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IIl. MARCO SISTEMATICO DEL PROYECTO PRIBES 2002

APORTES DE LA BIOLOGIA MOLECULAR A LA
CONSERVACION DE LOS INSECTOS

Analia A. Lanteri, Marta S. Loiacono
& Cecilia Margaria

Resumen

El conocimiento de la diversidad genética resulta de fundamental importancia en
Biologia de la Conservacion, pues es la base de la variacién organica y por lo
general tiene una estrecha correlacion con el ajuste de las especies al medio. El
objetivo principal de la presente contribucién es comentar los métodos de analisis
y algunos resultados obtenidos, con respecto a la estimacion de la diversidad
genética de especies y poblaciones de insectos, con fines de conservaciéon. Se
brindan ejemplos sobre la aplicacién de la técnica de RAPD (Analisis al azar de
polimorfismos del ADN) para reconocer biotipos de himendpteros parasitoides
utilizados en control biolégico, y para identificar el origen geografico de insectos
plaga pertenecientes a Curculionidae. Se discute la metodologia de andlisis de
secuencias de ADN mitocondrial para reconocer "unidades evolutivas significativas"
en conservacion de la biodiversidad de insectos y en estudios de filogeografia. Se
analizan ademas las implicancias de estas metodologias en investigaciones sobre
genética y ecologia de poblaciones, para evaluar los efectos biolégicos de la
fragmentacion de los habitats naturales.

Palabras clave: Diversidad genética, Técnicas moleculares, Filogeografia,
Fragmentacion, Control Biolégico.

Genetic diversity and conservation of insects

Abstract

The knowledge of genetic diversity is an outstanding aspect of Biological Conserva-
tion, because organic variation depends on genetic diversity, that it is usually
correlated to environmental fithess of species. The main objective of the present
contribution deals with the analytical methods and results, on estimation of genetic
diversity of insect species and populations, for conservation. We give examples of
application of RAPD technique (Random analysis of polymorphic DNA) to recognize
biotypes of parasitoid Hymenoptera used in biological control, and to identify the
geographic origin of insect pests of Curculionidae. We discuss the methodology of
mitochondiral DNA sequencing to recognize "significant evolutionary units" for
conservation of insect biodiversity and for phylogeographic studies. We also analyze
the uses of these methodologies, in genetic and ecological studies of populations,
to assess the biological effects of habitat fragmentation.

Key words: Genetic diversity, Molecular techniques, Phylogeography, Fragmentation,
Biological control.

Introduccién

Los cambios mas importantes que han ocurrido en las ciencias biologicas en los
ultimos veinte afios, han surgido, principalmente, de la aplicacion de técnicas
moleculares del ADN para abordar una gran variedad de problemas. El enfoque
molecular asociado con el filogenético, ha tenido un gran impacto en las
clasificaciones bioldgicas, el modo de interpretar procesos evolutivos, el estudio
de las vias de dispersion de distintos organismos (filogeografia) y la estimacion
de edades geologicas mediante relojes moleculares (Avise, 1994). Asimismo,
estas técnicas se estdn aplicando con éxito en Biologia de la Conservacion
(Avise & Hamrick, 1996), especialmente en lo que respecta al estudio de
especies en riesgo de extincion (Landweber & Dobson, 1999).

Con el transcurso del tiempo y en forma creciente, la estructura genética
de muchas poblaciones naturales se ha visto afectada por la destruccion y
fragmentacion de los habitats y otros factores antropogénicos como la polucion,
el calentamiento global, la introduccion de especies exdticas y/o la sobreexplo-
tacion de los recursos naturales (Lande, 1999). La reduccion en el tamafio de las
poblaciones ha colocado la viabilidad de muchas especies en riesgo, por pérdida
de variabilidad genética, depresion por endocria y/o fijacion de mutaciones
deletéreas por deriva génica (Lande, 1999).
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Estudios demograficos y de genética de poblaciones
aplicando marcadores moleculares han aportado datos
cientificos para adoptar medidas en favor de la conserva-
cion de varias especies de vertebrados, entre ellas el oso
pardo europeo, el elefante africano y la ballena franca
(Baker & Palumbi, 1994; Georgiadis ef al., 1994; Kohn et
al., 1995; Landweber, 1999). Las investigaciones sobre la
diversidad de los insectos con fines de conservacion son
menos frecuentes, dado que éstos despiertan menor interés
que los vertebrados y ademas, existe la creencia bastante
general de que resultan perjudiciales para el hombre,
cuando el nimero de especies de insectos de importancia
agronomica o médico-veterinaria es realmente escaso
(Samways, 1994). Los insectos, sin embargo, retinen la
mayor diversidad genética del planeta y son componentes
vitales de la mayoria de los ecosistemas, reportando
numerosos beneficios ecoldgicos (McArdle & Woiwod,
1998). En los ecosistemas de selvas tropicales juegan roles
clave como polinizadores, herbivoros y detritivoros, ademas
de servir como fuente de alimento para numerosos organis-
mos (Malcolm, 1997).

La“Convencion sobre Diversidad Biologica” ha dado
directivas para proteger la diversidad biologica a todos los
niveles, desde el genoma hasta los ecosistemas (Caughley,
1994; Hunter, 1996). En este contexto, el conocimiento de
la diversidad genética resulta fundamental para la Biologia
de la Conservacion, pues es la base de la cual depende toda
la variacion organica (Harwood & Amos, 1999). Ademas,
dado que la diversidad genética se correlaciona habitual-
mente con el ajuste de las especies y poblaciones al medio,
seinterpreta que las unidades evolutivas genéticamente mas
diversas, deberian ser capaces de dar una mejor respuesta
adaptativa frente a la accion de parasitos, depredadores y/o
cambios ambientales (Mitton & Grant, 1984; Allendorf &
Leary, 1986).

La diversidad genética de las poblaciones naturales
depende de varios factores, tales como tiempo desde que se
separaron, flujo génico interpoblacional, variacion genética
inicial en la poblacion fuente y en cada poblacion local,
numero de eventos fundacionales y presiones de seleccion
(Harlt, 1980). Los cambios en los niveles de diversidad
genética dentro de las especies o poblaciones son conse-
cuencia de un balance entre procesos opuestos de ganancia
(mutacion y flujo génico) y pérdida (deriva génica y
seleccion natural). Una importante conclusion a la que se ha
arribado es que cambios muy grandes o muy rapidos en la
variabilidad genética, es mas probable que ocurran por
pérdida que por ganancia, pues los procesos que incremen-
tan la variabilidad son lentos o menos frecuentes. Los
estudios de polimorfismos genéticos de isozimas y analisis
del ADN, resultan de gran importancia para detectar estas
pérdidas (Lande, 1999).

En la actualidad el analisis genético, junto con los
estudios de ecologia de poblaciones, se ha convertido en
una parte central de la Biologia de la Conservacion, ya que
al detectar la declinacion poblacional, aporta elementos
para evitar la extincion de las especies (Landweber &
Dobson, 1999). Asimismo, dado que cada poblacion podria
dar origen a una nueva especie, las reducciones de tamafio
y viabilidad de las poblaciones, amenazan la evolucion
potencial de las especies (Lande, 1999). Si cada especie de

insecto posee varios miles de genes y las especies que
habitan en los tropicos se estan extinguiendo a razén de
1000 por aflo, en esta region del planeta se estaria produ-
ciendo una pérdida anual de 10 millones de alelos (Sam-
ways, 1994).

El objetivo principal de la presente contribucion es
comentar los métodos de analisis y algunos resultados
obtenidos, con respecto a la estimacion de la diversidad
genética de especies y poblaciones de insectos, con fines de
conservacion. Los ejemplos elegidos se refieren principal-
mente a la familia Curculionidae y a los Hymenoptera de la
serie parasitica.

Técnicas para el andlisis genético de las
poblaciones naturales

Desde la primera mitad del siglo XX, la genética de
poblaciones aporto las bases tedricas y metodoldgicas para
cuantificar los cambios producidos en la estructura de las
poblaciones naturales, por mutacion, seleccion natural y
deriva génica (Harlt, 1980; Wright, 1977; Mallett, 1996).
Asimismo, la ecologia de poblaciones aportd algunos
conceptos teoricos fundamentales para identificar las
posibles causas de la declinacién o persistencia de las
poblaciones, tales como el concepto de “poblacion minima
viable” (Gilpin & Soulé, 1986), y las teorias de “biogeo-
grafia de islas” (MacArthur & Wilson, 1967) y de la
“dinamica metapoblacional” (Hanski & Simberloff, 1997).

En la actualidad, la ecologia dispone de métodos para
modelar la trayectoria de las poblaciones a través del
tiempo, de modo que conociendo su tamafio inicial se puede
calcular su tasa de declinacioén y predecir su tiempo de
extincion (McArdle & Woiwod, 1998). De igual modo, la
genética de poblaciones cuenta con diversas técnicas que
permiten estudiar la estructura y la historia evolutiva de las
poblaciones, mediante la obtencion de datos que luego son
analizados estadisticamente y/o filogenéticamente (Avise,
2000).

La caracterizacion genética de las poblaciones
naturales se realiz0 en primera instancia, a través del
estudio de polimorfismos genéticos de isoenzimas, que
permiten detectar una caida en la heterocigosis poblacional
(Allendorf & Leary, 1986). Posteriormente empezaron a
utilizarse marcadores moleculares del ADN, tales como
RFLP (Analisis de polimorfismos para la longitud de
fragmentos de restriccion) y RAPD (Andlisis al azar de
polimorfismos del ADN), huellas digitales del ADN y
secuenciacion del ADN mitocondrial (Soltis et al., 1998).
Dado que el polimorfismo es un fenéomeno muy comiin en
insectos y que muchas veces solo puede ser detectado
mediante electroforesis de alozimas o secuenciacion de
ADN mitocondrial, estas técnicas resultan fundamentales
para el monitoreo de sus poblaciones (Samways, 1994). Los
resultados obtenidos a partir de estas técnicas contribuyen
a definir los limites de las poblaciones, estudiar su estructu-
ra, revelar patrones de migracion, estimar el flujo génico
interpoblacional y detectar la posible declinacion de las
mismas, debido a diferentes factores de disturbio del
ambiente (Avise & Hamrick, 1996).

Las alozimas son enzimas solubles, determinadas por
alelos alternativos de un mismo locus génico, que se
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sp. A

sp.B sp.A sp. B

Fig. 1. Dos cladogramas con igual
topologia pero diferente longitud
de ramas. Se debe tomar una de-
cision con respecto a la conserva-
cion de las especies A y B. Si se
considera la longitud de las ra-
mas, en el cladograma 1 se debera
proteger la especie B, y en el cla-

dograma 2, la especie A. (Modifi-
cado de Faith, 1994).

estudian mediante la técnica de electroforesis en geles
(Avise, 1994). Hasta el presente, han proporcionado una
gran cantidad de informacion sobre distancias genéticas
entre especies y medidas intraespecificas de heterocigosis
(Tregenza & Butlin, 1999), pero todavia resta mucho por
conocer sobre su posible correlacion con la variacion
morfologica (caracteres cuantitativos continuos), fisiologica
y de comportamiento que podria tener un significado
adaptativo frente a condiciones ambientales cambiantes
(Storfer, 1996).

La técnica de huellas digitales del ADN (“DNA
fingerprinting”) permite identificar individuos y determinar
su grado de parentesco, a partir del estudio de regiones
hipervariables no codificantes del genoma (minisatélites y
microsatélites), que causan polimorfismos de extension. El
“DNA fingerprinting” se ha empleado con éxito para el
estudio de la estructura y dinamica de poblaciones de
vertebrados, incluido el hombre, sin embargo no ha sido
relevante en el estudio de los insectos, ya que éstos poseen
pocos microsatélites y en su mayoria cortos (Amos, 1999).
Los métodos mas utilizados para estudiar la variabilidad
genética de los insectos a nivel intra e interpoblacional,
como asi también el parentesco entre especies proximas,
son la técnica de RAPD y la secuenciacion del ADN
mitocondrial.

La técnica de RAPD se usa desde hace aproximada-
mente diez afios (Welsh & McClelland, 1990; Williams et
al., 1990) para analizar la variabilidad genética de poblacio-
nes y especies de insectos (Landry et al., 1993; Roehrdanz
et al., 1993; Taberner et al., 1997) y para determinar el
origen y dispersion de especies plaga (Lenney Williams et
al., 1994; Lanteri et al., 2000; Scataglini et al., 2000). Se
basa en el empleo de distintos “primers” o cebadores al
azar, que se recombinan con el ADN total que se desea
estudiar. Las bandas RAPDs indican la presencia de alelos
dominantes. A partir de la matriz de datos de presencia y
ausencia de bandas RAPDs se calculan distancias genéticas
(Nei, 1972) que se utilizan para obtener arboles de distancia
(e.g. arbol de Neighbor-Joining) y para calcular los indices
Fst (medida de la diferenciacion genética entre subpobla-
ciones) (Weir & Cockerham, 1984) y otros estadisticos que
permiten estimar el flujo génico interpoblacional (niimero
de migrantes por generacion) (Confalonieri, 1994, 1999;
Scataglini et al., 2000).

Las secuencias de genes mitocondriales son amplia-
mente utilizadas en la actualidad, para realizar estudios
filogenéticos de poblaciones o especies proximas (Normark
& Lanteri, 1998; Sequeira et al., 2000), pues su tasa de
mutacion es elevada con respecto a la de otros genes
(nucleares o ribosomales) y por lo tanto adecuada a los
niveles especifico e infraespecifico. Los genes mas estudia-
dos son los de la Citocromo Oxidasa, subunidades I y II
(COI y COII). Cuando se analizan secuencias de genes
mitocondriales, las unidades terminales del analisis filoge-
nético son los haplotipos mitocondriales o variantes del
ADN mitocondrial. El nimero de haplotipos presentes en
una especie o poblacion brinda una estima de su diversidad
genética y permite realizar inferencias sobre su historia
evolutiva (Gémez Zurita et al., 2000; Juan et al., 2000).
Los datos de secuencias pueden analizarse mediante
algoritmos de simplicidad ("parsimony”) o de maxima
verosimilitud (“maximum likelihood”), a partir de los
cuales se obtienen arboles filogenéticos (Soltis ez al., 1998).

Por otra parte, los arboles filogenéticos se emplean en
el marco de la Biologia de la Conservacion, para dar peso
a la diversidad bioldgica, ya que a partir de la década
pasada se comenz6 a considerar no so6lo la riqueza de
especies de un area, sino también la importancia filogenéti-
ca de sus especies, dada por su posicion genealdgica. En
ese contexto se propusieron diferentes medidas, de peso
taxondémico (Vane Wright et al., 1991) y de diversidad
filogenética, basadas en el conteo de los nodos del arbol
(Nixon & Wheeler, 1992; Williams et al., 1994) o en los
nodos y la longitud de las ramas (Faith, 1992, 1994). En
este ultimo caso se intenta maximizar la riqueza de atributos
genéticos estimados a partir de secuencias moleculares, de
acuerdo con un modelo anagenético de evolucion, seglin el
cual existiria una relacion directa entre la longitud de las
ramas del arbol y el tiempo cronologico (Fig. 1). De
acuerdo con el modelo mencionado, en el que se asume un
reloj molecular (Thorpe, 1982), la riqueza de atributos
genéticos sera maxima en los taxones mas divergentes y
antiguos (Humphries et al., 1995). Estas medidas de
diversidad han sido escasamente empleadas en comparacion
con otras mas sencillas, como por ejemplo la riqueza de
especies (Prendergast et al., 1993; Martin-Piera, 1997).
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Fig. 2. Cladogramas de Aramigus (Coleoptera: Curculionidae) basados en caracteres morfoldgicos (izquierda) y secuencias de ADNmt
(gen COI) (derecha). Las unidades terminales corresponden a haplotipos mitocondriales. La especie compleja A. fessellatus
(indicada con fondo gris), incluye 24 haplotipos diferentes. Los valores en las ramas expresan medidas de soporte de los grupos:
por encima, soporte de Bremer; por debajo, porcentajes de "bootstrap". (Modificado de Normark & Lanteri, 1998).

Estudios de filogenia molecular y su importancia
en Biologia de la Conservacion

Las filogenias de los organismos proveen una descripcion
de la biodiversidad, dado que brindan informacién acerca
de como se distribuye la diversidad genética (expresada en
caracteres) entre los taxones estudiados (Moritz, 1995). Se
pueden reconstruir filogenias de individuos de una pobla-
cion, con el objeto de obtener informacion relevante sobre
la dinamica historica de dicha poblacion, o filogenias de
especies o poblaciones, que aportaran evidencias sobre
como ha ocurrido la evolucion de un grupo (Harvey &
Steers, 1999).

Dado que los caracteres morfologicos son en muchos
casos insuficientes para delimitar especies, subespecies,
linajes o biotipos, y para reconstruir su filogenia, la eviden-
cia molecular resulta particularmente importante, pues
permite ampliar el conocimiento sobre la diversidad
genética del grupo (Vanlerberghe-Masutti, 1994; Silva et
al., 1999). Un ejemplo interesante en este sentido lo

constituye Aramigus Horn (Coleoptera, Curculionidae),
género distribuido en Argentina, Uruguay y sur de Brasil
que retne ocho especies, una de las cuales, 4. tessellatus
Say, fue introducida en Chile, México y USA, y reviste
importancia agronomica (Lanteri & Diaz, 1994; Normark
& Lanteri, 1996). Aramigus tessellatus es una especie
compleja, sin autapomorfias a nivel morfoldgico, en la cual
se discriminaron seis morfotipos sobre la base de caracteres
morfométricos externos, de la espermateca y del conducto
espermatecal (Lanteri & Diaz, 1994). El estudio de Arami-
gus mediante secuencias de ADN mitocondrial (gen COI)
permitié justificar el monofiletismo del complejo de 4.
tessellatus y distinguir dentro del mismo varios linajes,
bisexuales y partenogenéticos (estos tlltimos generalmente
poliploides), y numerosos haplotipos mitocondriales
(Normark, 1996a, 1996b; Normark & Lanteri, 1998) (Fig.
2). Las restantes especies del género presentan menor
diversidad genética, ya que incluyen entre uno y cuatro
haplotipos mitocondriales diferentes y una distribucion
geografica mas restringida.
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Laurgencia por realizar un inventario de la diversidad
biologica, sumada a los resultados obtenidos a partir de la
aplicacion de técnicas moleculares en sistematica, ha
reactualizado la controversia en torno al concepto de
especie (Wheeler & Meier, 2000). Dado que no existe un
concepto universal de especie (Claridge et al., 1997),
algunos bidlogos de la conservacion han visto la necesidad
de reconocer “unidades evolutivas significativas”, es decir
linajes con evolucion potencial independiente (Vogler &
DeSalle, 1994).

(Quéunidades evolutivas y areas prioritarias deberian
conservarse tomando en cuenta el caso de Aramigus y/o de
otros taxones con caracteristicas similares?

Si se aplicara el criterio de tratar de conservar la
mayor cantidad de diversidad genética posible (Harvey &
Steers, 1999) nos encontrariamos con la siguiente situacion:

a. Las maxima diversidad especifica del género Aramigus
(cinco especies) se halla en selvas subtropicales de los
estados de Mato Grosso do Sul, Parana y Santa Catarina
en Brasil, y en la provincia de Misiones, en Argentina.
Estas especies son relativamente homogéneas desde el
punto de vista genético.

b. Elmayor nimero de linajes y haplotipos mitocondriales
corresponde a la especie compleja Aramigus tessellatus,
cuya distribucion es parcialmente simpatrida con la de
las restantes del género, pero cuyo rango es mucho mas
amplio, pues abarca el estado de Rio Grande do Sul en
Brasil, Uruguay, y un area muy extensa de Argentina,
desde Misiones hasta la provincia patagénica de Rio
Negro.

Creemos que en el caso de Aramigus las unidades
evolutivas significativas no deberian ser las especies, sino
los linajes reconocidos mediante caracteres morfométricos
y principalmente, gracias al analisis filogenético de secuen-
cias de ADN mitocondrial.

Asimismo, se han planteado dos posiciones diferentes
con respecto a la conservacion de estas unidades (Tregenza
& Butlin, 1999):

a. Las poblaciones genéticamente mas homogéneas estan
en mayor riesgo y requieren mayor intervencion.

b. Las poblaciones genéticamente mas variables tienen
mayor valor desde el punto de vista de la biodiversidad
y el mayor potencial evolutivo, por lo tanto deberian ser
mas valoradas.

La distribucion del complejo de A. fessellatus en un
area geografica de formacion geologica reciente (Cuaterna-
ria), su posicion en el arbol filogenético y la presencia de
linajes con partenogénesis geografica y poliploidia, sugie-
ren que este complejo se hallaria en plena evolucion, como
ocurre con muchos otros grupos de insectos que habitan en
las praderas de Argentina, Brasil y Uruguay, y que estarian
bien adaptados a ambientes altamente disturbados. Estos
taxones, aunque poco diversos a nivel especifico, son
importantes como reservorios de diversidad genética, y su
preservacion implica salvaguardar su evolucion futura, pues
cada linaje podria evolucionar en una nueva especie
(Lande, 1999).

Los estudios moleculares llevados a cabo en Arami-
gus, y en particular en el complejo fessellatus, contribuyen
a sustentar la propuesta de algunos bidlogos de la conser-
vacion, sobre la necesidad de preservar no solamente areas
de megadiversidad o de maxima diversidad genética, sino
también, areas menos ricas en este sentido, pero que
constituyen reservorios de diversidad genética de evolucion
potencial (Brakefield, 1991; Spellerberg, 1991).

Diversidad genética en microhimenépteros
parasitoides y sus huéspedes

Entre las especies de insectos que reportan beneficios
directos al hombre, se incluyen los himendpteros de la serie
parasitica, ampliamente utilizados en el control bioldgico de
plagas agricolas. Durante las tlltimas décadas es mucho lo
que se ha avanzado en el conocimiento de la filogenia de
estos insectos, basada en caracteres morfologicos (Gibson,
1985, 1986; Ronquist, 1995, 1999), sin embargo, en
algunos casos dichos caracteres resultan insuficientes para
el reconocimiento de especies proximas y linajes partenoge-
néticos, por lo que los marcadores moleculares se han
constituido en una poderosa herramienta de estudio (Ed-
wards & Hoy, 1993; Vanlerberghe-Masutti, 1994; Lasalle
et al., 1999; Silva et al., 1999). Ademas, las técnicas
moleculares han adquirido gran significacion en la aplica-
cion de estrategias de control bioldgico, ya que permiten la
identificacion de biotipos endocriados y silvestres (Aljanabi
etal., 1998).

En experiencias de control bioldgico por medio de
parasitoides criados masivamente en laboratorio, se ha
observado que al cabo de un cierto periodo de tiempo se
produce una pérdida de efectividad, que puede atribuirse a
la disminucion de la variabilidad genética (Roehrdanzet al.,
1993). Por esta razon resulta fundamental el monitoreo de
la diversidad genética dentro y entre linajes o biotipos de
especies que se usan como enemigos naturales, a fin de
detectar una posible deriva génica que redunde en una
pérdida de los atributos que las hacen mas efectivas
(Rodriguez-Clark, 1999). Asimismo, es preciso cuantificar
el flujo génico entre los biotipos liberados en un area
determinada y los biotipos indigenas, y comparar su
efectividad relativa.

Entre los parasitoides de huevos de Curculionidae se
encuentran los microhimenopteros de la familia Mymari-
dae. Dos especies de dicha familia, Anaphes sordidatus y
Anaphes sp., se usaron para el control de Listronotus
oregonensis, conocido en USA como “gorgojo de la
zanahoria”. Estas especies parasitan el 52% de los huevos
de L. oregonensis, ejerciendo un control muy importante
(Landry et al., 1993). Dichos autores identificaron tres
biotipos de Anaphes sp. nov.y dos de Anaphes sordidatus
mediante la técnicas de RAPD. Las relaciones genealogicas
entre los cinco biotipos estudiados mostrd una correlacion
positiva con la distancia geografica (Fig. 3). Desde el punto
de vista economico, Anaphes sp. nov. es una especie mas
beneficiosa como agente de control bioldgico, que su
especie hermana A. sordidatus. Los autores explicaron las
posibles causas de la mayor diversidad genética de Anaphes
sp. nov. con respecto a su especie hermana, basandose en
diferencias en su comportamiento reproductivo. Dado que
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Anaphes sp. nov. Michigan

Anaphes sp. nov. Quebec

Anaphes sp. nov. Texas

Anaphes sordidatus Quebec

Anaphes sordidatus Ontario

Cj Nn Pe

\g2 77, 45| 96

Lo

Fig.3. Cladogramade dos especies de Anaphes (Hymenoptera: Mymaridae). La unidades terminales corresponden a diferentes biotipos,
identificados mediante la técnica de RAPD, con diferente distribucion geografica (Modificado de Landry et al., 1993).

Fig. 4. Arbol de Neighbor-Joining de nueve poblaciones de Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae) de Brasil (Cj, Lo),
Argentina (Nn, Pe, Ig), Paraguay (Y], Ca), México (Me) y USA (US) y una poblacion de Anthonomus vestitus de Ecuador (Ec).
Acréonimos= Cj: Caraja, Lo: Londrina, Nn: Laguna Naick Neck, Pe: Puerto Peninsula, Ig: Iguazt, Yj: Yjhovi, Ca: Caacupé, Me:
Tecoman, US: Mississippi, Ec: San Clemente. Los valores en la base de las ramas expresan medidas de soporte de los grupos
(porcentajes de "bootstrap") (Modificado de Scataglini ef al., 2000).

A. sordidatus es una especie gregaria, la copula ocurriria
frecuentemente entre individuos cercanos (emergidos del
mismo huevo o de huevos de la misma postura) y esta
intensa endocria seria la causante de su menor heterogenei-
dad genética y de su distribucion geografica mas restringi-
da. En el caso de Anaphes sp. nov. habria una mayor
variabilidad, pues de cada huevo de L. oregonensis emerge
un solo individuo del parasitoide, que debera cruzarse
necesariamente con individuos surgidos a partir de otras
posturas.

Otro aspecto a tener en cuenta al implementar un
programa de control bioldgico, es que los enemigos natura-
les de los insectos fitdfagos que se comportan como plagas,
deberan buscarse preferentemente en el area de distribucion
original de dicha plaga (DeBach, 1974). En este sentido, las
técnicas moleculares constituyen una herramienta de gran
utilidad, pues permiten determinar con bastante exactitud,
el area de origen de las especies plaga.

En Nueva Zelanda, Lenney Williams et al. (1993)
aplicaron la técnica de RAPD para conocer el origen de
Listronotus bonariensis, especie denominada vulgarmente
“gorgojo argentino del tallo”, causante de perjuicios
importantes en cereales y pasturas. Los autores tomaron
muestras de poblaciones de Argentina, Chile y Uruguay, y
después de analizar la variabilidad genética de las mismas
y de compararla con la de las poblaciones establecidas en
Nueva Zelanda, concluyeron que la especie habia sido
introducida desde alguna localidad riberefia del Rio de La
Plata.

Scataglini et al. (2000) emplearon la misma técnica
para determinar el origen y dispersion en América del Sur,
de Anthonomus grandis, especie conocida vulgarmente

como “picudo mexicano del algodonero”. El arbol de
Neighbor-Joining de las poblaciones de Argentina, Brasil
y Paraguay, donde se incluyeron ademas muestras de
México y USA (potenciales fundadoras o fuente), muestra
que la poblacion de Iguazu (Argentina), procedente de un
area de vegetacion nativa se relaciona estrechamente con la
de México, a pesar de la gran distancia geografica que las
separa (Fig. 4). En consecuencia, se plante6 la hipotesis de
una posible conexion historica entre las poblaciones de
ambas areas (pertenencia a una misma biota ancestral), la
cual se vio corroborada por los resultados preliminares de
un estudio filogeografico llevado a cabo por las mismas
autoras Confalonieri et al. (2000). El sur de México seria el
area de distribucion original del picudo del algodonero
(Burke et al., 1986), y alli se encontrd un importante agente
de control bioldgico, el pteromalido Catolaccus grandis.

Finalmente cabe mencionar el interrogante que se ha
planteado con respecto a la compatibilidad de los estudios
clasicos de control bioldgico y la conservacion de los
insectos (Samways, 1988). Si una plaga exética se conside-
raun contaminante bidtico, el establecimiento de un agente
de control bioldgico también exodtico, representaria una
contaminacion subsecuente, aunque reduzca los niveles de
la primera introduccion, por lo tanto control biologico y
conservacion no serian totalmente compatibles (Samways,
1994).

Hasta el presente no se han registrado casos bien
documentados de enemigos naturales introducidos que
hayan causado dafios en faunas nativas. Sin embargo, la
practica de liberacion inundativa de biocontroladores
exoticos se realiza actualmente con mayor precaucion que
en los primeros afios del control bioldgico, ya que se
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considera que si no son especificos, podrian afectar a los
huéspedes indigenas o a las poblaciones de enemigos
naturales nativos (Samways, 1994).

El control bioldgico clasico es favorable a la conser-
vacion cuando un herbivoro oligéfago causa perjuicios en
una reserva natural. Por ejemplo, la cochinilla Aonidiella
aurantii infestaba arboles como Trichilia spp 'y Rhus spp.
en reservas de Sudafrica, y fue controlada por el parasitoide
introducido Aphytis melinus y por la mariquita Chilocorus
nigritus, como asi también por la especie indigena Aphytis
africanus (Samways, 1994).

Estudios filogeograficos y su importancia
en Biologia de la Conservacion

Los analisis estadisticos de la variacion genética (Nei,
1972; Wright, 1977; Lynch & Crease, 1990) son sumamen-
te utiles para el estudio de la estructura y dinamica de las
poblaciones, pero ignoran los factores historicos que
afectan la distribucion poblacional. Las nuevas técnicas
para el estudio de secuencias del ADN mitocondrial
permiten analizar la diversidad genética de las poblaciones
y superponer los arboles o redes obtenidos, con la distribu-
cion geografica (filogeografia). De este modo se estudia la
distribucion de los haplotipos mitocondriales (variantes del
ADN mitocondrial) dentro y entre las poblaciones en
relacion con la historia de esos haplotipos (Roderick,
1996).

Una poblacion se considera ancestral o antigua,
cuando posee numerosos y muy diferentes haplotipos, y
reciente o colonizadora, si tiene uno o unos pocos haploti-
pos. Asimismo, la presencia de un mismo haplotipo en
varias poblaciones, es evidencia de su origen comun. Los
estudios de filogeografia empleando analisis de ADN
mitocondrial permiten interpretar la historia evolutiva de las
especies y su dispersion, ya que brindan informacion
relevante sobre su rango de expansion, colonizacion y
fragmentacion pasada y sobre la estructura de sus poblacio-
nes (Avise, 2000).

En la actualidad, la filogeografia esta siendo muy
utilizada para estudiar la colonizacion y diversificacion de
diferentes grupos de organismos, en varios archipiélagos.
Algunos de los trabajos mas relevantes corresponden al
archipiélago de Canarias y estan basados en el estudio de
insectos (Emerson et al., 1999, 2000; Juan et al., 2000;
Rees et al., 2001a, 2001b). Lanteri y colaboradores han
comenzado a realizar investigaciones similares en el
archipiélago de Galapagos, que son una continuacion de
trabajos anteriores (Lanteri, 1992; Sequeira et al., 2000)
(Fig. 5) y estan llevando a cabo un estudio filogeografico
en el picudo del algodonero Anthonomus grandis (Confalo-
nieri et al., 2000).

En el caso de los archipiélagos, se ha comprobado que
la filogeografia de ciertas especies se ajusta a un modelo
de colonizacion secuencial, desde islas mas antiguas a otras
geoldgicamente mas nuevas; pero en otros casos los
modelos son mas complejos, con varias colonizaciones,
recolonizaciones desde islas proximas, especiacion dentro
de una misma isla y extinciones (Juan et al., 2000). La
metodologia de analisis aplicada en filogeografia puede
tener implicancias muy importantes en Biologia de la

Conservacion, en especial en el estudio de la fragmentacion
de los habitats naturales, ya que los fragmentos se compor-
tan en gran medida como islas (Diamond, 1975), y por lo
tanto en ellos se dan procesos de migracion, colonizacion,
recolonizacion y extincion, como ocurre en los archipiéla-
gos (Burkey, 1995).

Genética de poblaciones en el estudio de la
fragmentacion de los habitats naturales

La distribucion espacial de muchas especies se ve actual-
mente fragmentada en parches de habitats naturales,
separados por grandes areas que son no adecuadas para su
supervivencia. Los efectos de esta estructura espacial tienen
consecuencias en la diversidad genética y evolucion a largo
plazo de las especies, y son de gran interés para los genetis-
tas de poblaciones (Burkey, 1989; Templeton ef al., 1990;
Harwood & Amos, 1999).

Las investigaciones sobre los efectos bioldgicos de la
fragmentacion de los habitats, ha sido primariamente objeto
de estudios ecoldgicos, que se concentraron en los cambios
en la riqueza y composicion de especies, y en la dindmica
de algunas poblaciones. Recientemente, la atencion sobre
las consecuencias de la fragmentacion en la viabilidad de
las especies ha pasado al campo de estudio de la genética de
poblaciones (Hedrick, 1996; Young et al., 1996).

Las predicciones iniciales sobre poblaciones reduci-
das y aisladas en habitat fragmentados, basadas en la teoria
de biogeografia de islas llevaron a la suposicion teorica de
erosion de la variacion genética e incremento de la diver-
gencia entre poblaciones debido a: incremento de la deriva
génica, elevada endocria, flujo génico interpoblacional
reducido e incremento de la probabilidad de extinciones
locales de demos dentro de una metapoblacion. Estos
factores afectarian la persistencia de las especies: en el
corto plazo, la pérdida de la heterocigosis reduciria el ajuste
individual y la viabilidad de las poblaciones; en el largo
plazo, la reduccion en riqueza de alelos, limitaria la habili-
dad de la especie para responder a presiones de seleccion
cambiantes (Young et al., 1996).

No obstante las predicciones mencionadas, estudios
empiricos recientes llevados a cabo en plantas (Giles &
Goudet, 1997) y en insectos (Harrison 1991; Harrison et
al., 1998; Pullin, 1995; Thomas & Hanski, 1997), principal-
mente mariposas, sugieren que no todos los eventos de
fragmentacion conducirian a la pérdida de variabilidad
genética, pues algunos fragmentos pequefios incluyen
mayor nimero de especies que el esperado o son los Ginicos
que contienen poblaciones, también pequefias, de ciertas
especies. Estos hallazgos hicieron resurgir la teoria de la
dindmica de metapoblaciones, cuyas predicciones se
contraponen en cierta medida con las que surgen de la
teoria de biogeografia de islas. Una metapoblacion puede
definirse como una “poblacién de poblaciones” o una
“estructura espacial de poblaciones reproductivas locales,
donde la migracion entre poblaciones locales tiene efecto
en la dindmica a largo plazo, incluyendo la posibilidad de
reestablecimiento de poblaciones previamente extinguidas”
(Hanski & Simberloff, 1997). Migraciones, colonizaciones
y extinciones son los principales procesos involucrados en
el estudio de las metapoblaciones.
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Fig. 5. Arbol filogenético de siete especies de Galapaganus (Coleoptera: Curculionidae) y tres especies de Naupactus, utilizadas como
grupo externo, basado en secuencias de ADNmt (gen COI) y datos morfoldgicos. La longitud de las ramas es proporcional a la
cantidad de divergencia molecular. Los diagramas a la derecha de los nombres indican la distribucion de las especies en las islas
del archipiélago de Galapagos y la zona ecoldgica que ocupan dentro de las mismas. Los valores en la base de las ramas expresan
medidas de soporte de los grupos (porcentajes de "bootstrap") (Modificado de Sequeira ef al., 2000).

El modelo metapoblacional ha sido comprobado en
Euphydryas editha y otras especies de mariposas (Thomas
& Hanski, 1997; Harrison et al., 1998). Verdyck et al.
(2000) detectaron una estructura metapoblacional, con
extinciones y recolonizaciones recurrentes, en el crisoméli-
do endémico de las islas Galapagos, Nesaecrepida darwini,
utilizando electroforesis de alozimas, RAPDs y secuencias
de ADN mitocondrial. La estructura metapoblacional, sin
embargo, no puede generalizarse para todos los insectos y
menos aun para otros organismos de mayor tamafio corpo-
ral. Numerosos estudios indican que poblaciones pequeias
y aisladas tienen escasas posibilidades de persistir a largo
plazo / y son mas vulnerables a la extincion que las pobla-
ciones grandes (Samways,1989; Dempster, 1991; Mc
Cauley, 1991; Thomas, 1994).

Las predicciones de la teoria de biogeografia de islas
y de los modelos de dinamica metapoblacional sirvieron de
argumento para el debate sobre cudl es la mejor estrategia
para la conservacion de las especies: si establecer una sola
reserva grande o varias pequefias (Diamond, 1975; Wilson
& Willis, 1975; Wilcox & Murphy, 1985; Spellerberg,
1991). Los resultados de las investigaciones llevadas a cabo
en el marco del “Proyecto de Dinamica Bioldgica de
Fragmentos Forestales” (PDBFF), que tiene por objeto
evaluar los efectos de la fragmentacion de la selva amazo-
nica, mediante la comparacion de 25 fragmentos de selva de
distintos tamafios (1 a 1000 hectireas de extension),
aislados entre areas de pastizales, sugieren que ambas
estrategias son necesarias para la conservacion del mayor
numero de especies.
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La distancia entre los fragmentos y la capacidad de
los organismos o propagulos para moverse entre los
mismos, es de importancia critica para evaluar como la
estructura espacial afecta la estabilidad y dindmica de las
poblaciones locales, como asi también su efecto sobre la
diversidad genética (Rohani et al., 1997). La movilidad de
los insectos determina en gran medida su supervivencia en
ambientes modificados de modo que especies estenotopicas
de escasa movilidad son mas afectadas por los cambios
ambientales (Desender & Turin, 1989; Samways, 1989;
den Boer, 1990).

Los estudios sobre los efectos de la fragmentacion
han develado ademas otros aspectos importantes sobre el
problema de la conservacion de las especies. Por ejemplo,
la capacidad de carga de los fragmentos estara determinada
no solo por su tamafio (balance entre inmigracion /extin-
cion) sino por la extension del efecto borde (cambios
profundos en el habitat y recursos en los bordes del frag-
mento) (Murcia, 1995; Malcolm, 1997). Hopkins & Webb
(1984) observaron que la diversidad y abundancia de ciertas
especies de escarabajos se incrementa en algunos fragmen-
tos, debido a este efecto. Otro factor que tiene gran influen-
cia en la riqueza especifica de los fragmentos es la hetero-
geneidad de habitats (Hughes ez al., 2000), observandose en
el caso de los insectos fitofagos, una correlacion positiva
entre habitats mas heterogéneos y riqueza de sus huéspedes
(Brown Jr., 2000).

Se espera que las investigaciones sobre diversidad
genética de las poblaciones de insectos en habitats fragmen-
tados, que actualmente se estan llevando a cabo, aporten
informacion fundamental para establecer estrategias de
conservacion. Uno de los proyectos en marcha que merece
destacarse, es el que comenzo a realizar en 1997 un grupo
de investigadores de varias universidades de Bélgica, en la
region de Flanders, cuyos bosques cubren actualmente solo
el 10% de la superficie que ocupaban en el pasado. El
proyecto sobre biodiversidad de artropodos que dirige
Desender ef al. (2000a, 2000b) contempla el estudio de 56
sitios, en 40 bosques y trabaja sobre especies de Carabidae,
Araneae y dipteros de las familias Empididae y Dolichopo-
didae. Estos organismos “target” o indicadores, fueron
elegidos debido a que su taxonomia y biologia han sido
bien estudiadas, poseen numerosas especies, se conoce su
distribucion pasada y presente en la region, y son abundan-
tes en las muestras.

El uso de grupos indicadores bien conocidos como
mariposas, aves y mamiferos, para el estudio de la riqueza
total de especies de un area, ha sido propuesto por varios
especialistas (Brown, 1991; Kremen, 1992; Pearson &
Cassola, 1992; Prendergast et al, 1993; Lawton et al.,
1998). La eleccion de grupos indicadores depende en
general de varios aspectos, tales como el conocimiento
taxonomico y ecoldgico sobre estos grupos, los objetivos
del trabajo y la escala de evaluacion, y la disponibilidad de
material y de recursos humanos (Samways, 1994). En los
estudios sobre los efectos de la fragmentacion en los
neotropicos, por ejemplo, se estan empleando como grupos
indicadores, especies de mariposas, libélulas y hormigas, ya
que son abundantes y faciles de reconocer (Brown Jr.,
2000). Para desarrollar investigaciones sobre dindmica
poblacional o genética de poblaciones, la eleccion de

especies o grupos indicadores resulta imprescindible, a
pesar de las dificultades que su eleccion comporta.

En los ultimos aflos del siglo XX, la genética ecologi-
ca o ecologia molecular (Ford, 1975) se ha convertido en
una de las disciplinas fundamentales para el estudio de la
biologia de la conservacion de los insectos (Berry, 1971).
Sin embargo, para realizar predicciones con base cientifica,
no resulta suficiente estimar la variacion en loci marcado-
res, ya sean alozimas o secuencias de ADN. Todavia falta
mucho por conocer sobre la relacion entre diversidad
genética y ciertos caracteres criticos para la supervivencia
de las poblaciones y especies, como por ejemplo, sistemas
de apareamiento y tendencias ecoldgicas relevantes (Tre-
genza & Butlin, 1999).

No existe ni tiempo ni recursos suficientes para trazar
planes de conservacion para cada especie particular de
organismos y menos atin de grupos “no carismaticos” como
son los insectos (Hughes et al., 2000). Los estudios relacio-
nados con la genética y la ecologia de poblaciones en
determinados grupos de insectos, seran fundamentales para
el desarrollo de la Biologia de la Conservacion en la
proxima década.

Conclusiones

— Las modernas técnicas moleculares constituyen herra-
mientas de gran utilidad para estudiar la independencia
y/o historia de conexion entre poblaciones, y para
revelar patrones de migracion. Los datos resultantes, en
conjuncién con informacion ecoldgica y biogeografica,
seran fundamentales en el momento de hacer prediccio-
nes sobre la persistencia de las especies, y de adoptar
medidas para su preservacion.

— Lareduccion de la variabilidad genética y la heterocigo-
sis de las poblaciones representan factores que pueden
ser indicativos del riesgo de extincion de las especies.
Esta pérdida puede detectarse mediante el estudio de
polimorfismos de isozimas, analisis del ADN y varia-
cion de caracteres morfométricos.

— Mantener las poblaciones en un efectivo poblacional
alto, previene la depresion por endocria y la pérdida de
variabilidad, dos factores que afectan la adaptabilidad
o ajuste de las especies al medio. Sin embargo debe
tenerse en cuenta que la reduccion de la variabilidad de
las poblaciones no depende solo de su tamafio, sino
también de otros factores que intervienen en la dindmica
poblacional, tales como patrones de apareamiento, tipo
de reproduccion, estructura de edades, tasas de mortali-
dad, migraciones etc.

— La diversidad genética es uno de los atributos de la
biodiversidad, en consecuencia, cuando se adopten
medidas sobre la conservacion de las especies se debera
tomar en cuenta la necesidad de preservar la mayor
cantidad de diversidad genética posible.

— Las filogenias de distintos grupos de organismos
describen como la diversidad genética se distribuye
entre los taxones. El largo de las ramas de un arbol
filogenético expresa la cantidad de cambio genético
entre los nodos y desde los nodos hasta el extremo
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terminal, y permite estimar las tasas de cambio de los
caracteres.

— La informacién que proveen los estudios moleculares
permite reconocer especies, subespecies, biotipos y
linajes que son indistinguibles utilizando solo datos
morfologicos. De este modo, el conocimiento de la
biodiversidad se ve acrecentado.

— Los insectos cumplen papeles importantes en el funcio-
namiento ecoldgico de los ecosistemas. El estudio de la
diversidad genética de al menos algunas de las especies
“target” o indicadoras, permitird evaluar posibles
declinaciones y riesgos de extincion, y adoptar las
medidas mas convenientes.

— Los marcadores moleculares son de capital importancia
para monitorear la diversidad genética de las especies
benéficas, por ejemplo, los microhimendpteros que se
utilizan en el control bioldgico de plagas.
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