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RESUMEN

Los gorgojos (Coleoptera: Curculionidae) constituyen el grupo de insectos
fitéfagos de mayor importancia fitosanitaria en la Argentina y paises limitrofes.
Particularmente, la tribu Naupactini tiene un enorme impacto en la agricultura
por el dafio causado a gran variedad de cultivos agricolas y forestales. El grupo
mas diverso dentro de Naupactini es el complejo taxonémico Pantomorus-
Naupactus, el cual incluye varias especies partenogenéticas. La
partenogénesis surgid varias veces en forma independiente en este grupo y se
encuentra asociada a la presencia de la bacteria Wolbachia pipientis, parasito

reproductivo de gran cantidad de artrépodos.

A fin de comprender la evolucion de la infeccion con Wolbachia en el
complejo Pantomorus-Naupactus se llevd a cabo un andlisis cofilogenético.
Para ello, primeramente, se reconstruyé la filogenia de las cepas de Wolbachia
a partir de las secuencias de los cinco genes utilizados en el sistema de
tipificacion multilocus o MLST (por sus siglas en inglés, Multilocus System
Typing), que permite identificar las cepas de esta bacteria, mediante el
programa MrBayes. Para reconstruir la filogenia del complejo Pantomorus-
Naupactus se utilizaron dos conjuntos de datos, uno morfolégico y otro
molecular compuesto por secuencias mitocondriales. Ambas fuentes de
caracteres se analizaron de manera combinada, utilizando enfoques
bayesianos y de maxima parsimonia. En base a las filogenias obtenidas de los
analisis anteriores, se estudié la historia evolutiva entre Wolbachia y los
gorgojos hospedadores mediante métodos cofilogenéticos de ajuste global y

basados en eventos.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que la
evolucién entre Wolbachia y los gorgojos de la tribu Naupactini ha sido en gran
parte independiente, aunque existe una marcada preferencia de un grupo de
bacterias por la familia Curculionidae. La diversidad de hospedadores
infectados por de Wolbachia en Curculionidae resulta de procesos histéricos
que involucran altas tasas de transferencia horizontal interespecifica,
atribuyéndose este evento, al menos en parte, a la presencia de cepas

superpropagadoras.



INDICE

1-INTRODUGCCION ..ottt ssees s st ses s sassassess s sanssssssssassnsssansnans 6
1.1 HOSPEedadOores: QOIQOJOS ......cccceererierieeerinririentestessessessetestesessessessessessessensenseseesessessens 9
1.2 Asociado: Wolbachia PIPIENtiS........cccevieieiiieeececeeeceee e 11

2-HIPOTESIS Y PREDICCION ...ttt tesae et snee 17

B-OBUIETIVOS ...ttt ettt ettt e be e s bt e she e sae e s ateeabeesbeesaeeeaes 17
R I 0] o [y AV o I = LT o 1=T - | USRS 17
R I A 0] o T[S AV o I Ty =T ole SRR PRRNS 18

4-MATERIALES Y METODOS ....ocvuvmirimireititesistessiessssessessesse et ssenens 18
4.1 Analisis filogenético de WoIDACHIA ............c..eeeeecueiiiecieee ettt 18
4.2 Analisis filogenético de Pantomorus-NQUDGACLUS .............cccccueeeeeciueeeeeiiieeeeciieeeeecieee e e 22
4.3 ANAlisis COTIlOZENELICO .. .iiiiiiiii i e e e e e e s bae e e e snees 23
4.3.1.- Métodos de ajuste global. ........oeiiiiiiie s 24
4.3.1.0.- ParaFit e 24
B.3.1.2.- PACO e 26
4.3.2.- Métodos basados €N EVENTOS .....cccuuieriieiiiiieieertee ettt et sree et e s esree e sabeesbeeeas 29
4.3.2.0.- JANE it e 29

S-RESULTADOS ...ttt ettt sttt ettt sttt ettt e s bt e s meesae e sate e b e e bt e s seesmeesmneemneeneennees 30
5.1 Andlisis filogenético de Wolbachia pipientis ...............coccueeeeeciieeieeciieeeciieeeeeiieeeeeiaee e 30
5.2 Andlisis filogenético del hospedador ... 33
5.2.1 ANAIiSiS DAYESIAN0: ciiiieiiiii ittt e st e e e e e e e bae e e enabaeeeeaaes 33
5.2.2 Andlisis por Maxima Parsimonia: ......cccuueeeieiieeeieiieeecciieeeesire e e sstre e e sevaee e ssbaeeessnbaeeesanes 34
5.3 AnAlisis COfIIOZENETICO......uiii ettt e e e e s bae e e eenbaneeeeaes 35

5.3.1 Reconstruccidn cofilogenética entre Wolbachia y gorgojos del complejo Pantomorus-
Naupactus por métodos de ajuste global. .........coiviiiiiiiiie 35

5.3.2 Reconstruccidn cofilogenética entre Wolbachia y gorgojos de la tribu Naupactini por

MEL0d0S basados €N EVENTOS. ....eiiuiiiiiiiieieeeeree ettt s sane e 37
6-DISCUSION Y CONCLUSIONES ..ot e 41
7-PERSPECTIVAS FUTURAS ...t 48
B-BIBLIOGRAFIA. .....cuvereietreietete ettt 49
G ANEXOS .ttt ettt et b e bt sttt bt e b e bt e ea et et e e bt e bt e nbe e she e sateeabe e beenbeenaeeeaee 66

9.1 ANEXO 1. Tabla S1. Matriz de 45 caracteres morfoldgicos de 31 especies de gorgojos del
complejo Pantomorus— Naupactus, incluyendo las unidades evolutivas recientemente
reportadas para la especie nominal N. cervinus (Rodriguero et al., 2013). En las columnas se
enumeran del 0— 44 los caracteres morfolégicos y en las filas las especies de gorgojos.
Matriz realizada por Maria Guadalupe del Ri0. ......ccccuviiiiiiiiiicee e 66

9.2 ANEXO 2. Lista de caracteres morfolOgiCos. .......uevvvciieieeiiiie e 68



1-INTRODUCCION

La coevolucién es la base sobre la que se organizan los procesos evolutivos
que establecen la red de la vida (Thompson 2010, 2012; Thompson & Medel
2010). Este proceso ocurre en todos los niveles bioldgicos, desde una
‘pequena escala”, como genes que funcionan dentro de entidades biologicas
(por ejemplo, virus) y cambian de funcidén en respuesta a los cambios que
experimentan los genes de otros individuos (por ejemplo, células
hospedadoras), hasta una “gran escala”, como cambios fenotipicos entre dos
poblaciones estrechamente relacionadas, o como patrones de diversificacion
de pardsitos en respuesta a los de sus especies hospedadoras (por ejemplo,
codiversificacion) (Charleston & Libeskind-Hadas, 2014).

Para detectar procesos coevolutivos entre dos o mas taxones se utiliza
el analisis cofilogenético, i.e. la reconstruccion de relaciones ecologicas
pasadas entre grupos de organismos ecolégicamente vinculados a partir de su
informacion filogenética (Charleston & Little, 2009), el cual pone en evidencia
los eventos que moldearon la evolucibn conjunta de ambos grupos de
organismos (e.g. codivergencia, duplicacion, cambio de hospedador vy

extincion).

El objetivo del analisis cofilogenético es explicar las relaciones entre tres
tipos de asociaciones histéricas que evolucionan mutuamente: 1)
genes/especies, 2) hospedador/parasito y 3) organismos/areas (Page &
Charleston, 1998; Ronquist, 1998). En este contexto, el analisis cofilogenético
se considera un enfoque integrador: diferentes conceptos de eventos evolutivos
concebidos en subdisciplinas comparables (Sistematica Molecular,
Parasitologia y Biogeografia) pueden ser analogos e interpretarse bajo el
mismo principio (Page, 2003). Por ejemplo, los principales eventos evolutivos
en sisteméatica molecular y filogendémica (codivergencia, duplicacién, pérdida y
transferencia horizontal de genes), que surgen de la reconciliaciéon de arboles
de genes y arboles de especies, corresponden a la coespeciacion, duplicacion,
extincion de linaje y cambio de hospedador, respectivamente, en estudios
parasitologicos (Doyon et al., 2011; Stolzer et al.,, 2012) y vicarianza,



especiacion  simpatrida, dispersion 'y extincion en  Biogeografia,
respectivamente (Ronquist, 1998; Martinez-Aquino et al., 2016). A partir de los
avances tedricos y metodoldgicos de cada disciplina, la inferencia coevolutiva
se puede integrar utilizando enfoques similares. Sin embargo, cada disciplina
tiene sus supuestos explicitos y dificultades particulares, y los procesos
coevolutivos que ocurren en la naturaleza rara vez son simples; por lo tanto,
explorar hipétesis coevolutivas en cualquier sistema biolégico puede resultar
complejo. Sin embargo, los métodos cofilogenéticos implementados en varios
paquetes y programas informaticos (con herramientas y caracteristicas unicas)
han aumentado en los ultimos afios (Balbuena et al., 2013; Baudet et al., 2014;
Drinkwater & Charleston 2014, Libeskind-Hadas et al., 2014).

La coevolucion en sistemas hospedador-parasito se considera una
relacion asimétrica entre grupos de taxones vinculados ecol6gicamente, porque
un organismo evoluciona mucho mas lentamente que el otro (Charleston &
Libeskin-Hadas, 2014). Estos patrones de coevolucion asimétrica se
encuentran comunmente en modelos biolégicos reales (Badets et al., 2011;

Demastes et al., 2012; Martinez-Aquino et al., 2016).

Se entiende como codivergencia, la divergencia paralela de linajes
ecologicamente asociados dentro de dos filogenias distintas (Page, 2003).
Existen dos tipos de codivergencia: 1) codivergencia Tipo |, en la que la
divergencia de un linaje de parasito intraespecifico ocurre en respuesta al
evento de especiacion de su hospedador y 2) codivergencia Tipo I, en la que
ocurre la transferencia horizontal del parasito seguida de acumulacién de

divergencia y consecuente especiacion (Martinez-Aquino et al., 2016).

Actualmente, se encuentran disponibles numerosos avances tedricos,
metodoldgicos y conceptuales implementados en programas informaticos para
analizar datos empiricos de modelos biolégicos en sistemas hospedador-
parasito. En este contexto, es posible proponer un programa de estudio basado
en un marco filogenético para descubrir procesos coevolutivos (Fig. 1), lo cual
implica trabajar en tres etapas: 1) delimitar las Unidades Taxonomicas
Operativas (OTU) en cualquier nivel taxondmico, y reconstruir sus filogenias

(Yang & Rannala, 2012); 2) probar hipotesis cofilogenéticas con enfoques



estadisticos y basados en eventos; y 3) detectar patrones de congruencia
geografica e inferir la coevolucion de manera integral a partir de la descripcidon
final del proceso inferido bajo un marco filogenético a partir de la
complementacion con pruebas biogeograficas paramétricas y de congruencia

temporal de divergencia entre dos grupos independientes (Ebach et al., 2008).

Etapa 1 : delimitar las OTU's

Reconstruccion

filogenética v »
Parasito
Hospedador

Etapa 2: test cofilogenético

Hospedador 1 1. I Parasito  g) Métodos estadisticos

Reconstruccion

cofilogenética Valores significativos:

(SD/NO

Etapa 3: inferir la coevolucion

Historia independiente @ Historia independiente

Historias compartidas

Figura 1. Diagrama de flujo que muestra un marco cofilogenético hipotético paso a paso.
Tomada de Martinez-Aquino (2016), con modificaciones.

Estas tres etapas representan una guia para estudios coevolutivos en
un marco filogenético. La idea general es comparar los patrones bioldgicos y
filogenéticos observados entre dos grupos taxondémicamente no relacionados
de OTUs que muestran una estrecha asociacion ecologica, sugerir una posible
correlacion evolutiva y probar esta hipotesis coevolutiva, teniendo en cuenta las

historias biogeogréficas de los taxones involucrados.

Este Trabajo Final de Grado se enfocara en el estudio de la interaccion
hospedador-parasito entre los gorgojos del complejo Pantomorus-Naupactus
(Coleoptera, Curculionidae) y la bacteria Wolbachia pipientis Hertig
(Rickettsiales: Anaplasmataceae) a partir de un enfoque cofilogenético,
utiizando métodos basados en eventos y métodos de ajuste global (Page,
2003; Ronquist, 2003; Charleston & Libeskind-Hadas, 2014).

b) Métodos basados en eventos



1.1 Hospedadores: gorgojos

Los coledpteros de la superfamilia Curculionoidea, conocidos como gorgojos,
comprenden alrededor de 62.000 especies agrupadas en 5800 géneros. En el
pais se conocen unas 1270 especies y casi 440 géneros de gorgojos. Casi el
90% de las especies de gorgojos de Argentina pertenece a la familia
Curculionidae (Marvaldi & del Rio, 2023). Por sus habitos fitéfagos, tanto en el
estado adulto como en el larval, los gorgojos cumplen un papel fundamental en
los ecosistemas naturales como herbivoros, consumidores de semillas,
polinizadores y descomponedores de materia vegetal (Roig-Juiient et al.,
2014). Por sus asociaciones particulares con las plantas, algunas especies
resultan de importancia econdmica al dafar cultivos agricolas, plantaciones
forestales y plantas ornamentales, en tanto que otras son real o potencialmente
Utiles para el control biologico de malezas. Los gorgojos, considerados
colectivamente, se alimentan y desarrollan en todos los taxones de plantas
vasculares y en todas las partes vegetales incluyendo raices, tallos, hojas y

organos reproductivos (Anderson, 1993, 1995).

Dentro de la familia Curculionidae, la subfamilia Entiminae incluye los
gorgojos de rostro corto y es la mas diversa. Entiminae esta clasificada en
numerosas tribus; entre ellas, la que reune mayor nimero de especies es
Naupactini (Lanteri et al., 2002). La tribu Naupactini tiene un enorme impacto
en la agricultura, ya que cuenta con numerosas especies que causan dafos a
una gran variedad de cultivos agricolas y forestales (Lanteri et al., 2002). El tipo
de oviposicion en el grupo es exofitica, y a menudo sucede en nichos cercanos
al suelo, ya que las larvas son de habitos subterraneos. Los huevos son
depositados en hendiduras formadas por dos superficies, por ejemplo, los
puntos de contacto entre el suelo y la hojarasca, en grietas de troncos o ramas,
entre dos hojas o en un doblez de una hoja (Marvaldi, 1999). Las larvas viven
libremente en el suelo alimentandose externamente sobre las raices (Howden,
1996; Lanteri et al., 1997; Marvaldi, 1999). La pupaciéon ocurre generalmente
dentro de una celda de tierra construida por la larva. Los adultos se alimentan

sobre las hojas, dejando en sus bordes incisiones semicirculares.



El grupo mas diverso dentro de Naupactini, y que es nuestro objeto de
estudio, es el complejo taxonomico Pantomorus-Naupactus, el cual incluye
varias especies partenogenéticas, algunas de ellas dafinas para la agricultura
e invasoras en diversas partes del mundo. La mayoria de estas especies son
nativas de las selvas, praderas y estepas de América del Sur (noreste y centro
de Argentina, sur de Brasil y Uruguay) (Lanteri & Normark, 1995). Se asocian
preferentemente con vegetacion arbérea y arbustiva. En nuestro pais, se
encuentran por ejemplo en Gossypium hirsutum (Malvaceaea), Citrus sp.
(Rutaceae) o llex paraguariensis (Aquifoliaceae). Otras especies del complejo
con alas reducidas o ausentes, asignadas a los géneros Aramigus,
Atrichonotus, Eurymetopus y Pantomorus, son frecuentes en leguminosas
(Fabaceae) y gramineas (Poaceae) de la region pampeana (Lanteri, 1994).
También se encuentran asociadas con Solanaceae de la vegetacion silvestre y,
esporadicamente, con cultivos de papa (Solanum tuberosum, Solanaceae) o

girasol (Helianthus annuus, Asteraceae) (Lanteri et al., 2002).

Las especies de Naupactini que se encuentran en la Argentina son
nativas y, en general, estdn en equilibrio con su ambiente. Sin embargo,
pueden tornarse perjudiciales bajo ciertas condiciones (por ejemplo, sequia), y
principalmente, cuando varias de ellas atacan un mismo cultivo. Un caso tipico
esta representado por el complejo de gorgojos de la alfalfa; este grupo retne
alrededor de 20 especies del grupo Pantomorus-Naupactus, asociadas en
forma casi permanente con esta forrajera en las provincias del centro del pais
(Lanteri, 1994). Dado que los picos de emergencia de adultos de las distintas
especies se suceden desde el principio de la primavera hasta fines del otofio,
durante todo el periodo estival hay adultos alimentandose sobre el follaje y

larvas dafiando las raices (Lanteri, 1994).

Los dafios que provocan las especies de Naupactini introducidas en
otros paises, principalmente las que tienen linajes partenogenéticos, como
Naupactus cervinus Boheman, 1940 o Naupactus leucoloma (Boheman), son
severos, alcanzando a veces la condicion de plaga. La primera dafia
principalmente plantas ornamentales, citricos y alfalfa; la segunda ha sido muy

perjudicial para cultivos de poroto en Chile y para numerosos cultivos en
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EEUU. Otra especie introducida desde la Argentina en Chile, donde causa
serios dafos en vid y frutales es Naupactus xanthographus (Germar) conocida

como “burrito de la vid” (Lanteri & Normak, 1995).

Aunque hay evidencia directa de partenogénesis en unas pocas
especies de Naupactini (Buchanan, 1939), Lanteri & Normark (1995)
propusieron una lista de 30 especies presuntamente partenogenéticas sobre la
base de proporciones de sexo marcadamente sesgadas hacia las hembras
(machos ausentes 0 escasos en parte de su area de distribucién geografica).
Diversas reconstrucciones filogenéticas indicaron que la partenogénesis surgio
varias veces en forma independiente en este grupo de insectos (Lanteri &
Normark, 1995; Scataglini et al., 2005; del Rio et al., 2018).

Los mecanismos que originaron este modo reproductivo en los gorgojos
de rostro corto todavia estan en discusion y en un principio se habian atribuido
a varios factores como la hibridacion y la poliploidia (Sanderson 1973; Normark
1996; Normark & Lanteri, 1998). Sin embargo, la infeccion con la bacteria
inductora de partenogénesis Wolbachia pipientis afadié la posibilidad del
origen infeccioso de la partenogénesis (Rodriguero et al.,, 2010, 2021;
Fernandez Goya, 2023).

1.2 Asociado: Wolbachia pipientis

Wolbachia pipientis son bacterias gram-negativas pertenecientes a la familia
Anaplasmataceae dentro del orden Rickettsiales. Como W. pipientis es
actualmente el Unico miembro de su género, se lo conoce convencionalmente
como Wolbachia (Kaur et al., 2021). Se ha informado de la presencia de
Wolbachia en varios grupos importantes de artrépodos terrestres (hexapodos,
aracnidos e isopodos), asi como en nematodos filariales (Taylor, et al., 2005;
Weinert et al., 2015) y en nematodos parasitos de plantas (Haegeman et al.,
2009), infectando a un 50% de los artropodos terrestres (Weinert et al., 2015).
No es sorprendente que, dada esta amplia gama de hospedadores, Wolbachia

muestre una gran diversidad genética.

Estas bacterias intracelulares obligadas se transmiten verticalmente de
la madre a la progenie, siendo los machos lineas muertas para el pasaje a la

11



siguiente generacion. La herencia vertical a través de un unico sexo actud
como presion de seleccion para la evolucidn del “parasitismo reproductivo™
mediante la alteracion de la reproduccién de sus portadores, Wolbachia
incrementa la cantidad de individuos que tienen la capacidad de transmitirla
(i.e. hembras infectadas), aumentando su frecuencia poblacional (Werren et al.,
1995). Entre los efectos que Wolbachia induce en sus hospedadores se
encuentran: i) androcidio 0 matanza masculina: muerte de las larvas o de los
embriones masculinos, lo cual puede repercutir en una mayor disponibilidad de
nutrientes para la progenie femenina sobreviviente; ii) feminizacion: la
reproduccién sexual persiste, pero aquellos individuos que se desarrollarian
como machos en condiciones normales, lo hacen como hembras; iii)
incompatibilidad citoplasmatica (IC): el esperma de los machos infectados
causa la esterilidad de las hembras que no portan la infeccion; iv)
partenogénesis telitbquica (PT): los huevos no fertilizados se desarrollan dando
lugar a individuos del sexo femenino (Werren et al., 2008). Esta ultima es una
de las estrategias mas eficaces de Wolbachia.

La partenogénesis es un tipo particular de reproduccion en el que el
huevo no fecundado se desarrolla dando lugar a una cria. En el caso de la PT,
la progenie estd compuesta exclusivamente por hembras. La induccion de PT
por Wolbachia es una manipulacion casi perfecta de la reproduccion del
hospedador: una hembra adulta infectada produce una progenie consistente
solamente en hembras infectadas, que a su vez produciran mas hembras
infectadas. De este modo, si una hembra infectada produce mas hijas que una
hembra saludable, la infeccion se extendera en la poblacion, en tanto la
transmision de Wolbachia sea perfecta (Stouthamer et al., 2010). En caso de
transmision imperfecta, se alcanzard un polimorfismo estable. A menudo, las
infecciones recientes implican una transmision imperfecta de la bacteria a la
proxima generacion, tal como lo demuestra la ocurrencia ocasional de machos
en la avispa Encarsia formosa (Kraaijeveld et al., 2011), aunque la tasa de
transmision de la infeccion puede evolucionar en tiempos increiblemente cortos
(Weeks et al., 2007).
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Dentro de la Unica especie bacteriana Wolbachia se han informado
cientos de linajes molecularmente distintos denominados cepas. Estas pueden
distinguirse sobre la base de marcadores genéticos Unicos o multiples, algunos
de los cuales han sido propuestos como estandares en un esquema de
tipificacion de secuencias multilocus conocido como MLST por sus siglas en
inglés (MultiLocus System Typing) (Baldo et al.,, 2006). Estas cepas se
distribuyen en varios clados denominados supergrupos nombrados con las
letras A-S (Lo et al., 2002; Bordenstein & Rosengaus, 2005; Glowska et al.,
2015; Gerth & Bleidorn, 2017; Lefoulon et al., 2020). Estos grandes grupos
podrian en principio tomar el estatus de especie, lo cual es un tema de debate
en curso (Ramirez-Puebla et al., 2015; Gerth, 2016; Lindsey et al., 2016;
Bleidorn & Gerth, 2018). Las cepas de Wolbachia que se ubican en los
supergrupos A y B, y en menor medida en E y F, estdn ampliamente
distribuidas entre los artrépodos terrestres, y presuntamente actian como
parasitos reproductivos. Las cepas de los supergrupos C y D se encuentran
restringidas a nematodos filariales en los que se sugiere que son mutualistas
esenciales (Fenn & Blaxter, 2004). Los supergrupos restantes se limitan

principalmente a clados de artropodos especificos y mas pequefos.

Esta amplia gama de hospedadores y diversidad filogenética se puede
explicar a través de eventos de coespeciacion y cambios de hospedador,
procesos que aumentan el numero de especies portadoras (Charleston &
Perkins, 2006; Engelstadter & Fortuna, 2019). La coespeciacion ocurre cuando
el parasito simbionte se retiene en ambos linajes hijos luego de un evento de
especiacion del hospedador, lo que lleva a la divergencia del simbionte entre
los linajes del hospedador (Hafner & Nadler, 1990; de Vienne et al., 2013). En
cuanto al proceso de cambio de hospedador, se ha propuesto una serie de
cuatro pasos para explicarlo conceptualmente: (i) transferencia fisica de la
bacteria a una hembra de una nueva especie; (ii) proliferacion dentro de este
nuevo hospedador; (iii) transmision materna exitosa a su descendencia; y (iv)

diseminacién o propagacion dentro de la nueva poblacion hospedadora (Fig. 2).

13



Proliferar en células y érganos
del hospedader.
Tolerar y sobrevivir el
ambiente extracelular

Interaccion fisica directa entre
1 Transferencia el hospedador donante y el
receptor, o transmision

X mediada por un vector
durante la transferencia.

Superar la inmunidad del Respuesta inmune ineficiente.
hospedador. . Microbioma residente no
_ 2- Proliferacion - iy
Sobrevivir en nuevos niches, previene la proliferacién de
incluide el microbioma local Wolbachia

Llegar a las células de la linea 3- Transmision Falta de mecanismo que
germinal. materna suprima la transmisién
Transmisién vertical exitosa. materna de Wolbachia

Indueir un fenotipe Ausencia de una resistencia
que aumente el fitness 4-Propagacion preexistente a Wolbachia o sus
del hespedador fenatipos inducidos

Figura 2. Condiciones de Wolbachia y de sus hospedadores en cada paso del proceso de
cambio de hospedador. Tomada de Sanaei et al., (2020) con modificaciones.

La primera etapa puede tener lugar a través de un vector o directamente,
por efecto de una exposicion prolongada al ambiente extracelular (Breeuwer &
Jacobs, 1996; Heath et al., 1999; Cordaux et al., 2001; Baldo et al., 2008).
Aunque Wolbachia est4 adaptada a un estilo de vida intracelular, puede estar
en contacto con el ambiente mediante interacciones depredador-presa,
interacciones hospedador-parasitoide/parasito o mediante las fuentes de
alimentos del hospedador como podrian ser las plantas compartidas (Sicard et
al., 2014). Estas interacciones crean una oportunidad para la transmision
horizontal entre especies no cercanas (Gehrer & Vorburger 2012; Ahmed et al.,
2015), lo que llevé a Wolbachia a constituir la pandemia mas grande desde el

origen de la vida (Werren et al., 2008).

Antes de llegar a las células de la linea germinal y experimentar una
transmision vertical exitosa, Wolbachia primero tiene que sobrevivir en su
nuevo entorno. Una vez que coloniza un nuevo hospedador artropodo, la
bacteria puede escapar a las respuestas inmunitarias innatas tanto celulares

como humorales a través de diversos mecanismos, como por ejemplo la
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modificacion de su propia pared celular a través de la sintesis de un
peptidoglicano Unico para evitar su deteccion (Eleftherianos et al.,, 2013;
Wilmes et al., 2017; Otten et al., 2018). Ademas de los peptidoglicanos, los
movimientos de célula a célula de Wolbachia (probablemente basados en la
activacion de la maquinaria endocitica fagocitica celular y dependiente de
clatrina/dinamina) (White et al., 2017), pueden causar estrés oxidativo en el
hospedador y, en consecuencia, conducir a una diversa modificacion en la
regulacion de los genes relacionados con la inmunidad (Caragata et al., 2017).
Al igual que otras a-proteobacterias que son simbiontes facultativos (como
Brucella y Anaplasma), Wolbachia siempre se observa en la célula
hospedadora dentro de una vacuola de triple capa, que puede protegerla en
parte de las respuestas inmunitarias celulares (revisado en Sicard et al., 2014).
Tal escudo mecanico proporcionara una proteccion basica contra la respuesta

inmunitaria del hospedador.

La transmisién efectiva de la infeccion a la descendencia del hospedador
requiere que llegue a las células de la linea germinal y se mantenga en el
cigoto. Esta capacidad de Wolbachia para iniciar la transmision vertical puede
deberse a su capacidad de ocupar el nicho de células madre somaticas
inicialmente como reservorio estable antes de llegar a la linea germinal misma
(Frydman et al., 2006). Toomey et al. (2013) demostraron que la alta
concentracion de Wolbachia en las células madre somaticas no solo es un
factor clave para la transmisién vertical sino también una caracteristica
conservada observada en diversas cepas de varias especies de Drosophila. A
partir de las células madre somaticas, Wolbachia puede utilizar el sistema de
transporte transovarico de vitelogenina del hospedador para ingresar al ovocito
(Guo et al., 2018). Una vez que las bacterias han entrado con éxito en el cigoto,
necesitan llegar a tejidos importantes del hospedador (que incluyen, entre
otros, las células madre de la linea germinal) sin interrumpir el desarrollo del
embrion. Esto se puede lograr mediante la utilizacién del citoesqueleto del
hospedador (Newton et al., 2015; Sheehan et al., 2016), asi como también
mediante el aumento de la tasa de divisién de las células madre de la linea

germinal para localizar y mejorar su titulo (Fast et al., 2011).
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La transmision materna en si misma no implica ningun impulso
epidemioldgico: en ausencia de un aumento en el fitness de su hospedador, no
se esperaria que Wolbachia aumentara en frecuencia. Incluso con una fidelidad
de transmision perfecta, Wolbachia seria simplemente equivalente a un nuevo
alelo neutral, con posibilidades limitadas de propagacién. Los efectos nocivos
en el fitness y la transmision imperfecta imponen restricciones adicionales a la
propagacion de Wolbachia dentro de una poblacion. Por lo tanto, es probable
que la invasién de una nueva poblacion se deba a efectos fenotipicos
especificos, incluidas las manipulaciones reproductivas mencionadas
anteriormente y/o la provisibn de beneficios de fitness directos para su
hospedador (por ejemplo, la sintesis de nutrientes o proteccién contra
patébgenos, como se ha observado en algunas especies) (Werren, 1997;
Stouthamer et al., 1999; Fenton et al., 2011; Zug & Hammerstein, 2015).

Rodriguero et al. (2010) revelaron que algunas especies de gorgojos que
pertenecen al complejo Pantomorus-Naupactus se encuentran infectadas con
distintas cepas de Wolbachia. La correlacion significativa entre el estado de
infeccién con Wolbachia y la presencia de partenogénesis apoya la hipétesis de
gue Wolbachia podria estar involucrada en el origen de la reproduccién
unisexual en este grupo, siendo la PT una de las estrategias utilizadas por
Wolbachia para aumentar su frecuencia en la poblacion, como se mencioné
mas arriba. Mediante tipificacion y analisis filogenéticos estos autores
identificaron nueve cepas pertenecientes al supergrupo B, la mayoria
estrechamente emparentadas y conformando un grupo monofilético, lo cual
conduce a una hipotesis de evolucién por coespeciacion, mientras que unas
pocas estan dispersas en la filogenia de esta especie bacteriana. Este ultimo
resultado respalda la hipo6tesis de que la transferencia horizontal de Wolbachia
entre especies de artrépodos no relacionadas es un fendmeno generalizado
(O'Neill et al., 1992; Werren et al., 1995; Zhou et al., 1998). Los posibles
vectores de la transferencia dentro de los Naupactini podrian ser parasitoides y
acaros (Werren & Bartos, 2001) comunmente asociados a estos gorgojos (De
Santis, 1948; Loiacono, 1982; Lanteri et al., 1998; Rodriguero et al., 2014;
Fernandez Goya et al., 2022).
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Considerando que las infecciones con Wolbachia se pierden
eventualmente (Bailly-Bechet et al., 2017) y que existe evidencia de que con
frecuencia las cepas se transmiten horizontalmente entre hospedadores (Baldo
et al., 2008), incluso aquellas estrechamente relacionadas (e.g. Schilthuizen &
Stouthamer, 1997), surge una pregunta en el contexto del complejo
Pantomorus-Naupactus: ¢La asociacion entre modo reproductivo y estatus de
infeccion con Wolbachia detectada por Rodriguero et al. (2010) es una
consecuencia de la especiacion conjunta de parasitos y hospedadores
(coespeciacion), o es el resultado de mdultiples eventos de transferencia
horizontal, como frecuentemente se ha reportado para este microorganismo?
Bajo estas consideraciones, una compleja historia de eventos podria haber
moldeado la distribucion de este parasito reproductivo en este grupo de

hospedadores, o que motiva el presente estudio.

2-HIPOTESIS Y PREDICCION

Hipotesis: la infeccion con Wolbachia en el complejo Pantomorus-Naupactus de
la tribu Naupactini evolucioné fundamentalmente a través de eventos de

transferencia horizontal.

Prediccion: debido a que las relaciones filogenéticas de las cepas de
Wolbachia no van a ser una imagen especular de las relaciones filogenéticas
de las especies hospedadoras, no se observard un patrén de coespeciacion

estricto.

3-OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Estudiar la coevolucion entre Wolbachia y el complejo taxonémico Pantomorus-
Naupactus a fin de dilucidar si las cepas que infectan a este gorgojo se han
adquirido independientemente o son el resultado de eventos de coespeciacion

(i.e. especiacién conjunta hospedador-parasito).
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3.2 Objetivos especificos

Reconstruir la filogenia de Wolbachia a partir de las secuencias concatenadas
de los cinco genes utilizados para caracterizar las cepas bacterianas que
infectan a 26 especies de gorgojos del complejo taxonémico Pantomorus-

Naupactus.

Reconstruir la filogenia del complejo Pantomorus-Naupactus utilizando datos de

secuencias mitocondriales y morfologicos.

Realizar un estudio cofilogenético de la asociacion entre Wolbachia y el
complejo de gorgojos Pantomorus-Naupactus a través de métodos de ajuste

global y basados en eventos.

4-MATERIALES Y METODOS
4.1 Analisis filogenético de Wolbachia

Se utilizaron las secuencias de los cinco genes que constituyen el
genotipo multilocus para cada cepa segun lo tipificado por Rodriguero et al.
(2010) de acuerdo al método estandar para la discriminaciéon de cepas de
Wolbachia conocido como MLST (Baldo et al., 2006) (cepas wNaul — wNau9),
y se afadieron algunos datos inéditos bajo la autoria de Marcela Rodriguero
(MSR) (cepas wNaulO y wNaul4). Dichas secuencias corresponden a
fragmentos de los siguientes genes: subunidad | de la enzima citocromo
oxidasa (coxA), la enzima fructosa-bisfosfatoaldolasa (fbpA), una proteina del
ciclo celular ftsZz (ftsZ), la enzima glutamiltRNA subunidad B de
amidotransferasa (gatB) y un fragmento de una proteina hipotética conservada
(hcpa). Estas se hallan depositadas en una base de datos publica para
tipificacion molecular y para la diversidad gendémica microbiana
(https://pubmlst.org/organisms/wolbachia-spp/) (Jolley et al., 2018), y desde alli

fueron descargadas segun los perfiles alélicos consignados en la Tabla 1. Se
dispuso entonces de once genotipos multilocus pertenecientes a las cepas de
Wolbachia residentes en 26 especies 0 subespecies de gorgojos del complejo

Pantomorus-Naupactus. A partir de la Tabla 1 puede inferirse que existen
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cepas multihospedadoras como wNaul, wNau3, wNau5 o wNau7. Se verifico la
presencia de estas cepas en otros artrépodos infectados mediante busquedas
exhaustivas en la base de datos mencionada.

Especie de gorgojo M(/::Izzjlfia coxA fbpA ftsZ gatB hcpA
Aramigus conirostris wNaul 14 181 96 9 13
Aramigus tessellatus pallidus wNau2 106 183 96 9 15
Aramigus tessellatus santafecinus wNaul0 114 192 A 9 135
Aramigus tessellatus tessellatus wNau3 14 183 96 9 15
Floresianus sordidus wNau7 14 14 96 9 15
Atrichonotus taeniatulus wNaul 14 181 96 9 13
Eurymetopus fallax wNaul 14 181 96 9 13
Eurymetopus globosus wNaul 14 181 96 9 13
Lanterius inermis wNau4 107 132 97 79 124
Naupactus cervinus FC wNau5 14 9 96 127 126
Naupactus cervinus GC wNau5 14 9 96 127 126
Naupactus cervinus CS wNau5 14 9 96 127 126
Naupactus condecoratus wNau6 14 185 96 ? ?
Naupactus dissimilis wNau7 14 14 96 9 15
Naupactus leucoloma wNau7 14 14 96 9 15
Naupactus minor wNaul 14 181 96 9 13
Naupactus peregrinus wNau8 14 184 ? 9 15
Naupactus purpureoviolaceus wNaul 14 181 96 9 13
Naupactus tremolerasi wNaul? 14 181 ? 9 13
Naupactus tucumanensis wNauld 14 B ? C D
Naupactus verecundus wNau7 14 14 96 9 15
Naupactus versatilis wNaul? 14 181 ? 9 13
Pantomorus auripes wNau3 14 183 96 9 15
Pantomorus cinerosus wNau9 14 182 96 9 15
Pantomorus postfasciatus wNaul 14 181 96 9 13
Pantomorus viridisquamosus wNaul 14 181 96 9 13

Tabla 1. Perfiles alélicos de las cepas de Wolbachia de Pantomorus-Naupactus nombradas en
forma genérica como wNau. Los datos faltantes se indican por medio de “?”. Las cepas con
datos faltantes wNau6, wNau8 y wNaul4 se incluyeron en el andlisis filogenético con sus
genotipos multilocus parciales y se las nombré como nuevas cepas porque tienen al menos un
alelo diferente para algun/os gen/es analizados, ajustandose asi al criterio vigente para
nombrar nuevas cepas (Baldo et al., 2006). A los alelos novedosos aun no ingresados en la
base de datos de genotipos multilocus de Wolbachia se les asignaron letras mayusculas hasta
su depdsito en forma definitiva. Dado que el alelo fbpA funciona como un cddigo de barras de
Wolbachia para las cepas de Naupactini (Rodriguero et al., 2010; da Cruz Cabral et al., 2020),
algunas cepas se asignaron tentativamente aun cuando la tipificacién estuviera incompleta
para genes altamente conservados como el ftsZ; en ese caso la cepa se asigné con signo de
interrogacion (?) para denotar esa incerteza. Tomada de Rodriguero et al. (2010), con
modificaciones.
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Para reconstruir la filogenia de las cepas que infectan a los gorgojos del
complejo Pantomorus-Naupactus, las secuencias se visualizaron en BIOEDIT
7.0.5.3 (Hall, 1999) y el alineamiento se llevé a cabo con ClustalW (Thompson,
1994). Ante la carencia de una raiz adecuada (Bordenstein et al., 2009), la
cepa wZang_H se utilizé arbitrariamente como grupo externo funcional (ver
Rodriguero et al., 2010).

Primeramente, se efectué una estimacién de las relaciones filogenéticas
a fin de determinar el supergrupo al cual pertenecen las cepas inéditas wNaul0
y wNaul4, para lo cual se incluyeron secuencias pertenecientes a todos los
supergrupos disponibles en la base de datos, incluyendo las cepas
pertenecientes a otros miembros de Curculionidae. Se utiliz6 un enfoque
bayesiano (IB) utilizando MrBayes 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). Los
modelos de evolucion para cada gen se seleccionaron con el programa
MrmodelTest 2 (Nylander, 2004). Con esta herramienta se realizé una
seleccion estadistica de los modelos de sustitucion nucleotidica que mejor se
ajustaron a los datos en consideracion, los cuales resultaron ser HKY para
gatB, HKY+l para hcpA, GTR para coxA y ftsZ y GTR+G para fbpA. La matriz
consistié en 87 terminales y 2079 caracteres nucleotidicos de los cuales 402 pb
corresponden a coxA, 429 pb corresponden a fbpA, 435 pb corresponden a
ftsZ, 369 pb corresponden a gatB y 444 pb corresponden al gen hcpA.

Se corrieron dos andlisis independientes a partir de sendos arboles
aleatorios a lo largo de 5 millones de generaciones, con una frecuencia de
muestreo de 500 generaciones. El espacio de arboles fue explorado usando 4
cadenas de Markov Montecarlo: una fria y 3 calientes. Se descartaron los
primeros 1.000 arboles como burn-in. La convergencia de la corrida se
diagnostico a partir de la desviacion de las frecuencias de particion de los
clados y por medio del programa Tracer 1.7 (Rambaut et al., 2018). Se
ejecutaron alineaciones concatenadas y particionadas de modo que el modelo
especifico de evolucién correspondiera a cada fragmento de gen. La muestra
de arboles producida por MrBayes se utiliz6 para construir una distribucion
posterior de probabilidades y esta informacion se resumié en un Unico arbol de

maxima credibilidad a través de un arbol consenso de mayoria que se visualizd
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en FigTree v1.4.4 (Rambaut, 2009). Las medidas de soporte de los nodos se
obtuvieron mediante la estimacién de sus probabilidades posteriores. Estos
valores suelen ser mas altos que los obtenidos por maxima verosimilitud
(Erixon et al., 2003); es por ello que ademas se evalud la estabilidad de cada
clado mediante 100 réplicas de soporte de bootstrap, obtenido a partir de una

corrida de Maxima Verosimilitud ejecutada a través de PhyML 3.0

(http://www.atgcmontpellier.fr/phyml/) (Guindon et al., 2010). Los resultados se
visualizaron con FigTree v1.4.4 (Rambaut, 2009).

A fin de realizar el analisis cofilogenético, seguidamente se procedio a
reconstruir la filogenia de las cepas restringidas a Naupactini. En este caso, a
modo de raiz y por lo que se explicd anteriormente, se adicionaron al conjunto
de datos las cepas wZang_H, perteneciente al supergrupo H y que infecta al
colémbolo Zootermes angusticollis, WAIbA, perteneciente al supergrupo Ay que
infecta al mosquito Aedes albopictus, wClec_F, perteneciente al grupo F y que
infecta a la chinche Cimex lectularius y wBmal_D, perteneciente al supergrupo
D y que infecta a la filaria Brugia malayi. Como antes, la cepa wZang_H se
utilizé arbitrariamente como grupo externo funcional (ver Rodriguero et al.,

2010). En la Tabla 2 se consignan los perfiles alélicos para dichas cepas.

Cepa Supergrupo gatB coxA hcpA ftsz fbpA  Hospedador

wAIbA A 3 2 2 10 3 Aedes albopictus
Zang_H H 64 54 71 57 69 Zootermes angusticollis
Bmal D D 28 29 33 26 30 Brugia malayi

Clec_F F 26 27 31 24 28 Cimex lectularius

Tabla 2. Perfiles alélicos para las cepas wWAIbA, wClec_F, wBmal_D y wZang_H.

Como antes, se corrieron dos analisis independientes a partir de sendos
arboles aleatorios a lo largo de 500.000 generaciones, con una frecuencia de
muestreo de 50. El espacio de arboles fue explorado usando 4 cadenas: una
fria y 3 calientes. Se descartaron los primeros 1.000 arboles como burn-in. La
convergencia de la corrida se diagnosticO como se indico previamente, al igual

que la presentacién del resultado.
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4.2 Analisis filogenético de Pantomorus-Naupactus

Se conté con una matriz morfolégica de 45 caracteres de adultos de 31
especies y subespecies de gorgojos (las 26 infectadas con Wolbachia, 4 no
infectadas y un grupo externo), incluyendo las unidades evolutivas
recientemente reportadas para la especie nominal Naupactus. cervinus
Boheman (Rodriguero et al., 2013) y Pantomorus postfasciatus Hustache
(Elias-Costa et al., 2019) (ver matriz y lista de caracteres en Anexo I).
Asimismo, se conté con una matriz de caracteres moleculares de 763 pb que
incluye un fragmento de las secuencias mitocondriales del gen citocromo
oxidasa | (COIl) (nimeros de acceso a GenBank: MH537910, MH537914,
MH537917, MH537919, MH537922, MH537926-32, MH537935-40, AY790878,
AY790880-81, AY770383-84, AY770386, AY770388, JX440494, AF211490,
GQ406839, GQ406841, GU727685; secuencia de E. globosus cedida por
MSR).

Los conjuntos de datos morfoloégicos y moleculares se analizaron de
manera combinada (andlisis de evidencia total), utilizando IB y maxima
parsimonia (MP). Para el andlisis de MP se aplic6 una busqueda heuristica
“traditional search”, utilizando TNT v1.5 (Goloboff & Catalano, 2016). Para este
analisis los caracteres fueron tratados como desordenados o no aditivos. Se
usaron 300 réplicas (mult) (con “random seed”: 1), guardando 20 arboles por
cada ronda (hold). Para modificar los arboles de Wagner y de esta manera
obtener arboles méas cortos se utilizd el método TBR (tree bisection and
reconnection). Las busquedas se realizaron bajo dos escenarios, pesos iguales
y pesos implicados (el cual les otorga mayor peso a los caracteres menos
homoplasicos), utilizando diferentes valores de concavidad (K1, 5, 6, 10, 15,
20), correspondiendo a menor valor de K, mayor intensidad del pesado. Todos
los caracteres fueron tratados como desordenados (optimizacion de Fitch). Los
valores de soporte de cada nodo fueron evaluados por pruebas estadisticas:
Bootstrap y Symmetric Resampling (p=33) mediante el programa TNT, con una
probabilidad de 0,36, realizando 1000 pseudoréplicas, con una busqueda
heuristica usando 10 réplicas, guardando 10 arboles, y con el uso de TBR
(Goloboff, et al., 2004).
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Para IB se utiliz6 MrBayes 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). Para
el conjunto de datos moleculares la seleccion del modelo de sustitucion 6ptimo
se procedid como ya se mencion6 anteriormente, obteniéndose el modelo de
sustitucion nucleotidica GTR + | +G. Para el conjunto de datos morfologicos se
utilizd el modelo discreto “standard”, basado en las ideas originalmente
presentadas por Lewis (2001), que asume que todos los estados tienen la
misma frecuencia, que todas las transiciones entre los diferentes estados
ocurren a la misma tasa y ademas permite tener en cuenta que algunas ramas

del arbol pueden ser mas largas que otras

. Para el andlisis de evidencia total (i.e. molecular + morfologico) se
utilizé un esquema de particiones. Se corrieron dos analisis independientes por
un total de 500 mil generaciones con una frecuencia de muestro de 50
generaciones y explorando el espacio de arboles con 1 cadena fria y 3
calientes, descartando los primeros 500 arboles como burn-in. El diagnostico
de la convergencia de la corrida y el soporte de nodos se evaluaron como se

explico anteriormente.

Los arboles obtenidos a partir de ambos analisis fueron enraizados con

Cyrtomon inhalatus (Boheman).

4.3 Analisis cofilogenético

En base a las filogenias obtenidas a partir de los analisis anteriores, se estudio
la historia evolutiva entre Wolbachia y los gorgojos hospedadores mediante
métodos cofilogenéticos de ajuste global y basados en eventos. Los primeros
se aplicaron con el objetivo de cuantificar el grado de congruencia entre dos
topologias dadas e identificar las asociaciones que contribuyen a la estructura
cofilogenética; y el ultimo a fin de encontrar los eventos que dieron lugar a la
historia coevolutiva mas probable de los taxones asociados. Los algoritmos que
se detallardn a continuacion fueron elegidos porque permiten evaluar
cantidades desiguales de paréasitos y hospedadores, incluyendo parasitos

multihospedadores.
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4.3.1.- Métodos de ajuste global.
4.3.1.1.- ParaFit

Se empleo el algoritmo ParaFit (Legendre et al., 2002), en el entorno R
version 4.3.0 (R Core Team, 2023) ejecutado a través de RStudio (R Core
Team, 2020) y usando el paquete ape (Paradis et al., 2004), para evaluar si la
posicion topoldgica de los parasitos en el arbol es independiente de la posicion
topologica de los hospedadores asociados (Fig. 4). La correspondiente
hipotesis nula (Ho) indica que la evolucion de los grupos parasito-hospedador
(P-H) ha sido independiente, lo que significa que la filogenia de uno es aleatoria

respecto de la filogenia del otro.

En general, los estudios cofilogenéticos se han concentrado en parasitos
especificos del hospedador, ya que las especies de parésitos con mdultiples
hospedadores son probleméticas para los analisis (Johnson et al., 2003).
Aunque estos Uultimos reducen la congruencia entre las filogenias del
hospedador y del parasito (Johnson & Clayton, 2003), aun pueden contribuir a
la asociacion por descendencia. En esta prueba se utiliz6 el estadistico
ParaFitLinkl para definir la contribucion de cada asociacion pardsito-
hospedador al ajuste global observado, ya que este algoritmo tiene mayor
poder para detectar aquellas asociaciones que contribuyen significativamente a
la coevolucibn H-P y es apropiado para evaluar especies de parasitos

multihospedadoras (Legendre et al., 2002).

Para evaluar estadisticamente la hipétesis de coevolucion H-P se
combinaron tres tipos de informacion que son conjuntamente necesarios para
describir la situacion: la filogenia de Wolbachia, la filogenia de los
hospedadores y las asociaciones H-P observadas (Fig. 3). Una filogenia puede
describirse mediante una matriz de distancias patristicas entre las especies a lo
largo del arbol (Lapointe & Legendre, 1992), y estas se transforman en
matrices de coordenadas principales que tienen n filas y como maximo n-1
columnas. Las matrices B y C de la Fig. 3 se obtuvieron de esta manera y
representan respectivamente la filogenia de los parasitos y la de los
hospedadores. La matriz A representa las asociaciones H-P, con los parasitos

en las filas y los hospedadores en las columnas; se asigna un 1 donde se ha
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encontrado empiricamente que un parasito esta asociado a un hospedador y el

0 se usa donde no se lo encontro.

Hospedadores _ Coordenadas principales

. Matriz A Matriz B
= . ' = i i
0 Presencia/ausencia de 5 Coordenadas ;_::rmmpgles )
_ . . [0

5 asociaciones H-P £ (columnas). Descrrll?e la filogenia

(1/0 data) o del parasito.

& Hospedadores E Filogenia parasito

o (]

a . =

)

£ Matriz C 3 Matriz D

S Coordenadas principales o . o,

A i i . i 2 Describe la asociacion entre las
© (filas). Describe la filogenia | = fil i35 H_P

£ del hospedad 2 ogenias H-

S pedador. z

g &

8 2

(] [*8

Figura 3. Elementos para estudiar la coevolucion traducidos a matrices de datos. Dada la
informacién en las matrices A, B y C, se deben estimar los parametros en la matriz D que
combina las coordenadas principales de los hospedadores con las de los parasitos. Tomada de
Legendre et al. (2002), modificado.

La matriz del hospedador se transpone y luego las tres matrices (la
matriz de los hospedadores transpuesta, las asociaciones H-P y la matriz de
los parasitos) se combinan en una nueva, que es el punto de partida para
obtener una medida estadistica global de bondad de ajuste de la congruencia
entre los dos arboles. El estadistico de prueba arroja un valor de probabilidad

(p-valor), el cual indica la probabilidad de que los datos correspondan a la
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hipétesis nula (con un intervalo de confianza del 95% y un a=0.05).

# cargar los paquetes y datos requeridos
library (ape)
data (dataHP) #matriz de correspondencia

#transformar las filogenias a matrices de distancia
TreeH <- read.tree("host tree.tre")

TreeP <- read.tree("parasite tree.tre")
hdist<-cophenetic (TreeH)

pdist<-cophenetic (TreeP)

# leer la matriz de correspondencia

HPlinks<-dataHP

#hacer analisis cofilogenético

res <- parafit(ndist, wdist, HPlinks, nperm=99, correction="cailliez",
test.links=TRUE)

res

Figura 4. La metodologia paso a paso (o “script’) para realizar analisis cofilogenéticos con el
algoritmo parafit mediante el paquete ape.

4.3.1.2.- PACo

Se utilizé el método PACo (Procrustes Application to Cophylogenetic Analysis)
(Balbuena et al., 2013) para explorar la congruencia filogenética de las
especies que interactian y obtener una comparacion grafica del ajuste de las
asociaciones hospedador-parasito en el entorno R version 4.3.0 (R Core Team,
2023) ejecutado a través de RStudio (R Core Team, 2020) y usando los
paquetes paco (Balbuena et al., 2020) y ape (Paradis et al., 2004).

Para realizar un analisis cofilogenético con PACo se necesitan tres tipos
de datos: en primer lugar, matrices de disimilitud (es decir, aquellas basadas en
las distancias patristicas de cada grupo en funcion de sus respectivas
filogenias) para cada grupo de interés: una para los hospedadores (matriz H) y

otra para Wolbachia (matriz P). En segundo lugar, se requiere una matriz
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binaria que describa las asociaciones entre los dos grupos para la

superposicion adecuada (Fig. 5).

# insertar los paquetes y datos requeridos

library (paco)

library (ape)

data (matriz de correspondencia)

#transformar las filogenias a matrices de distancia

TreeH <- read.tree("host tree.tre")
TreeP <- read.tree("parasite tree.tre")
hdist<-cophenetic (TreeH)
pdist<-cophenetic (TreeP)

# leer la matriz de correspondencia

HPlinks<-dataHP

agrupar los datos y generar las Coordenadas Principales

<-prepare paco data (H=hdist, P=pdist, HP=HP links)

<-add_pcoord (D, correction="cailliez")

hacer andlisis cofilogenético

<-PACo (D, nperm=1000, seed=12, method="r0", symmetric=FALSE)
recuperar las contribuciones cofilogenéticas interaccidén-especificas
basadas en jackniffe

E<-paco_links (D)

# recuperar las contribuciones cofilogenéticas interaccidén-especificas en
términos de la superposicidén de los residuos individuales

res <-residuals paco (D$proc)

#+ U #*= O O #H

Figura 5. La metodologia paso a paso (o “script’) para realizar analisis cofilogenéticos con el
paquete paco. Inicializar los datos requiere construir matrices de distancia (es decir, encontrar
las distancias patristicas de cada grupo en funcién de su filogenia con la funcion
ape::cophenetic). Después de asignar el orden de superposicion y agrupar los datos (matrices
de distancias filogenéticas y matriz de asociaciones) en paco:.prepare_paco_data, el analisis
de coordenadas principales de estas tres matrices se realiza en paco::add pcoord con la
correccion adecuada de los valores propios negativos. En paco::PACo se realiza una
Aproximacion Procrusteana a la cofilogenia, y finalmente se puede devolver la contribucién de
las asociaciones individuales con paco::paco_links o paco::residuals_paco. Para cada paso del
proceso, los resultados se concatenan en el objeto 'D', una lista de la clase 'paco'.

Los datos se proyectaron inicialmente en un espacio multivariado a
través del andlisis de coordenadas principales en paco:add_pcoord, donde los
puntos (especies) se asocian en funcién de las interacciones observadas entre
ellos. Estas matrices luego se sometieron a una superposicion de Procrustes

en paco:PACo donde el nivel de la sefal cofilogenética se tomé como la suma
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global de los residuos cuadrados en la superposicion de mejor ajuste de las

dos filogenias (Balbuena et al., 2013). Finalmente, la contribucién de las

interacciones individuales a la sefial cofilogenética general se pudieron explorar

con paco:residuals_paco o paco:paco_links.

El cddigo para el analisis de la congruencia filogenética se dividié en

distintos pasos funcionales (Tabla 3). Finalmente, PACo amplia el analisis de

asociaciones individuales con la implementacion paralela de la funcion

paco_links y una nueva funcién residuals_paco que permite evaluar la

contribuciéon de cada asociacion hospedador - parasito individual al ajuste

global.

Funcién

prepare_paco_data ()

add_pcoord ()

PACo ()

paco_links ()

Descripcién

Asigna el orden de superposicion donde P
se superpone a H. También verifica que la
matriz de interaccion y las respectivas
matrices filogenéticas sean adecuadas para

el andlisis PACo.

Realiza un andlisis de coordenadas
principales a partir de las matrices de

distancias filogenéticas.

Realiza el andlisis cofilogenético a partir de
la superposicion de mejor ajuste de las dos

filogenias.

Devuelve la contribucién de las
interacciones individuales al analisis

cofilogenético global.

28



residuals_paco () Ajusta la contribucién de las interacciones
individuales al analisis cofilogenético global
en términos de los residuos sin procesar de

la superposicion de Procrustes.

Tabla 3: Funciones de paco y su descripcion.

El analisis cofilogenético se llevd a cabo bajo el supuesto de que el
grupo de columnas sigue la evoluciébn del grupo de filas. Los posibles
algoritmos permiten modelos nulos binarios que conservan el nimero total de
interacciones (r00), la distribuciébn de grados (numero de interacciones por
especie) de cualquier grupo de filas (r0), grupo de columnas (cO) o ambos

grupos.

Para evitar que se produzcan valores propios negativos que no se
pueden representar en el espacio real en el que opera paco, se aplicé una
correccion de valores propios como argumento de correccion a
paco::add_pcoord. Se utilizé la correccion 'cailliez' (Cailliez 1983) para corregir
los valores propios negativos con la adicion de una constante (Paradis et al.,
2004).

4.3.2.- Métodos basados en eventos
4.3.2.1.-Jane

La reconstruccion cofilogenética se llevo a cabo mediante el programa Jane
version 4.0 (Conow et al., 2010), con el cual se compararon los arboles
filogenéticos de los parasitos y de los hospedadores a través de esquemas de
costos para cada tipo de evento (e.g. transferencia horizontal de Wolbachia y
coespeciacion). En este enfoque, cada evento en la filogenia del parasito se
mapea en el arbol del hospedador buscando un esquema que minimice el
costo total con respecto a una métrica de costo determinada. Estos mapeos
permitieron examinar conjuntos de eventos que pueden haber llevado a la
coevolucién de los hospedadores y de los parasitos y son la base de las

pruebas estadisticas para evaluar la congruencia.
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Jane 4.0 permiti6 explorar eventos de coespeciacion, duplicacion,
duplicacién seguida del cambio de hospedador, extincion y falta de divergencia
(o inercia cofilogenética). Este programa puede generar una gran cantidad de
escenarios posibles con el objetivo de reducir el costo total de la
reconstruccién. Dado que la asignacién de costos precisos para cada evento
evolutivo (coespeciacion, duplicacion y cambio de hospedador) es dificil, se
utilizaron los valores de costos por defecto: 0, 1 y 2 respectivamente para cada
evento. El nimero de soluciones diferentes en cada iteracion se fijé en 30 y el
namero de iteraciones realizadas por el algoritmo se fij6 en 100. La
significancia estadistica del costo total para cada esquema de costos se probd
utiizando una distribucion nula basada en 500 arboles generados
aleatoriamente. Si los costos totales resultaran significativamente mas bajos
que los asumidos bajo la distribucion nula, entonces se detectaria una sefial de

coespeciacion global bajo el régimen de costos especificado.

Las soluciones obtenidas por Jane estdn agrupadas en soluciones
isomorficas, es decir, en un conjunto de soluciones que resultan en los mismos
eventos evolutivos, pero que difieren en el espacio temporal ya que cambia la
longitud de las ramas de los arboles. Jane asigna un valor de soporte a cada
evento evolutivo que aparece en una determinada posicién en el arbol del
parasito. Este valor de soporte se calcula como el porcentaje de veces que un
evento dado aparece en una misma posicion entre todas las soluciones
encontradas. Por lo tanto, se seleccion6 aquella solucion con los valores de

soporte mas altos en la mayoria de los eventos.

5-RESULTADOQOS
5.1 Analisis filogenético de Wolbachia pipientis

Se determiné la posicion filogenética de las cepas wNaulO y wNaul4d cuya

ubicacion en la filogenia de Wolbachia se desconocia (Fig. 6).
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Figura 6. Posicion filogenética de las 11 cepas de Wolbachia encontradas en el complejo
Pantomorus-Naupactus de la tribu Naupactini, a partir de un analisis basado en la
caracterizacion MLST de las secuencias. Las cepas del supergrupo B pertenecientes a otros
miembros de Curculionidae se sefialan con un circulo rojo. Los nimeros debajo de las ramas
indican la probabilidad posterior y la escala indica el nimero de sustituciones por sitio (los
valores de bootstrap no se reportaron por inconsistencias en las topologias obtenidas a partir
de los dos métodos implementados).

Al igual que las cepas wNaul-wNau9, tanto wNaulO como wNaul4
pertenecen al supergrupo B. Se infiere una cercania filogenética entre muchas
de las cepas que infectan al complejo Pantomorus-Naupactus con algunas que
infectan a otras especies de gorgojos tales como Lissorhoptrus oryzophilus
Kuschel y Sitophilus oryzae (L.). El presente trabajo indica que se trata de un
grupo polifilético, y si bien existen niveles de divergencia variables entre las

cepas en consideracion, algunas de ellas (wNaul, wNau2, wNau3, wWNAUG,
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wNAuU7, WNAuU9 y wNAul4) se encuentran estrechamente emparentadas,

formando un grupo monofilético (Fig. 6).

Este resultado justificé la realizacion de un analisis cofilogenético, puesto
que las cepas que integran el grupo monofilético mencionado podrian haber
coespeciado con sus hospedadores. Para ello, se reconstruy6 la filogenia de
las cepas que solo infectan a los gorgojos del complejo Pantomorus-
Naupactus. El resultado de este analisis muestra que todas las cepas de
Pantomorus-Naupactus son recuperadas como un grupo monofilético, y dentro
del mismo las cepas wNaul, wNau2, wNau3, wNau 6, wNAu7 wNau9y wNaul4
se agrupan con muy buen soporte para esta reconstruccion (Fig. 7),
coincidentemente con el analisis anterior. En ambos analisis puede observarse

que la cepa wNau8 es la mas divergente.

Tree scale: 001 ——

=0 wZang

wiAlbA

oo

4'1.00
o7
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0.0z

Figura 7. Filogenia de las cepas de Wolbachia encontradas en Pantomorus-Naupactus basada
en las secuencias concatenadas de los cinco genes utilizados para la tipificacién de este
género bacteriano. Debajo de cada nodo: probabilidad posterior. La escala representa la
cantidad de sustituciones por sitio.
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5.2 Analisis filogenético del hospedador

5.2.1 Analisis bayesiano:
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Figura 8. Filogenia obtenida por IB de los gorgojos pertenecientes al complejo Pantomorus-
Naupactus en base a secuencias del ADN mitocondrial y 45 caracteres morfolégicos (analisis
de evidencia total). Debajo de cada nodo: probabilidad posterior. La escala representa la
cantidad de sustituciones por sitio.

0.06

La reconstruccion filogenética de la Fig. 8 muestra que las especies de la tribu
Naupactini se agrupan de manera tal que se recuperan dos grandes clados
(clado “A” y clado “B”) bien soportados y, ademas, los agrupamientos que se
forman dentro de estos también cuentan con un buen soporte. Las especies
Naupactus cinereidorsum, Naupactus dissimilis y Naupactus xanthographus
presentan una posicion incierta, formando una politomia. Cabe mencionar que
los géneros Naupactus y Pantomorus no se recuperan como monofiléticos en

el andlisis.
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5.2.2 Analisis por Maxima Parsimonia:
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Figura 9. Cladograma obtenido por MP de 31 especies de gorgojos pertenecientes al complejo
Pantomorus-Naupactus en base a secuencias del ADN mitocondrial y 45 caracteres
morfologicos (analisis de evidencia total) con k=6; mult=300 y hold=20. Arriba de cada nodo:
valor de soporte de bootstrap.

De los diversos analisis realizados por MP con diferentes escenarios de

pesado, todos recuperaron los principales grupos y presentaron una topologia

similar (datos no mostrados). Se seleccion6 el resultado basado en pesos

implicados con K=6, ya que resultaba en un arbol que maximizaba los valores

de soporte de las ramas. El cladograma resultante muestra que las especies

del complejo Pantomorus-Naupactus se agrupan de manera tal que se
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conforman cuatro grandes clados, tres de los cuales (A-C) presentan buen
soporte (Fig. 9). Este resultado es parcialmente coincidente y congruente con el
resultado obtenido por IB, en el cual se recuperan los principales
agrupamientos: un clado formado por especies del género Pantomorus y
géneros afines como Atrichonotus, Floresianus y Eurymetopus (Clado A de IB);
y un clado formado por la mayoria de las especies de Naupactus y Lanterius
(clado B de IB). En este caso, el arbol se resolvi6 de manera tal que no se

observa politomia alguna.

Si bien se notan algunas diferencias entre los algoritmos de
reconstruccién, los grandes grupos se mantienen, variando las posiciones de
unas pocas especies que de todos modos resultan controversiales en base a

otras fuentes de caracteres y analisis (MGdR, com. Pers.).

5.3 Analisis cofilogenético

El analisis cofilogenético de la asociaciéon entre Wolbachia y el complejo
Pantomorus-Naupactus se llevé a cabo a partir de las filogenias obtenidas
anteriormente. Se retiraron los grupos externos correspondientes a cada una.
Debido a que los métodos de ajuste global funcionan en base a la estimacion
de matrices de distancia a partir de las reconstrucciones filogenéticas, se
utilizaron los arboles estimados en base a IB. En cambio, como el método
basado en eventos requiere filogenias totalmente dicotdmicas, se optd por el
arbol de MP, dado que el arbol obtenido por IB presenta una politomia basal (lo

cual no representa un problema para los métodos de ajuste global).

5.3.1 Reconstruccién cofilogenética entre Wolbachia y gorgojos del complejo
Pantomorus-Naupactus por métodos de ajuste global.

Los resultados obtenidos con ParaFit no proporcionaron evidencia de
coevoluciéon entre Wolbachia y sus hospedadores (ParaFitGlobal= 0.007, p-
value= 0.05, 99 permutaciones). No obstante, dos de las asociaciones
individuales entre los hospedadores y las bacterias resultaron significativas en
base a la prueba ParaFitLink1: el ecotipo GC de la especie nominal N. cervinus
- wNau5 (F1=4.435252e-04, p < 0.05) y N. dissimilis - wNau7 (F1=3.935442e-
04, p <0,05) (Tabla 3).
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Hospedador Parasito F1. stat p. F1 F2. stat

1 1 3,43E+02 0,27 5,59E+01 0,27
2 2 9,29E-05 0,61 1,52E-05 0,61
3 10 -5,27E-05 0,83 -8,59E-06 0,83
4 3 1,69E+02 0,43 2,76E+01 0,43
5 1 8,68E+02 0,09 1,42E+02 0,09
6 1 8,68E+02 0,12 1,42E+02 0,12
7 1 7,84E+02 0,1 1,28E+02 0,1

8 7 1,07E+02 0,29 1,75E+01 0,29
9 4 3,67E+01 0,91 5,99E+00 0,91
10 5 1,56E+02 0,18 2,54E+01 0,18
11 5 1,87E+02 0,11 3,05E+01 0,11
12 5 4,44E+02 0,01 7,23E+01 0,01
14 6 3,57E+02 0,06 5,82E+01 0,06
15 7 3,94E+02 0,03 6,42E+01 0,03
17 7 2,33E+02 0,12 3,79E+01 0,12
18 7 9,12E+02 0,1 1,49E+02 0,1

19 8 -5,33E+01 0,81 -8,70E+00 0,81
20 1 9,03E+02 0,11 1,47E+02 0,11
21 1 6,84E+02 0,18 1,12E+02 0,18
22 7 -1,54E+02 0,88 -2,51E+01 0,88
23 1 1,03E+02 0,47 1,68E+01 0,47
25 3 3,30E+02 0,27 5,38E+01 0,27
26 9 -6,50E+01 0,78 -1,06E+01 0,78
27 1 2,52E+02 0,43 4,12E+01 0,43
29 1 9,77E+01 0,49 1,59E+01 0,49
30 11 -1,97E+01 0,74 -3,22E+00 0,74

Tabla 3: Valores del estadistico de prueba ParaFitLinkl para cada una de las asociaciones
hospedador-parasito estudiadas. Se resaltan las asociaciones H-P con un valor de ParaFitl

P<0.05.

Sin embargo, PACo revel6 asociaciones que con ParaFit no resultaron

significativas (m?=4.456, p=0.012), lo que implica que se observa alguna sefial

cofilogenética y que entonces la evolucién de los grupos parasito-hospedador

bajo consideracién no ha sido del todo independiente. Como se puede ver en la

Fig. 10, entre las asociaciones que mas contribuyen a la congruencia

filogenética entre Wolbachia y los gorgojos del complejo Pantomorus-

Naupactus (lineas mas gruesas) se encuentran: wNAu5-(N. cervinus EC, N.

cervinus FC, N. cervinus GC) y wNAuU8-N. peregrinus.
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Figura 10. Representacion grafica del ajuste de las asociaciones hospedador-parasito
obtenidas con PACo.

5.3.2 Reconstruccion cofilogenética entre Wolbachia y gorgojos de la tribu
Naupactini por métodos basados en eventos.

El analisis cofilogenético basado en eventos mostré 5 conjuntos de soluciones
isomorficas con un valor de costo total de 74. Las soluciones 6ptimas dieron
como resultado 2 eventos de coespeciacion, 3 duplicaciones, 46 extinciones y
5 cambios de hospedador (Fig. 11). Dentro de este conjunto de soluciones, se
eligi6 aquella con los valores de soporte mas altos en la mayoria de los

eventos.

De los dos eventos de coespeciacion, el primero de ellos ocurre en el
nodo basal del arbol y da cuenta de la cercania filogenética entre wNau5 que
infecta al complejo de especies N. cervinus y wNau8 que infecta a N.
peregrinus (Fig. 7), y coincide con el andlisis de ajuste global ejecutado en
PACo (Fig. 10). La otra coespeciacion se da entre wNau3 que infecta a P.
auripes y wNau9 que infecta a P. cinerosus, las cuales estan muy
emparentadas en términos filogenéticos (Fig. 7). Si bien sus hospedadores
estan en el mismo clado (A, Figs. 8 y 9), la relacién distante entre ellas es

explicada por numerosas extinciones.
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Algunos eventos de duplicacion fueron observados en nodos basales del
arbol, asociados a extinciones y fallas en la divergencia, por lo que podrian ser
meros artefactos del analisis. Es por esto que solo se tendran en cuenta los
eventos de duplicacion asociados a cambios de hospedador.

Las extinciones y los eventos de inercia cofilogenética fueron
numerosos, aungue es posible que también tengan una naturaleza artefactual
como consecuencia de varias adquisiciones recientes, tal como lo sugieren las
cepas multihospedadoras wNaul, wNau3 y wNau7 (ver Tabla 1). La inercia
cofilogenética a la que se hizo mencion, insinda que aun no habria transcurrido
el tiempo suficiente para que se dé la acumulacion de divergencia entre las
bacterias de las especies donoras y recipientes. Resulta interesante resaltar el
fallo en la especiacion o inercia cofilogenética de los tres ecotipos de N.
cervinus (EC, FC y GC) con la cepa wNau5 debido a lo reciente de la

divergencia de estas unidades de evolucién que forman dicho complejo.

Los eventos de cambio de hospedador se observan en varias
oportunidades: pasaje y especiacion de wNau3 que infecta a P. auripes a Ar.
tessellatus y posterior divergencia a wNau2; pasaje de wNau5 desde N.
cervinus FC a L. inermis y especiacién a wNau4 y pasaje wNau4 asociada a L.
inermis a Ar. tessellatus santafecinus y especiacion a wNaulO; pasaje de

wNau7 desde F. sordidus a N. tucumanensis y especiacion a wNaul4.

Las especies de reproduccion sexual estricta que no presentan la
infeccion, N. dissimulator y N. xanthographus, poseen especies hermanas
infectadas (N. cervinus y N. dissimilis, respectivamente). Estas ausencias de
infeccibn, aunque aparezcan sefialadas como sendas extinciones en la
reconstruccién cofilogenética, podrian explicarse como el resultado de un
evento al azar en el cual, a partir de la divergencia de su ancestro comun, una
de las especies hospedadoras no heredd la bacteria (evento conocido como
“‘pérdida del bote”). Alternativamente, las especies actualmente infectadas
podrian haber adquirido la bacteria por un evento de transferencia horizontal
con posterioridad a la divergencia del ancestro comun de los hospedadores.
Siendo este fendmeno tan comun en la evolucion del grupo, no se puede

aseverar que a futuro estas especies no se infecten. Similarmente, en P.
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postfasciatus, la cual tiene una subespecie infectada con wNaul (P.
postfasciatus W) y otra no infectada (P. postfasciatus U), el evento de extincién
sefialado en la dltima podria ser subproducto de las cuestiones antes
mencionadas y en algin momento evolucionar hacia una infeccion novel

resultante de una transferencia horizontal o salto de hospedador.
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Figura 11. Reconstruccion producida por Jane 4.0 de la cofilogenia éptima entre hospedadores del complejo Pantomorus-Naupactus y las cepas de
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6-DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que la evolucion
entre Wolbachia y los gorgojos de la tribu Naupactini ha sido en gran parte
mediada por la transferencia horizontal entre especies que comparten el
ambiente ecoldgico (i.e. evolucién independiente), aunque existe una marcada
preferencia de un grupo de bacterias por la familia Curculionidae.
Llamativamente, las cepas que infectan a los gorgojos del complejo
Pantomorus-Naupactus estan cercanamente emparentadas con las que
infectan a los géneros Sitophilus y Lissorhoptrus, por lo que de algin modo la
filogenia del hospedador podria ser un predictor clave de la evolucion de estos
parasitos. Que las cepas reportadas en Pantomorus-Naupactus no se
encuentren en ninguno de los miles de artropodos relevados para la infeccion,
tal como lo indic6 la comparacién con la base de datos que alberga los
registros de Wolbachia, con excepcién de los parasitoides que atacan a una de
las especies del complejo (Rodriguero et al., 2014; Fernandez Goya et al.,
2022; Amaya Roncancio et al., 2023) (ver mas abajo), aporta evidencia

adicional a esta hipotesis.

La transferencia horizontal es omnipresente en el género Wolbachia y
no existe coincidencia entre cepas y fenotipos mayormente para artropodos
(Werren et al., 1995), i.e. dos cepas estrechamente relacionadas pueden
inducir fenotipos diferentes (Werren et al.,, 1995). Pero existe evidencia de
que la distancia filogenética entre los hospedadores afecta los eventos de
cambios de hospedador (Engelstadter & Fortuna 2019). Este efecto surge del
hecho de que las especies relacionadas tienden a ser fisiolégica e
inmunoldgicamente similares, aumentando asi las posibilidades de que un
parasito pueda replicarse con éxito en un nuevo hospedador. Sin embargo,
otros rasgos relevantes de los hospedadores, como la presencia o ausencia de
ciertos receptores de la superficie celular, también pueden evolucionar
repetidamente durante su diversificacién. Esto puede dar lugar a “efectos de
clado” en los que un clado hospedador que solo esta relacionado lejanamente
con un hospedador donante puede, sin embargo, tener una alta preferencia

como receptor de un parasito dado (Longdon et al., 2011). Ademas, la
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probabilidad de cambios de hospedador dependera no solo de la similitud entre
las especies hospedadoras, sino también de las oportunidades que tengan los
parasitos de una especie de encontrarse con hospedadores de otra especie a
la que puedan colonizar. Esto significa que tanto la superposicion del area de
distribucion geografica como las interacciones ecoldgicas entre las especies
hospedadoras donantes y receptoras potenciales pueden ser determinantes
importantes de los cambios de hospedadores (Clark et al., 2018), tal como se
vio en el presente trabajo.

Resulta interesante que aun cuando cepas emparentadas de Wolbachia
se encuentran en especies emparentadas de gorgojos, sus filogenias no sean
imagenes especulares, lo que confirma la transmision horizontal de la bacteria,
aunque con una cierta preferencia de hospedador. Esto también se ha
observado en avispas del género Trichogramma (Schilthuizen & Stouthamer,
1997), cuyas cepas conforman un grupo monofilético en el arbol de Wolbachia,
pero sin reflejar las relaciones filogenéticas de sus hospedadores, un patrén
posiblemente en comun con avispas parasitoides (Guz et al., 2012) e incluso
con otros gorgojos (e.g. Lachowska et al., 2010; Sanaei et al., 2019).

A la vista del presente trabajo, la infeccibon de Wolbachia en
Curculionidae resulta de procesos histéricos que involucran altas tasas de
transferencia horizontal interespecifica en lugar de coespeciaciéon estricta, tal
como se ha observado en otros insectos (e.g. Schilthuizen & Stouthamer, 1997;
Werren & Windsor, 2000). Esta alta tasa de transferencia horizontal se puede
atribuir al menos en parte a la presencia de cepas superpropagadoras, como
por ejemplo wNaul y wNau7. Estas cepas podrian estar “mejor equipadas”
para “saltar” entre hospedadores y para ello se deben cumplir condiciones
minimas para que ocurra la transferencia horizontal: deben existir condiciones
ambientales adecuadas (tanto en el nuevo hospedador como en el
medio/ambiente que atraviesa la bacteria), la cepa bacteriana debe tener el
potencial genético para la transferencia y debe haber un mecanismo que medie
el evento de transferencia horizontal. Estas cepas pueden tender a ser menos
nocivas en hospedadores noveles (Bull & Turelli 2013) y, ademas, se debe
tener en cuenta que en algunos casos la propagacion de Wolbachia puede
ser extremadamente rapida. En general, el sistema Wolbachia-artrépodos se
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caracteriza por patrones complejos de codiversificacion que difieren entre las
cepas de Wolbachia y sus taxones hospedadores (Turelli et al., 2018), lo que
ha contribuido a que esta sea la pandemia mas grande conocida desde el
origen de la vida (Werren et al., 2008).

La alta tasa de transferencia horizontal observada en este estudio fue
sustentada por uno de los andlisis de ajuste global (Parafit), que indicé una
evolucion mayormente independiente, lo cual resulta l6gico por la presencia de
cepas estrechamente emparentadas en hospedadores que no estan
cercanamente relacionados. No obstante, PACo resulté mas sensible que
ParaFit para mostrar una sefial cofilogenética significativa sustentada por
principalmente por la falta de variacion genética en las cepas que infectan a N.
cervinus (aunque Parafit también revel6 ciertas asociaciones individuales que
podrian ser un artefacto debido a la falta de significacion global).

Aunque ambos enfoques proporcionan un valor del estadistico de la
congruencia global de las filogenias y la contribucion de los vinculos
individuales a la congruencia global (Legendre et al., 2002; Balbuena et al.,
2013), el método de Procrustes de PACo funciona mejor que ParaFit en
términos de tasas de error tipo | (esto ocurre cuando se rechaza la hipotesis
nula, aunque los datos se ajusten a Hp) y potencia estadistica (Balbuena et al.,
2013). El hecho de que la prueba estadistica con ParaFit no resulte significativa
y no se rechace la hipétesis nula puede tener relacion con la alta tasa de
transferencia horizontal de Wolbachia, siendo PACo el método estadistico que
permitié no solo observar estos eventos de transferencia horizontal a través de
una interfaz grafica (“tanglegrama”), sino que el p-valor obtenido sustentd la
hipotesis planteada de que la coevolucién entre Wolbachia y los gorgojos del
complejo Pantomorus-Naupactus aqui estudiados no ha sido del todo
independiente, recuperandose una sefal cofilogenética, aunque por cierto muy
débil, y mas que nada apoyada por la inercia cofilogenética observada entre los
miembros del complejo de especies N. cervinus y la cepa wNau5. Resultados
similares arrojo el método basado en eventos, el cual detectd varios eventos de
inercia cofilogenética o fallos en la divergencia, los cuales pueden traducirse

como eventos de transferencia horizontal recientes.
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Las relaciones entre las cepas multihospedadoras como wNaul y
wNau7 y sus hospedadores fueron recuperadas como eventos de inercia
cofilogenética o fallos en la divergencia por la reconstruccién cofilogenética
obtenida con Jane 4.0. Sin embargo, estas aparentes inercias cofilogenéticas
podrian interpretarse como eventos de transferencia horizontal tan recientes
gue los procesos especiogénicos post-salto de hospedador (codivergencia tipo
2) aun no se han completado. Teniendo en cuenta que los genomas de
Wolbachia divergen como maximo dos 6rdenes de magnitud més lentamente
que los genomas nucleares del hospedador (Conner et al., 2017), esto podria
explicar el caso de wNaul, quien ha colonizado especies lejanamente
relacionadas como Eurymetopus fallax y Naupactus purpurioviolaceus. Por otro
lado, en el caso de la especie nominal N. cervinus, la cual atraviesa un proceso
de diversificacion que dio origen a ecotipos propios de la selva y la pradera (FC
y GC) e incluso especies cripticas (EC), no hay una diferenciacion en sus
bacterias (WNAuU5), lo que podria explicarse tan solo como falta de tiempo para
que se complete el proceso coespeciogénico. De hecho, el andlisis de ajuste
global realizado con PACo resalto esta sefial cofilogenética, como se mencion6
antes.

Teniendo en cuenta que la evolucibn de Wolbachia por transferencia
horizontal puede darse en respuesta a los habitos de sus hospedadores
gorgojos, se desprende la siguiente hipoétesis:

e La transferencia horizontal de Wolbachia en el complejo Pantomorus-

Naupactus esta asociada con los habitos de sus hospedadores:

Dentro de Pantomorus-Naupactus, un factor clave para la transferencia
horizontal de Wolbachia entre hospedadores lejanamente emparentados podria
ser su adaptaciéon a ambientes similares (Rodriguero, 2009). Esto podria
explicar los resultados obtenidos por Jane 4.0 en los que vimos, por ejemplo, el

pasaje y especiacion de:

1) wNau3 a wNAu2: en este caso, P. auripes y Aramigus tessellatus pallidus
son especies no voladoras, parcialmente simpatridas, que se encuentran
asociadas con pasturas, matorrales y cultivos de la provincia biogeogréfica
Pampeana. Ambas causan dafios en girasol (Helianthus annuus L.,

Asteraceae), alfalfa (Medicago sativa L., Fabaceae) y papa (Solanum
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tuberosum L., Solanaceae), entre otros cultivos (Lanteri, 1994; Lanteri et al.,
2002). Por lo tanto, ambas especies hospedadoras comparten tanto fuentes de

alimentacion como el ambiente ecoldgico en el que se desarrollan.

2) wNau5 a wNau4: N. cervinus y Lanterius inermis se encuentran
distribuidas en la selva Paranaense, donde comparten el mismo ambiente,
aungue N. cervinus tiene una distribucién geografica mucho mas amplia y se
expande también a otros tipos ambientes (del Rio et al., 2018). Esta ultima
especie presenta una gran variabilidad genética en su area de distribucién
original (Rodriguero et al., 2013). Se conocen varios enemigos naturales para
esta especie, como nematodos (Steirneinema carpocapsae (Weiser),
Heterorhabditis sp.), hongos (Bauveria bassiana (Bals.), Metarhyzium
anisopliae (Metschnikoff) y parasitoides, como las avispas Fidiobia citri (Nixon)
(Platygastridae) y diversas especies de Microctonus sp. (Braconidae)
(Rodriguero et al., 2014; Fernandez Goya et al., 2022; Amaya Roncancio et al.,
2023) y el diptero Oestrophasia sp. (Fernandez Goya et al., 2022). El hecho de
que una de las especies de Microctonus esté muy probablemente infectada con
la misma cepa que N. cervinus (Fernandez Goya et al.,, 2022), sustenta la
hipétesis de vectores parasitoides como posibles mediadores de la

transferencia horizontal (ver mas abajo).

Con respecto a las cepas wNau7 y wNaul, se puede concluir que ambas
se comportan como cepas superpropagadoras. Para wNau7, presente en
Naupactus verecundus, N. leucoloma, N. dissimilis y Floresianus sordidus,
resulta interesante la asociacién con esta ultima. En este caso, es probable que
se trate de una transferencia relativamente reciente que pudo haber adquirido a
través de N. verecundus o N. leucoloma, con las cuales comparte el mismo
ambiente, las pasturas de la region Pampeana. En el caso de wNaul, presente
en diez especies de seis géneros del complejo, Aramigus, Atrichonotus,
Eurymetopus, Floresianus, Naupactus y Pantomorus, se asocia con especies
adaptadas a ambientes serranos, de pastizales y vegetacion arborea nativa de
la provincia biogeogréfica de la Pampa, y expandidas hacia las provincias del
Chaco y Paranaense. Asimismo, muchas se asocian con cultivos agricolas.
Todas estas especies se caracterizan por ser no voladoras, y sus distribuciones
se solapan parcialmente entre ellas, por lo cual coexisten en simpatria.
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A patrtir de la evaluacion de los potenciales cambios de hospedador para
las cepas multipropagadoras y los detallados anteriormente, se concluye que
los habitos de los hospedadores son un factor importante en la transferencia
horizontal de Wolbachia en el complejo estudiado, la cual podria estar asociada
con el ambiente ecolégico compartido, tal como se ha visto en otros casos
(Cordaux et al., 2001; Kittayapong et al., 2003; Stahlhut et al., 2010; Morrow et
al., 2014). Es decir que en el complejo Pantomorus-Naupactus el ambiente
ecolégico seria la directriz de la evolucion conjunta con sus pardsitos
reproductivos del género Wolbachia, tal como se ha observado en los insectos
escamosos comunmente conocidos como cochinillas (Sanaei et al., 2023). Por
otra parte, los hallazgos de Rodriguero et al. (2014), Fernandez Goya et al.
(2022) y Amaya Roncancio et al. (2023) permiten postular la hipétesis de que
dicha transferencia horizontal puede ser mediada por un vector parasitoide.

Existe una relacion notable entre hospedadores, parasitoides, ambiente
e infeccibn con Wolbachia. Los gorgojos de rostro corto de las subfamilias
Entiminae y Cyclominae se encuentran entre los principales hospedadores de
braconidos euforinos, como Microctonus hyperodae Loan, Microctonus
aethiopoides Loan y Microctonus zealandicus Shaw (Shaw, 1988). Algunos de
estos gorgojos no son voladores, estan asociados con pastizales, pastos y
alfalfa, plantas nativas o exéticas y se reproducen por partenogénesis (Lanteri
& Normark, 1995; Marvaldi et al., 2012), al igual que sus parasitoides. Este tipo
de reproduccion facilita la dispersion y colonizacion de nuevas areas fuera del
area de distribucion natural de la especie (Lanteri et al., 2013). En el contexto
de la relacion entre los gorgojos, los parasitoides bracénidos y la infeccién con
Wolbachia, Rodriguero et al. (2014) hallaron una especie de Microctonus que
parasita a la especie partenogenética N. cervinus la cual esta infectada con
wNaul. Luego, Fernandez Goya et al. (2022) informaron de dos parasitoides
para N. cervinus, uno de ellos diptero y el otro un microhimenoptero que
compartia entre un 82% y un 88% de identidad de secuencia con varios
Braconidae, que pertenecia al género Microctonus y que esta infectado con
wNau5. En definitiva, los analisis de distancia genética revelaron que N.
cervinus esta parasitado por diferentes especies de Microctonus en la

Argentina infectados con una diversidad de cepas circulantes en Pantomorus-
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Naupactus, lo que condujo al planteo de una hipotesis que considera a los
parasitoides como uno de los posibles vehiculos para la transferencia
horizontal en Pantomorus-Naupactus. Otro ejemplo de un parasitoide
infectado con las cepas circulantes en Pantomorus-Naupactus es el de
Apanteles opuntiarum Martinez & Berta, un braconido parasitoide de la polilla
del cactus Cactoblastis cactorum (Berg) (Lepidoptera: Pyralidae) en el centro
y norte de Argentina. Mengoni Gofialons et al. (2014) revelaron una cepa
similar a la que infecta a la mayoria de los gorgojos partenogenéticos del

complejo Pantomorus-Naupactus (cepa wNaul) (Rodriguero et al., 2010). .

Cada vez hay mas pruebas de que la transmisién horizontal de
Wolbachia de una especie a otra es un fenomeno sumamente comun (Ahmed
et al., 2013; Gerth et al.,, 2013; Brown & Lloyd, 2015). Por ello, y dada su
importancia ecolégica y evolutiva, su ruta de transmision se ha convertido en
un foco de investigacion (Vavre et al., 1999; Sintupachee et al., 2006; Caspi-
Fluger et al., 2012; Gehrer & Vorburger, 2012). En varias ocasiones, se ha
revelado la transmisién horizontal de Wolbachia a través de depredadores y
parasitoides invertebrados (Huigens et al., 2000, 2004; Le Clec'h et al., 2013;
Ahmed et al.,, 2015). Sin embargo, la presencia de cepas idénticas de
Wolbachia entre especies que no necesariamente comparten depredadores y
parasitoides pero que tienen habitats similares, como plantas hospederas o
fuentes de alimento compartidas, sugiere que las plantas o los alimentos
también pueden estar involucrados en la transmision horizontal de Wolbachia
(Sintupachee et al., 2006; Caspi-Fluger et al., 2012; Weinert et al., 2015). Por
ejemplo, Li et al. (2017) detectaron que la planta hospedadora tiene un papel
central en la transmision horizontal de Wolbachia entre moscas blancas
(Bemisia tabaci (Gennadius)). Estos autores revelaron que este endosimbionte
podia detectarse en plantas de algodén después de varias semanas en las que
moscas blancas positivas para Wolbachia se habian alimentado de ellas, lo que
sugiere que la transmision horizontal también es posible a través de especies
de plantas. Estos hallazgos pueden ayudar a explicar por qué Wolbachia es tan
abundante en los artrépodos y puede mantenerse en las poblaciones
hospedadoras mediante transmision horizontal. Debido al escaso conocimiento

sobre la diversidad de parasitoides que infectan a los gorgojos de Pantomorus-
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Naupactus y su status de infeccion, que se presume estd muy subestimado
(Fernandez Goya et al., 2022), no es posible apuntar a estos organismos como
la causa Unica de la enorme extension de la infeccion en este grupo de
insectos. Las plantas hospederas podrian jugar un rol tan o mas importante
incluso que el de los parasitoides en la expansion de la infeccion en estos

animales.

La asociacién entre Wolbachia y los gorgojos de Pantomorus-Naupactus
permitid realizar un estudio cofilogenético a través de diferentes recursos
bioinforméticos implementando métodos basados en eventos y métodos de
ajuste global. A través de los métodos de ajuste global se pudieron identificar
aquellas asociaciones que mas contribuyeron a la congruencia filogenética
entre Wolbachia y sus hospedadores, mientras que mediante un método
basado en eventos se lograron identificar aquellos eventos de duplicacion y
cambios de hospedador que sugieren la ocurrencia de transferencia horizontal
de Wolbachia en el complejo taxonémico Pantomorus-Naupactus. Pero este
trabajo sugiere que tanto el parentesco filogenético como el ambiente ecologico
son factores determinantes en la coevolucion de Wolbachia y sus
hospedadores del complejo Pantomorus-Naupactus. Mas alla de que no se
observe un patron de coespeciacion estricta, sino altas tasas de transferencia
horizontal, de algin modo hay cepas cuya evolucion esta restringida a este tipo
de hospedadores. Es una combinacion de ambos factores la que conduce la
evolucion de este parasito reproductivo en los gorgojos del complejo

Pantomorus-Naupactus.

/-PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir del presente trabajo se amplié el conocimiento sobre la coevolucion
entre diversas cepas de la especie Wolbachia pipientis y los gorgojos del
complejo Pantomorus-Naupactus. Los resultados obtenidos alientan a
profundizar en varios aspectos como, por ejemplo, ampliar el muestreo de las
especies de Pantomorus-Naupactus y sus parasitos reproductivos asociados a

fin de evitar sesgos y presentar un cuadro aun mas completo de la evolucion

48



conjunta de los taxones en consideracion, asi como también ampliar el muestro
de parasitoides asociados a Pantomorus-Naupactus Yy tipificar las infecciones
que pudieran portar. En este sentido, se podria pensar en llevar a cabo un
estudio que evalle el papel que cumplen las avispas parasitoides del género
Microctonus (y otros por descubrir) en la transmision de la bacteria Wolbachia
entre gorgojos del complejo Pantomorus-Naupactus, por ejemplo, a través de
experimentos de transinfeccion bacteriana. También, se podria evaluar la
factibilidad de las plantas que actian como fuente de alimento en la

transferencia de Wolbachia entre especies de Pantomorus-Naupactus.

Ademas, teniendo en cuenta que se observaron altas tasas de
transferencia horizontal, se podria estudiar a través de un enfoque gendémico
comparativo el caracter “superpropagador’ de la cepa wNaul a partir de la
comparacion de su genoma (ya secuenciado y ensamblado) con los de otras

cepas superpropagadoras conocidas.

La exploracién de la historia evolutiva comun entre las especies de
Pantomorus-Naupactus, sus parasitoides asociados y los parasitos
reproductivos a los cuales hospedan permitird esclarecer los mecanismos que
gobiernan la transmision de la infeccibn con Wolbachia dentro de este grupo.
Este tipo de proyectos ofrecen la oportunidad de incrementar el conocimiento
sobre la biodiversidad y las interacciones ecoldgicas que existen en nuestro

pais.
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9— ANEXOS

9.1 ANEXO 1. Tabla S1. Matriz de 45 caracteres morfolégicos de 31 especies de gorgojos del complejo Pantomorus— Naupactus,
incluyendo las unidades evolutivas recientemente reportadas para la especie nominal N. cervinus (Rodriguero et al., 2013). En las
columnas se enumeran del O— 44 los caracteres morfoldgicos y en las filas las especies de gorgojos. Matriz realizada por Maria Guadalupe
del Rio.
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9.2 ANEXO 2. Lista de caracteres morfoldgicos.

0.

Rostro, curvatura de margenes laterales: subparalelos (0); levemente
convergentes hacia adelante (1); fuertemente convergentes hacia
adelante (2).

Rostro, carenas laterales: ausentes (0); presentes (1).

Piezas bucales, prementon, setas largas en el margen externo: presentes

(0); ausentes (1).

Rostro, impresién anteocular: evidente (0); no evidente (1).

Cabeza, ojos: planos (0); convexos (1); fuertemente convexos (2)
Cabeza, constriccion post— ocular: ausente o muy sutil (0); presente (1).
Antenas, forma del escape: clavada, ancha (0); capitada, delgada (1).

Antenas, largo del escapo: no alcanza el margen posterior del ojo (0);

alcanza el margen posterior del ojo (1).

. Antenas, largo relativo del antenémero 1y 2: 1y 2 de similar largo (0); 2

mas de 1.5 veces mas largo que el 1 (1).

Antenas, longitud de los antendmeros 4 a 7: claramente mas largos que

anchos (0); aproximadamente tan largos a un poco mas largo que ancho

(1).

10. Pronoto, forma: subconico (0); subcilindrico (1).

11.Pronoto, convexidad del disco (machos): plano a ligeramente convexo

(0); fuertemente convexo (1).

12.Pronoto, impresiones longitudinales laterales: presentes (0); ausentes (1).

13.Pronoto, tubérculos laterales: ausentes (0); presentes (1).

14.Pronoto, macroescultura del tegumento: foveas irregulares, conectadas

(0); granuloso (1); ligeramente granuloso a liso (2).
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15. Escutelo, revestimiento: presente (0); ausente (1).
16.Elitros, forma de escamas: redondeadas (0); ovaladas (1)
17.Elitros, setas: decumbentes (0); erectas (1).

18.Elitros, con franjas blancas oblicuas ascendentes, en los lados del tercio

posterior: ausentes (0); presentes (1).

19.Elitros, franjas blancas a lo largo de intervalos 6 a 8: ausentes (0);

presentes (1).

20.Elitros, méaculas rectangulares de color marrén en la mitad del intervalo

3°: ausentes (0); presentes (1).

21.Elitros, contorno del borde anterior: fuertemente bisinuado (0);

ligeramente bisinuado (1); recto (2).

22.Elitros, desarrollo de los himeros: bien desarrollados (0); reducidos (1);
ausentes (2).

23.Elitros, tubérculo humeral: ausente (0); presente (1).

24.Elitros, declive del disco: ligeramente a fuertemente ascendente hacia el

declive (0); disco elitral que no asciende hacia el declive (1).
25. Elitros, altura en vista lateral: elevado (0); plano (1).

26.Elitros, proximidad de las estrias 9 y 10: mucho mas cerca entre si a lo

largo de los 2/3 posteriores (0) ligeramente acercadas entre si (1)
27.Elitros, presencia de tubérculos apicales: ausentes (0); presentes (1).

28.Patas, separacion de las coxas anteriores entre si (hembras): contiguas

(0); separadas (1).

29.Patas, ancho de los fémures anteriores: ligeramente mas ancho que los
fémures posteriores (0); claramente mas ancho que los fémures

posteriores (1).
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30.Patas, hilera de denticulos en el borde interno de las tibias: ausentes o
indistinguibles en todas las tibias (0); presente soélo en las tibias

anteriores (1); presente en los tres pares de tibias (2).

31.Patas, mucro de tibias: presente sélo en las tibias anteriores (0); presente

en las tibias anteriores y medias (1).

32.Patas, apice metatibial: levemente ensanchado (0); claramente

ensanchado (1).

33.Patas, corbicula en el 4pice metatibial: bien desarrollada (0); indistinta,

apice metatibial engrosado (1); ausente (= apice metatibial simple) (2)

34.Patas, longitud relativa de las crestas en el 4pice metatibial: cresta dorsal
claramente mas larga que la cresta distal (0); peine dorsal y distal de
aproximadamente la misma longitud (1); peine dorsal mas corto que el

peine distal (2).

35. Terminalia femeninos, forma del esternito VIII: subromboidal (0); suboval

(1); subpentagonal (2).

36.Terminalia femenina, setas a los lados de los baculi, en su mitad
posterior: ausente (0); con tres pares de setas largas (1); con hileras de

varias setas (2).

37.Terminalia femenina, esclerotizacibn de coxitas distales: ligeramente
esclerotizadas (0); fuertemente esclerotizadas, proyectadas en forma de
uila corta (1); fuertemente esclerotizado, proyectadas en forma de ufa

larga (2)
38. Terminalia femenina, estilos: presentes (0); ausentes (1).

39. Conducto espermatecal: recto (0); ondulado a espiralado (1); enroscado

).

40.Espermateca, paredes del cuerpo: ligeramente engrosadas en la porcion

proximal (0); fuertemente engrosado en la porcién proximal (1).
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41.Espermateca, forma y longitud del collum (= nodulo): cénico, corto (0);

subcilindrico, largo (1); subcilindrico, largo y con prominencia basal (2)

42.Aedeago, longitud del I6bulo mediano en relacion con sus apodemas (=
temones): l6bulo mediano aproximadamente tan largo como sus

apodemas (0); aproximadamente el doble de largo que sus apodemas

(1).

43.Aedeago, forma del apice del I6bulo mediano: agudo a redondeado (0);
en forma de flecha (1).

44. Aedeago, escleritos del saco interno: ausentes o si presentes no del tipo
Cyrtomon (0); escleritos consisten en un par de barras laterales a cada
lado de una pieza piriforme conectada con el conducto eyaculador = tipo
Cyrtomon (1).
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