siguieron siéndolo pero dos de ellos
produjeron adem4s de machos y hembras partenogenéticas un cierto némero de individuos
cllasificados como intermorfos (capaces de dar lugar tanto a hembras partenogenéticaé sobre
trigo como a hembras sexuadas sobre P. padus), por lo que estos dos clones se clasificaron
como de respuesta intermedia. Lo que estos resultados sugieren es que una gran proporcién de
los clones androcfclicos podrfan manifestar en la naturaleza un comportamiento anholociclico
~siiempre que no se subcrasen de forma mantenida en el tiempo unos valores umbral en las
btondiciones ambientales (de temperatura y fotoperiodo fundamentalmente). A

Los cuatro tipos de ciclo biolégico desarrollados por R. padi se han observado también en>
oitros 4fidos como Myzus persicae (Blackman, 1971; 1972) y Aphis gossypii (Takada, 1988).

Blackman (1972) realiza un estudio sobre el modo de herencia de los ciclos de vida
desarrollados porM. persicae tratando de encontrar un sistema simple de uno o dos genes que
explique la variacién obser\\rada. Asf, partiendo de un cruce inicial entre machos pertenecientes
a un clon adrociclico y hembras sexuadas de un clon holociclico, obtiene una generacién de
clones F] que tras la oportuna fase de induccién se clasifican bién en tres categorfas o
fenotipos distintos: 4 de ellos fueron holociclicos, 8 androciclicos y 2 se clasificaron como
intermedios. De los diferentes cruces posibles entre individuos de la generacién Fj obtiene
distintas segregaciones en la generacién Fp a partir de las cuales trata de inferir el tipo de
herencia del car4cter "ciclo de vida". Cuando agrupa a los clones de respuesta intermedia,
como una modificacién de la holociclia, junto a los clones holociclicos, las proporciones
obtenidas de los diferentes fenotipos se ajustan bastante bién a las esperadas bajo un modelo de
un- dnico gen con dos alelos, H determinante de la holociclia, y h detcfnﬁnante de la
androciclia, en el que H dominarfa sobre h. Sin embargo, cuando considera los clones
intermedios como una clase distinta, expresa la necesidad de considerar un segundo gen con
dos alelos (M, m) que establecerfa una relacién de epistasia con el anterior, proponiendo un
modelo que no lega a justificar plenamente sus resultados experimentales.

Con los datos obtenidos por Blackman nosotros hemos logrado establecer un modelo de
herencia, que aplicado a todos los cruces realizados por este autor no produce ninguna
discrepancia significativa entre los datos observados y los esperados bajo el modeio en ninguno
de los casos. Segin este modelo, y a falta obviamente de las necesarias comprobaciones

mediante la realizacién de todas las combinaciones de cruces posibles, habrfa dos genes (cada
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uno de ellos con dos alelos) implicados en la determinacién del ciclo biol6gico. A continuacién

se detallan los genotipos posibles y su correspondencia con los fenotipos encontrados.

GENOTIPO : CICLO DE VIDA DESARROLLADO
HHMM - , ~ Holocfclico
HhMM Holocfclico
HHmm Intermedio
Hhmm Intermedio
HEM@m - Intermedio
HhMm | o Intermedio
hhMM Androciclico
hhMm Androcfclico
hhmm Androciclico,
(Anholociclico?

Dado que en los tres fenotipos encontrados por Blackman como resultado de los cruces
siempre se forman machos (aunque en ndmero variable) lo que estos genes parecen controlar
es el tipo de hembras (sexuadas o partenogenéticas) que se generan como respuesta a cambios
en el fotoperiodo y la temperatura.

El alelo H serfa dominante sobre el h, y serfa responsable de 1a respuesta a las condiciones
de fotoperiodo y temperatura mediante la modificacién de ciertas pautas de desarrollo que
conducirfan en iltima instancia al desarrollo de los embriones como hembras sexuadas. En
homocigosis el alelo h interrumpiria la modificacién de dichas pautas, por lo que los embriones
se continuarfah desarrollando siempre como hembras partenogenéticas en cualquier condicién
de fotoperiodo y temperatura (el clon se harfa insensible a este tipo de cambios ambientales por
lo que a la formacién de hembras se refiere). Sin embargo la actividad de este gen estaria
modulada por un segundo gen, cuyo alelo mutante m serfa dominante sobre el alelo M. De esta
. forma la presencia del alelo m darfa lugar a una respuesta parcial (pfobablemente variable
dependiendo de sf estd en homocigosis on heterocigosis) haciendo que tan solo una parte de
los hembriones se desarrollen como hembras sexuadas y el resto seguirfan la pauta de
desarrollo propia de la no induccién. También podrian darse embriones cuyo desarrollo como
hembras sexuadas no fuese total, lo cual explicarfa los intermorfos de este tipo encontrados en
M. persiéae por Blackman. Es posible que la formacién de machos no se viese afectada por

estos genes y por ello s¢ seguirfan produciendo en mayor o menor grado en los tres fenotipos
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- observados. Sin embargo en nuestro modelo no se descarta la posibilidad de una interrupcién
total en la produccién de machos como consecuencia de una interaccién epistitica entre los
alelos m y h en homocigosis que condujese a la anholocfclia estricta. Este tltimo punto no
puede ser contrastado con lbs datos de Blackman ya que €l no obtiene clones anholociclicos
como resultado de sus cruces. Sin embargo, si consideramos nuestro modelo como préximo al
que est4 operando realmente, este autor s6lo po&rﬁ haber obtenido clones con genotipo hhmm
en el cruce entre clones intermedios cuyo genotipo serfa HhMm. De este cruce se obtendrfa
una segregacxén 3 9 4 (holocf.clxcos : mtermedlos : androcfchcos) s1 no consxderamos la _
epxstasxa mencmnada, y una segregacxén 3:9:3:1enl que el doble recesivo serfa anholociclico.
Como la descendencia obtenida fué muy reducida (22 clones) no podemos aclarar este aspecto,
ya que los datos observados (5 clones holociclicos, 11 clones intermedios y 6 clones
androciclicos) son compatibles con los dos tipos de segregacién. _

Si este modelo es vélido y si un modelo similar controla el tipo de ciclo biol6gico en R.
padi, 1a nueva aparicién de clones androciclicos (y probablemente anholociclicos) serfa posible
sin necesidad de invocar mutacién recurrente en las poblaciones holociclicas, mediante cruces
oportunos. La probabilidad con qué se puedan producir este tipo de cruces conducentes a la
obtenci6n de nuevas lineas androciclicas o anholociclicas depender4 de la frecuencia del alelo h
en las poblaciones holociclicas y de la frecuencia del alelo m en las androciclicas o intermedias,
asf como de la diferente eficacia relativa de unos u otros genotipos. Aquellos genotipos que
realicen una inversién en formas reproductivas cuyo exito no esté medianamente asegurado se
verdn fuertemente desfavorecidos frente a- aquellos cuya estrategia esté a priori mejor
garahtizada. Asf, por ejemplo, no es esperable que los clones androciclicos sean altamente
frecuentes en regiones de inviernos suaves en que no exista el huésped primario y por tanto no
existan hembras sexuadas con las que aparearse. La formacién de machos en este caso se¢
puede considerar una inversi6n initil, y probablemente este tipo de clones se viese desplazado
por los clones estrictamente anholociclicos que tendrfan garantizado todo su esfuerzo
reproductivo. Por el contrario, en zonas en que los inviernos pueden ser, con cierta frecuencia,
extremos y el huésped primario esté presente, los clones holociclicos se verfan claramente
favorecidos al realizar toda su inversi6n en formas reproductivas destinadas a la produccién de
huevos resistentes a las condiciones invernales. Otro tipo de clones se verdn en esta situacién
claramente desfavorecidos. Los anholociclicos claramente por su incapacidad para superar con

éxito inviernos muy duros, y los androciclicos e intermedios porque una considerable parte de
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sw esfuerzo reproductivo serd baidfa (hembras partenogenéticas que dificilmente supererarin

esas condiciones extremas). Sin embargo estos dos tltimos tipos. de clones tendrfan cierta
ojportunidad de perdurar bién per se (clones intermedios), bién participando en la reproduccién

" seexual con individuos pertenccientes a clones con diferente ciclo Biolégico (varias
combinaciones posibles).

Asﬁ estarfamos ante un sistema muy ﬂexiblé en el que segiin las condiciones ambientales
predominantes en una- determinada época- encontraremos diferencias en las proporciones

‘ relatlvas de un tipo u otro de clones.

Esta idea es plenamente compatlble con la observaclén en estudxos previos (Sxmon et al. |
1'991) de que en ciertos periodos del aiio las poblaciones de R. padi pueden consistir en una
mezcla de diferentes tipos de clones sobre los que anualmente actuarfa, bién un proceso
selectivo basado en la abundancia del huésped primario y en el clima invernal, o/y un proceso
die extincién estoc4stica basado en los mismos elementos. Asf, en la zoné de Rennes donde P.
padus es excaso, en los otofios de 1988 y 1989 se muestrearon 1500 y 1000 4fidos
respectivamente (Simon, datos no publicados) de los que s6lo 2 resultaron ser ginéparas. Un
resultado similar se.observé en 1977-1980 en el sur de Gran Bretafia (Hand, 1989). Sin
embargo se producen grandes variaciones interanuales en la proporcién de clones holociclicos.
Dedryver (1983) encontré que un 25% de los individuos muestreados en otofio de 1979 en
maiz en la zona de Bretafia eran ginparas, mientras que en el afio siguiente en la misma 4rea
no pudo encontrar este morfo. Los autores explican esta variacién como consecuencia del duro
invierno de 1978-1979 que pudo eliminar la prictica totalidad de clones no holocfclicos, de
forma que en la primavera de 1979 la mayor parte de la poblaci6n serfa de origen holociclico y
este efecto todavia serfa perceptible en el otofio siguiente. Sin embargo, tras el suave invierno
de 1979-1980 1a poblaci6én de clones holociclicos habrfa sido desplazada como consecuencia
del mayor éxito reproductivo de los clones anholociclicos que en las poblaciones de primavera
ya serfan mayoritarios. Aunque este tipo de clones desaparezca cada cuatro o cinco afios como
consecuencia de inviernos extremos (Dedryver, 1987), mediante procesos migratorios a partir
de poblaciones que podrfan constituir reservorios naturales de este tipo de clones podrian
establecerse de nuevo en esas zonas. Asf mismo podrian generarse de novo haciendo uso de la
estrategia mixta caracterfstica de los clones androciclicos que contribuirfan a Ia fase sexual
aportando machos. Los clones holociclicos por su parte llegado el caso de una completa

extincién podrfan ser reemplazados por clones holociclicos procedentes de zonas en las que
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son muy abundantes como consecuencia de la amplia presencia del huésped primario (Este de
Francia o Norte de Europa).

Por lo que se refiere a los resultados obtenidos en el presente trabajo, la existencia de dos
haplotipos - bdsicos bastante divergentes entre sf, demuestra la existencia de dos linajes
mitocondriales que han evolucionado independientémente durante bastante tiempo. Ello
sugiere una separacién ancestral seguida de una ausencia total de Aﬂujo genético mitocondrial,
que cabe ser entendida como consecuencia de la transmisién materna del mtDNA y por tanto

relacionada con el ciclo biolégico. El hecho 'de‘no' haber gnc;ontrado haploti_pqé r;ﬁtpcpndriales |
| fécicxitefnehté derivadoé delvH'aplvdtipo I indica q'ue las poblaciones con este haplotipo han
sufrido recientemente un cuello de botella importante. La posibilidad de que un cuello de
botella de este tipo haya bcurrido realmente est4 también apoyada por los datos de variacién en
tamafio en dos regiones diferentes del genoma mitocondrial de esta especie, en que se observ
una distribucién mucho m4s amplia en los clones holociclicos que en los anholociclicos, siendo
estos ultimos portadores exclusivos del Haplotipo 1. Segﬁn esta idea, la actual distribucién del
Haplotipo I (casi exclusivamente el dnico presente en las poblaciones espaiiolas y caracterfstico
asf mismo de las poblaciones anholociclicas analizadas del Noroeste de Francia) seria el
resultado de movimientos migratorios acaecidos tras el Wltimo cuello de botella. Las
poblaciones con Haplotipo II que son bdsicamente holociclicas serfan m4s diversas a juzgar por
su distribuci6n en clases de tamafio para los fragmentos variables ya discutida. Otro argumento
en favor de esta mayor diversidad serfa el hecho de haber encontrado hasta tres haplotipos
distintos estrechamente relacionados, lo que indica su reciente origen. Esta aparente mayor
diversidad de las poblaciones holociclicas se puede explicar de formas distintas no
incompatibles entre st Por un lado, es posible que se vean sometidas a cuellos de botella
menos drdsticos que los sufridos por las poblaciones anholociclicas al tener una mayor
capacidad para superar los inviernos extremos. Tampoco se puede descartar que exista un flujo
migratorio importante procedente de aquellas regiones que pueden ser consideradas como el
reservorio natural de la especie (Norte de Europa sobre todo). La alta capacidad migratoria de
este tipo de clones (principalmente mediada por los morfos de otofio) ha sido demostrada en
varios estudios.(Tatchell et al,, 1988; Nottingham et al., 1991) y ha sido invocada para explicar
su limitada variabilidad en estudios de polimorfismo enzimitico (bedale and Brooks, 1988).
Dos elementos perturban aparentementé estos planteamnientos, aunque creemos que hemos

presentado los suficientes elementos como para que puedan ser explicados' sin alterar el cuadro
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general. Por un lado el hecho de que los cuatro clones espaiioles con Haplotipo I cuyo ciclo de |
vida ha sido caracterizado y que resultaron ser androciclicos cuando lo esperado por los datos
existentes es que fuesen anholocfclicos. Este punto no representa ningin problema si tenemos
en cuenta que por lo que al mtDNA se refiere ambos tipos de clones pertenecerfaﬁ a una
misma categoria. Es mds, los resultados de otros investigadores sobre el tema, ya discutidos,
apuntan a que una mayorfa de clones androcfc/lic/osv pﬁeden desarrollar un comportamiento
anholociclico sino se alcanzan determinadas condiciones de induccién ambientales. El segundo
~ aspecto conflictivo serfa la deteccién en una poblacxén espafiola de dos clones con Haploupo o
y que tras la caractenzacxén del ciclo b1016 gico de uno de ellos se pudo determinar su car4cter
androciclico. Este hecho se podria explicar como una pérdida secundaria por parte de un clon
inicialmente holocfclico de 1a capacidad de formar hembras sexuadas o, lo que consideramos
mds sencillo, serfan el resultado de algiin tipo de cruce entre machos-portadores del factor de la
androciclia (podrfé ser el alelo h del modelo explicado anteriormente) con hembras sexuadas
necesariamente portadoras de un mtDNA de Haplotipo II. Este tipo de cruces puede que se
puedan dar en aquellos lugares donde coexistan diferentes tipos de clones pero su frecuencia y
la probabilidad de que originen este tipo de descendientes es probable que no sea muy alta tal y
como se discuti6é anteriormente, aunque es posible que determinadas condiciones ambientales
pudieran favorecer este tipo de sucesos. En cualquier caso el origen de estos dos clones (o al
menos de su mtDNA) estaria en una poblacién en la que existan clones holocfclicos y su
aparicién en una poblacién espafiola s6lo se explicarfa como consecuencia de un proceso
rmgratono Estos procesos migratorios es probable que se den con una cierta frecuencm (como
ya se ha discutido) y que en ellos esten implicados todo tipo de clones. Sin embargo si el
huésped primario no existe o es pricticamente inexistente (como sucede en Espaﬁa) solamente
perdurardn aquellos clones que no precisen de €l para superar el invierno (b4sicamente clones
anholociclicos o androciclicos). Esta dependencia de los clones heteroicos del huésped
primario incluso en condiciones ambientales de inviernos no muy extremos s6lo puede ser
explicada en el marco de la hip6tesis de la "especializacién de la fudatriz” (Moran, 1990; 1992)
que hace que estos clones se vean irremediablemente anclados a su huésped primario.

En cuanto a los clones de Estados Unidos que siendo Haplotipo II, en al menos tres casos,
resultaron ser androciclicos, la explicaci6n serfa similar. Podria tratarse de una éolorﬁzacién a
partir de poblaciones europeas con Haplotipo II, aunque el hecho de haber encontrado un

haplotipo diferente muy proximo al II (Haplotipo IV) podria indicar que los individuos
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colonizadores no eran homogéneos en cuanto a su mtDNA o bién que la colonizacién se
produjo hace el suficiente tiempo como para que se haya producido ciérta diversificaci6n.
Tampoco se pueden descartar colonizaciones sucesivas. |

Existen ejemplos de colonizaciones' recientes - del continente americano por parte de
especies del viejo mundo. Un caso bien estudiado es el de Drosophila subobscura (Latorre et
al, 1986). En esta especie se ha encontrédo | qﬁev los dos Hapiotipos mitocondriales
mayoritaﬁos y més ampliamente distribuidos en Europa est4n ambos presentes en el continente

En cuanto al tipo de ciclo vital de los colonizadores es posiblc ‘qu’e se tratase de una
‘mezcla (cuando menos genotfpica) ya que aunque en el presente estudio los unicos clones
caracterizados fueron androciclicos, los estudios realizados sobre R. padi en Estados Unidos
demuestran la amplia distribucién de clones holociclicos (Araya et al, 1987; Halbert et al,
1992). Parece que estos clones se habrian adaptadd bien a la utilizacién de especies de Prunus
aut6ctonas, como P. virginiana (Halbert et al., 1992), como huéspedes primarios. Ello querria
decir que si la poblacién colonizadora era una mezcla de genotipos o bien posefan un ciclo vital
intermedio con un genotipo heterozigético, la generacién de la misma variedad de clones ya
existente en Europa habria sido posible. Asf pues y a falta de un necesario analisis de aquellas
poblaciones (consta que se esti llevando a cabo por el Dr. J. C. Simon) estarfamos en
disposicién de predecir que los clones holociclicos Norteamericanos serdn portadores de un
mtDNA del grupo del Haplotipo II. Otra cuestién a resolver serfa la presencia o no en esa
regién del Haplotipo L.

Otro argdmento en favor de la idea hasta aqui expuesta segin la cual existirfan en la
actualidad dos linajes maternos en R. padi como resultado de la pérdida de la capacidad de
formaci6n de hembras sexuadas en uno de ellos acaecida en un tiempo relativamente alejado,
proviene del resultado obtenido cuando se analiz6 una segunda molécula que (como el
mtDNA) se hereda de forma materna. Parece demostrado que esta molécula es realmente un
pldsmido perteneciente a los endosimbiontes bacterianos del 4fido (Bracho et al., enviado).
Estos endosimbiontes han sido ubicados, mediante un andlisis filogenético basado en datos
moleculares, dentro del subgrupo g‘3 de la clase Proteobacteria a la que pertenecen
enterobacterias como Escherichia coli 'y han sido designadas globalmente como Buchnera
aphidicola (Munson et al, 1991). La filogenia de Buchnera deducida a partir de datos de

secuencia del gen del RNA ribosémico 168 es completamente concordante con la filogenia de
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* las distintas especies de 4fidos que las contienen (Munson et al, 1991; Moran et al,, 1993).
Este hecho estd totalmente de acuerdo con una transmisién vertical de estas bacterias que en
Gltima instancia ha conducido a una cladogénesis para]éla para los hospedadores y para las
bacterias endosimbiénticas (Moran and Baumann, 1994). Asf mismo estos autores concluyen
que ha existido una tnica infeccién bacteriana »ocunr'ida en el ancestro comiin de todos los
dfidos modernos. Se ha demostrado por otra parte» que estas bacterias infectan los embriones
(o los huevos de las hembras sexuadas) en una fase nuy temprana de su desarrollo a partir de
las bacterias existentes en abdomen materno (albergadas en unas cflulas especializadas
denominadas micetocitos). Se trata por tahto de una transmisién transoirérica perfectamente
regulada (Buchner, 1965; Douglas, 1989; Fukatsu and Ishikawa, 1992).

- Las implicaciones que se derivan de la ancestralidad de esta asociaci6n simbi6ntica y de su
modo de transmisién por via materna son en principio las mismas que las discutidas para el
mtDNA. Lo mi4s llamativo es que las tasas de sustitucién nucleot{dica de una molécula que se
alberga en una bacteria y la molécula de mtDNA del huésped sean las mismas cuando en
principio no han de estar necesariamente sujetas a las mismas prsiones selectivas. Lo que
podemos deducir de este hecho eS que o bién los condicionantes selectivos han sido los
mismos para ambas moléculas (lo cual no parece 16gico teniendo en cuenta la diferente funci6n
que desarrollan y los m4s que probable diferentes mecanismos de regulacién a los que se ven
sometidos) o bién (y lo que parece més 16gico) ambas moléculas representan dos marcadores
neutrales que constituyen un auténtico reloj molecular perfectamente calibrado (incluso
podrf.amos decir que constituyen dos relojes perfectamente sincronizados) para la escala de
- tiempo en la que se han producido los acontecimientos aquf analizados.

No incidiremos m4s en el significado que la diferente distribucién de los Haplotxpos ply
pIL pueda tener en relacién a los ciclos biolégicos desarrollados por R padi ya que las
implicaciones y las argumentaciones que se puedan desarrollar serdn idénticas a las ya
discutidas para el mtDNA. Quepa solamente hacer constar lo que de refuerzo de la hip6tesis
que en este trabajo se plantea puede tener la total coincidencia entre dos tipos de

observaciones que a priori no tendrian porque haber coincidido.
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V.4. POSIBLES IMPLICACIONES DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN
ESTE TRABAJO EN LOS ESTUDIOS SOBRE LA EPIDEMIOLOGIA DEL VIRUS
'DEL ENANISMO AMARILLO DE LA CEBADA (BYDV). |

Como ya se indic6é en la introducci6én de este ’trabajo, R. padi es considerado como una

especie plaga de cereales (Vickerman y Wratten, 1979; Carter et al., 1980) prinéipalmente por
ser un vector importante del virus del enanismo amarillo de la cebada (BYDYV) (Plumb, 1983).

‘Varios autores han destacado como un factor importante en Ia epidétﬁioiogfa del virus el tipo
de ciclo vital desarrollado por el vector (Simon et al., 1991; Blackmer and Bishop, 1991;
Leather, 1989) ya que no todos los morfos que aparecen a lo largo de los diferentes ciclos
biolégicos pueden ser considerados como igualmente infectivos. Como apuntan Simon et al
(1991) es altamente improbable que aquellos individuos que en otofio erhprenden el vuelo en
busca del huésped primario constituyan una amenaza de infeccién para los cultivos de cereal
sembrados en otofio. Por otra parte, los individuos surgidos del huevo de invierno que
abandonan el huésped primario en primavera estan libres de virus y por tanto no han de ser
considerados, en prinéipio, en los modelos epidemiolégicos (Simon et al, 1991). Sin embargo
aquellos clones destinados a pasar el invierno como individuos partenogenéticos, colonizaran
los cereales de invierno, y serdn por tanto potenciales transmisores del virus. De esta forma, los
clones con comportamiento anholociclico (y aquf incluirfamos también los clones androciclicos
y la fraccién correspondiente de los clones intermedios) pueden ser considerados como
vectores viricos contfnuos claramente favorecidos por los inviernos suaves que aseguran su
mayor supervivencia (Blackmer and Bishop, 1991). Un método que permita una estimacién de
las proporciones relativas existentes a nivel local de clones de R. padi con uno u otro de los
dos tipos bésicos de ciclo vital contribuirfa a una mejor evaluacién de los riesgos de infeccién
(Simon et al., 1991; Pierre et al., 1987). Del mismo modo, Tatchell et al. (1988) sugieren que
para poder interpretar la importancia epidemiol6gica del nimero total de individuos emigrantes
en otofio, es necesario conocer las proporciones relativas de los tres morfos alados presentes
en ese momento: machos y ginéparas por un lado, y exiladas aladas por otro, lo cual puede ser
a grandes rasgos equivalente a determinar las proporciones de clones holociclicos y
anholociclicos. Sin embargo, mientras que los machos se pueden ser distinguidos ficilmente a

nivel morfolégico, no hay modo de diferenciar morfolégicamente entre hembras ginéparas,
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emigrantes y exiladas aladas. Unicamente por la diferente preferéncia por el h_uésped se puede
distinguir entre gin6paras y exiladas aladas: las gin6paras se alimentan preferentemente de
Prunus padus, mientras que las exiladas aladas lo hacen sobre gramineas. Algunos métodos
morfométricos y otros basados en la estimacién de parametros de fecundidad potencial han
revelado cierta utilidad a este respecto (Simon et al., 1991; Wellings et al., 1980; Leather et al.,
1988). |
En este contexto los resultados de nuestro trabajo pueden ser importantes por cuanto la
existencia de un marcador molecular que parece diferenciaf bien al menos uf) tipo de clones
| anhdlbcfcliéoé dél feéto- dé c-101-1es- pﬁede feslultlar.dé especxal ﬁtilidad en la estimacién de sus
proporciones relativas en poblaciones locales y en el seguimiento de las fluctuaciones

temporales que se puedan producir como consecuencia de los cambios ambientales.
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VL. CONCLUSIONES.

De los resultados presentados en este trabajo se pueden extraer las conclusiones que a
continuacién se detallan y que se pueden agrupar en dos tipos bien diferentes: por ﬁn lado
aquellas que se derivan del an4lisis molecular del DNA mitocondrial de R. padi, centradas
bisicamente en torno a la regi6n control de esta molécula y que pueden ser relevantes para los
estudios de organizacién y funcién del mtDNA en insectos, y por otro aquellas derivadas de
_ los andlisis de variabilidad en diferentes poblacmnes de esta especie de pulgén. . o

" 1. El orden de los genes mitocondriales que codifican para subumdades protexcas para los
dos RNAs ribosémicos, para al menos cuatro RNAs de transferencia y la regién control,
parece ser el mismo que el descrito para Drosophila. Existe sin embargo una diferencia clara
con respecto a Drosophila como es la existencia en R. padi de una segunda regi6n.variable en
tamafio de funci6n todavia desconocida. , :

2. La caracterizacién molecular de la regién control del mtDNA de R padi y la
comparacién con otros insectos nos ha permitido identificar en todos ellos la existencia de
series m4s o menos largas de dfmeros consecutivos de TA que al menos en R. padi son
adyacentes a las zonas de desapareamiento estable encontradas en esta regién y que
probablemente las provocan. Ademi4s la identificacién y caracterizacién en esta regién de una
~ secuencia que presenta un nimero variable de repeticiones en tandem nos permite proponer la
intervencién en el proceso de variacién de un mecanismo “del tipo "slippage and strand
mispairing”.

| 3.‘ El anilisis del polimorfismo detectado para el mtDNA (tanto de tamafio como de sitios
de restriccién) avala la existencia de los linajes maternos relativamente divergehtes en R padi
que se¢ ven sometidos a diferentes dinimicas poblacionales. Uno de estos linajes estarfa
constituido exclusivamente por clones o poblaciones anholociclicas o como mucho
androciclicas que recientemente han sufrido un reducido cuello de botella seguido de una
répida expansién. El otro linaje estarfa compuesto por clones bisicamente holociclicos aunque
es posible que puedan generar localmente clones que han perdido la capacidad de reproduccién
sexual. Este segundo linaje no refleja haber sufrido el mismo cuello de botella que el anterior o
bién sus poblaciones han sido reinvadidas masivamente por clones procedentes dé zonas donde

exista una alta diversidad. La existencia de estos dos diferentes linajes es corroborada asf
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mismo por los datos de variabilidad obtenidos para la molécula c_:ircular de origen
endosimbi6tico.

4. Desde el punto de vista aplicado consideramos que el andlisis de restriccién del mtDNA |
puede ser una herramienta muy til en la determinaci6n del balance entre clones holociclicos y
al menos un tipo de clones anholociclicos existente en un 4rea determinada en un momento.
dado, lo cual tiene importantes implicaciones en los estudios sobre la epidemiologfa del
BYDV.

5. Por iltimo, quepa considerar como conclusién lo que en realidad es un llamamiento a
| 'ampliar' y profunduar én .los résult.ad‘os. oBténido# én ‘ellpfcséntlé ltréba;io | y qﬁe | pﬁedexi
‘contribuir a confirmar las ideas aquf expuestas. Consideramos que puede ser interesante
analizar de forma m4s exahustiva tanto 4reas en las que coexistan diferentes tipos de clones en
cuanto a su ciclo vital, como aquellas otras en las que R padi se comporta de forma
exclusivamente holociclica y que pueden constituir un reservorio natural de la especie. Asf
mismo serfa importante realizar un estudio exhaustivo de variabilidad temporal en alguna zona
concreta como es el caso de Zaragoza en que en las iltimas dos capturas se detectaron dos
clones androciclicos pertenecientes al linaje mitocondrial caracteristico de los clones

holociclicos.
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