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ABSTRACT

Codling moth (Cydia pomonellaL.) is the main pest of
pip fruits worldwide. Despite its economic importance,
little is known about the genetic structure and patterns
of movement at local and regional scale, important
aspects for establishing a control strategy for this pest.
An analysis of genetic variability on six populations of
C. pomonella using microsatellite was performed in
the two major apple (Malus domesticaBorkh.) growing
regions of Central Chile. In spite of geographic
distances between some populations (aprox. 180 km),
there was little genetic differentiation among
populations (#,=0.0-0.00097 and G&',=0.005-0.127),
without isolation by distance, and high levels of gene
flow (Vm=250). High frequencies of null alleles were
found over all /oc7 across populations (Ve = 0.292)
which seem to explain the significant heterozygote
deficiencies found. Approximatelly 98% of the
variance was found within individuals and very little
at the other hierarchical levels. The high levels of
genetic diversity and gene flow detected seem to
indicate that the codling moth populations studied in
both regions have an almost continuous distribution.

Key words: gene flow, population structure,
biotechnology.

RESUMEN

La polilla de la manzana (Cydia pomonella L.) es la
plaga mas importante de los frutales poméceos en el
mundo. A pesar de su gran importancia econémica,
poco se sabe acerca de su estructura genética y patro-
nes de movimiento a escala local y regional, aspectos
importantes para establecer una estrategia de control
de esta plaga. Mediante la utilizacién de microsatéli-
tes se realizo un analisis de la variabilidad genética de
seis poblaciones de la polilla de la manzana en las dos
principales regiones productoras de manzanas (Ma/us
domestica Borkh.) en Chile Central. A pesar de las
distancias geograficas entre algunas poblaciones
(aprox. 180 km), se encontraron bajos coeficientes de
diferenciacion genética entre poblaciones (#,= 0,0-
0,00097 y G, = 0,005-0,127), sin presencia de aisla-
miento por distancia, y con altos niveles de flujo
génico (Vm = 250). Se encontraron altas frecuencias
de alelos nulos (Ve = 0,292) para todos los /oc/, a
través de las poblaciones analizadas, lo que explicaria
el significativo déficit de heterocigotos encontrado.
Aproximadamente un 98% de la variabilidad genética
encontrada corresponde a una variacion intraindivi-
dual, atribuyéndose practicamente nada a los demas
niveles jerarquicos. La alta diversidad génica y los
altos niveles de flujo génico parecen indicar que las
poblaciones estudiadas de la polilla de la manzana en
ambas regiones estudiadas estan distribuidas forman-
do casi un continuo.
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INTRODUCCION

La principal plaga de los frutales poméceos a nivel
mundial es la polilla de la manzana (Cydria pomone-
/la L.), la cual es también la plaga mds importante
del manejo fitosanitario del manzano (Malus do-
mestica Borkh.) en Chile (Klein y Waterhouse,
2000). Esta plaga probablemente fue introducida
hacia fines del 1800, estando actualmente distribui-
da desde la Region de Tarapacé a la Region de Los
Lagos. Las poblaciones de C. pomonell/a mas signi-
ficativas desde el punto de vista econdmico, se
ubican entre las regiones del Libertador General
Bernardo O’Higgins y del Maule (aprox. 33°40° a
35°50’ lat. Sur), las cuales concentran mas del 80%
de la superficie productora de manzanas a nivel
nacional (Klein y Waterhouse, 2000).

El control tradicional de esta plaga con insecticidas
neurotéxicos esta siendo reemplazado progresiva-
mente por programas de manejo integrado de pla-
gas (MIP), los cuales incluyen insecticidas mas
selectivos y el uso de feromonas sexuales en pro-
gramas de manejo de areas extensas (Dorn ez a/.,
1999; Calkins y Faust, 2003). Estas estrategias de
control requieren informaciéon mas detallada sobre
la estructura y dindmica de las poblaciones de la
polilla de la manzana, en particular sobre la disper-
sion y migracion de la plaga tanto a nivel del huerto
y su entorno como a nivel regional. Indirectamente
es posible obtener esta informacion en forma efi-
ciente a partir de la estimacidn cuantitativa de la
variabilidad genética de las poblaciones de C. po-
monella mediante la utilizacion de marcadores
moleculares (Timm ez a/., 2006). En esta linea se
han realizado estudios con isoenzimas en poblacio-
nes de C. pomonella de Francia y Suiza, los cuales
no encontraron diferencias significativas entre po-
blaciones de diversos origenes geograficos y plan-
tas hospederas (Bués y Toubon, 1992; Bués ez a/.,
1995). Por el contrario, Timm ez @/. (2006) compa-
raron poblaciones de C. pomonella de Sudafrica
mediante Polimorfismo de Longitud de Fragmen-
tos Amplificados (AFLPs), encontrando diferen-
ciacion significativa entre poblaciones de diferen-
tes localidades geograficas independientemente de
la planta hospedera.

Para el caso de Chile no existen antecedentes sobre
la estructura y dindmica de las poblaciones de C.
pomonella desde un punto de vista genético, aun-
que existen datos sobre resistencia incipiente a

algunos insecticidas que sugieren que pueden exis-
tir altos niveles de flujo génico entre huertos con 'y
sin aplicacion de estos agroquimicos (Reyes ez a/.,
2004; Fuentes-Contreras ez /., 2007). Por lo tanto,
el objetivo del presente estudio fue determinar la
variabilidad genética y frecuencias genotipicas de
poblaciones de C. pomonella provenientes de seis
huertos de manzano de Chile Central, mediante la
utilizacion de marcadores moleculares de tipo mi-
crosatélite desarrollados recientemente para esta
plaga (Franck ez a/., 2005; Zhou e# a/., 2005). En
particular, determinar si existe diferenciacion entre
poblaciones provenientes de las diferentes locali-
dades, y si ésta se correlaciona con la distancia
geografica entre localidades.

MATERIALES Y METODOS

Marcadores moleculares. Los marcadores micro-
satélites o Secuencias Simples Repetidas (SSRs)
son regiones del genoma en las que una secuencia
corta, 2-6 pares de bases, se repite un cierto numero
de veces. Cada /ocus microsatélite tiene alelos con
distinto numero de repeticiones, lo cual se eviden-
cia en bandas de distinto tamafio luego de su ampli-
ficacion por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Estos marcadores se heredan de manera
codominante, permitiendo diferenciar bandas en in-
dividuos homocigotos y heterocigotos (Zhang, 2004).
Los microsatélites presentan altas tasas de mutacion,
lo que permite diferenciar individuos estrechamente
emparentados (Zhang, 2004). Esta alta variabilidad
genética es muy util para describir la estructura y
flujo génico en poblaciones de insectos.

Los siguientes marcadores microsatélites especifi-
cos para C. pomonella se eligieron por su alto nivel
de polimorfismo: Cp/.63, Cp2.39, Cp2. P, Cp3.169,
Cpl. 179, Cp3.56, Cp3. /80y Cp3.K, cuyas secuen-
cias y caracteristicas principales fueron detalladas
por Franck ez @/ (2005).

Localidades y material biolégico. Mediante la
instalacién de trampas de carton corrugado durante
marzo del 2005, se recolectaron entre 15y 40 larvas
diapausantes de C. pomonella en cada localidad
(185 individuos en total). Estas larvas se separaron
segun el sexo y preservaron en etanol 95% a 4 °C
hasta que se realizo la extracciéon del ADN. Las
localidades incluidas en el estudio fueron: Graneros
1 (34°03’ lat. Sur, 70°39’ long. Oeste) y Graneros 2
(34°04° lat. Sur, 70°43” long. Oeste) en la Region
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del Libertador General Bernardo O’Higgins; Los
Niches (35°02’ lat. Sur, 71°11° long. Oeste), Molina
(35°06° lat. Sur, 71°16” long. Oeste), Pencahue
(35°23’ lat. Sur, 71°48’ long. Oeste) y Colin (35°28’
lat. Sur, 71°44° long. Oeste) en la Region del Maule.

Extracciéon del ADN. E1 ADN se extrajo desde las
cabezas de las larvas segtin el protocolo de “salting
out” (Sunnucks y Hales, 1996), moliendo el tejido
con buffer de extraccion TNES (Tris-HCI 50 mM
pH 7.5, NaCl 400 mM, EDTA 20 mM, SDS 0,5%)
e incubando en Proteinasa K (10 mg mL™!) (Invitro-
gen, Sao Paulo, Brasil) por toda la noche a 37 °C.
Las proteinas se precipitaron por adicion de NaCl 5
My subsecuentes centrifugaciones, recuperando de
esa manera el sobrenadante. El ADN presente en
este sobrenadante se precipitd con etanol en distin-
tas concentraciones, ademas de centrifugaciones y
frio. Finalmente, el ADN se secé en estufa (37 °C)
y se resuspendi6 en 50 uL de agua ultra pura estéril.
Para mejorar la pureza del ADN en algunas situa-
ciones se utilizo el protocolo del Quantum Prep®
Plasmid Miniprep Kit (Bio-Rad Life Science, Her-
cules, California, USA), realizando s6lo los pasos
finales de purificacion del ADN ya extraido, resus-
pendiendo finalmente las muestras en 50 uL y alma-
cenando hasta su uso a -20 °C.

Amplificacion del ADN. Las reacciones de PCR
para los partidores especificos de C. pomonella se
prepararon de acuerdo con Franck ez @/ (2005) en
volumenes de reaccion de 10 uL, conteniendo Tris-
HC110 mM pH 9,0, KCI 50 mM, MgCl, 1,5 mM, 50
uM de cada dNTP, 0,4 uM de cada partidor, 0,5 U
de 7ag DNA polimerasa (Invitrogen, Sao Paulo,
Brasil) y 2 uL. de ADN extraido. Las amplificacio-
nes se realizaron usando un termociclador (MJ Re-
search PTC-200, Waltham, Massachusetts, USA)
con las siguientes condiciones de amplificacion: un
paso de desnaturalizacion inicial de 2 min a 94 °C,
seguido de 30 ciclos consistentes de 30 s a 94 °C, 40
s a temperatura de “annealing” especifica de 55 °C
paralos partidores Cp3. /69y Cp3. K,y de 61 °C para
los partidores Cp/.63, Cp2.39, Cp2. P, Cpl.179,
p3.56y Cp3./80y40sa72°C,ademas de un paso
de extension final de 3 min a 72 °C.

Los productos de PCR se confirmaron en un gel de
Agarosa-TBE 1X al 2,0%, cargando 2 uL de la
reaccion, previa adicion de colorante, y comparan-
dolo con un marcador de 100 pares de bases (pb)
(Invitrogen, Sao Paulo, Brasil). Las amplificacio-
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nes exitosas se resolvieron por electroforesis en un
gel de poliacrilamida al 6%, los que se visualizaron
por tincidn con nitrato de plata de acuerdo al proto-
colo del kit Silver Sequence (Promega Biosciences,
Madison, Wisconsin, USA), y los tamafios de cada
banda se registraron manualmente contra un marca-
dor pGEM®-3Zf(+) Vector (Promega Biosciences,
Madison, Wisconsin, USA), previamente analizado
en el laboratorio y cargado en el mismo gel.

Analisis estadistico. Con el programa MICRO-
CHECKER v.2.2.3 (Van Oosterhout eza/., 2004) se
revisaron posibles corrimientos (stuttering) en el
tamafio de bandas, amplificaciéon predominante de
alelos pequenos (dropout), ausencia de bandas en el
gel (alelos nulos), y eventuales errores tipograficos.
Posteriormente, los estadisticos basicos como el
numero promedio de alelos por Jocus (a), riqueza
alélica efectiva por Jocus y por poblacion (7), y
diversidad génica de Nei (/) se obtuvieron de las
frecuencias alélicas con el programa FSTAT v.2.9.3
(Goudet, 2001). Estimadores de heterocigocidad de
Nei, tales como el indice de fijacion (#), heteroci-
gosis media esperada total (/7,), heterocigosis me-
dia esperada por poblacion (/) y coeficiente de
diferenciacion génica (G,) (Nei, 1973), también se
calcularon para cada /ocus polimérfico usando el
programa FSTAT v.2.9.3. La frecuencia de alelos
nulos (Aa) para cada poblacion y Jocus se estimo
mediante el programa MICRO-CHECKER v.2.2.3,
utilizando el método de Chakraborty ez a/. (1992).

Un analisis jerarquico de varianza molecular (AMO-
VA)basado sobre 1.023 permutaciones, entrego los
componentes de varianza sobre la base del coefi-
ciente de diferenciacion genética entre poblaciones
(£7;), coeficiente de endogamia de poblaciones (#,)
y coeficiente de endogamia total (/7,) (Excoffier es
al., 1992). Laprueba de diferenciacion de poblacio-
nes contra la hipdtesis nula de uniformidad genética
se corrigi6 por el método secuencial de Bonferroni
(Sokal y Rohlf, 1995) basada en 1.000 permutacio-
nes de genotipos multilocus entre pares de pobla-
ciones utilizando el programa ARLEQUIN v.2.0
(Schneider ez a/., 2000).

Se calcularon estimaciones del numero de migran-
tes por generacion (V) entre pares de localidades
usando el algoritmo de Wright [(1-7,) (4 7)"]
(Hartl, 2000). Los valores de /7 y distancia geogra-
fica (km) entre pares de poblaciones se correlacio-
naron a fin de evaluar el grado de aislamiento por
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distancia. Para ello se realiz6é un andlisis de regre-
sidén simple, obteniendo de esta forma el coeficiente
de correlacion de Pearson (7) mediante el programa
SPSS v.10.0 (SPSS, 1999). Finalmente, la asocia-
cion entre matrices de distancia genética [/ (1-
)" y distancia geografica (km) entre pares de
poblaciones se evalué con la Prueba de Mantel,
utilizando 1.000 permutaciones aleatorias con el
programa XLSTAT v.7.5.2 (XLSTAT, 2007).

RESULTADOS

Los ocho /oc7 de microsatélites seleccionados pre-
sentaron un total de 210 alelos en los 185 individuos
de C. pomonella examinados. Estos /oc/ microsaté-
lite permitieron diferenciar 185 genotipos multilo-
cus, correspondientes a cada uno de los individuos

analizados. El Jocus Cp3.769 presentd la mayor
riqueza alélica () (6,53), mientras el Jocus Cp3. /850
presentd el menor valor de esta variable (1,82)
(Cuadro 1).

Tres de las seis poblaciones analizadas presentaron
todos sus /Zoc7 polimérficos, mientras Graneros 1
presentd el Jocus Cp3. /80 monomoédrfico, y Grane-
ros 2 y Pencahue presentaron el /ocus Cp2. Pmono-
morfico (Cuadros 1 y 2). La riqueza alélica () de
cada poblaciéon fluctué de 3,36 para Pencahue a
4,37 para Los Niches (Cuadro 2). Por otro lado,
sobre la base de la diversidad génica promedio de
Nei (#), la poblacion de Molina fue la mas diversa,
seguida por las poblaciones de Los Niches, Colin,
Graneros 2, Graneros | y finalmente Pencahue
(Cuadro 2).

Cuadro 1. Numero de alelos, rango de tamaiio y riqueza alélica para ocho microsatélites polimérficos aislados de
polilla de la manzana, Cydia pomonella, colectadas en seis localidades en Chile Central.

Table 1. Number of alleles, size range and allelic richness for eight polymorphic microsatellites isolated from
codling moth, Cydia pomonella, collected in six localities of Central Chile.

Locus Colin Molina Pencahue Los Niches Graneros Graneros Rango Riqueza
1 2 (pb) alélica (r)
Cpl.63 4 3 3 3 3 2 135-163 2,76
p2.39 5 5 4 5 5 5 211-241 4,34
Cp2. P 3 4 1 4 3 1 156-164 2,33
Cp3.169 7 8 5 11 7 8 196-238 6,53
Cpl 179 5 5 5 4 4 3 216-234 4,18
p3.56 5 4 4 8 4 7 180-222 4,36
Cp3.180 2 2 2 2 1 2 203-209 1,82
p3. K 6 5 5 6 5 5 150-198 4,88
Numero
individuos 32 39 32 40 27 15

pb = pares de bases.

Cuadro 2. Estadisticos de diversidad génica multi-locus para seis poblaciones de polilla de 1a manzana, Cydia
pomonella, estimados por el pool genético de ocho marcadores microsatélites polimérficos.

Table 2. Multi-locus gene diversity statistics for six populations of codling moth, Cydia pomonella, estimated
by the genotype gene pool of eight polymorphic microsatellite markers.

Poblacion N a r H N° loci F Na
polimoérficos (%)

Colin 32 4,62 4,11 0,562 (0,226) 8 (100) 0,072 0,263
Molina 39 4,50 4,08 0,593 (0,205) 8 (100) 0,155 0,290
Pencahue 32 3,63 3,36 0,490 (0,284) 7 (87,5) 0,211 0,235
Los Niches 40 5,38 4,37 0,568 (0,247) 8 (100) 0,197 0,311
Graneros 1 27 4,00 3,60 0,516 (0,281) 7 (87,5) 0,152 0,443
Graneros 2 15 4,13 3,84 0,523 (0,320) 7 (87,5) 0,304 0,275

N: nimero de individuos analizados; : media del numero de alelos por /ocus; - media del nimero efectivo de alelos por Zocus (riqueza
alélica); /7. diversidad génica de Nei. (Valores entre paréntesis son la desviacion estindar); /#: coeficiente de endogamia o estimador
multilocus de la desviacion de las expectativas Hardy-Weinberg dentro de las poblaciones; AVa: proporcion de alelos nulos.
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Las desviaciones de las frecuencias genotipicas
desde las esperadas segun el equilibrio de Hardy-
Weimberg (H-W) para cada poblacion, fueron me-
didas por el indice de fijacion (#y). El valor de /|
mas alto fue de 0,304 en la poblacion de Graneros 2
y el menor en Colin con 0,072 (Cuadro 2). Los
alelos nulos se encontraron en una frecuencia rela-
tivamente alta (Va = 0,443 a 0,235) (Cuadro 2), lo
que probablemente esta asociado a la deficiencia de
heterocigotos encontrada.

Ladistribucion de parametros de diversidad genéti-
ca para cada /ocus se presenta en el Cuadro 3. La
diversidad genética total (/) vari6 desde 0,131 en
el caso del Jocus Cp3./850 a 0,844 en el caso del
locus Cp3. 769, mientras la diversidad genética den-
tro de la poblacion (/) para estos mismos /ocus
vario desde 0,130 a 0,820. La mayoria de los mar-
cadores microsatélites exhibieron niveles pronun-
ciados de diferenciacion haplotipica en el area geo-
grafica muestreada, como lo revelan los valores del
coeficiente de diferenciacion genética G (Cuadro
3). Elvalor G promedio de 0,05 indicé que s6lo un
5% del total de la diversidad genética detectada fue
explicado por las diferencias entre poblaciones. Un
analisis de todas las poblaciones y /oc7resultd en un
valor /7, de 0,389, significativamente diferente de
cero (# = 0,001), es decir con una deficiencia de
heterocigotos en las poblaciones analizadas. Cuan-
do los Zoci fueron analizados de manera individual,
todos resultaron con valores /¢ positivos, siendo
los ocho /oc7significativamente diferentes de cero,
es decir con una deficiencia de heterocigotos en las
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poblaciones analizadas. Sin embargo, nuevamente
la alta frecuencia de alelos nulos (Va = 0,593 a
0,158) en seis de los ocho /oc7analizados probable-
mente esté relacionada con la deficiencia de hetero-
cigotos observada (Cuadro 3).

Enel AMOVA se encontrd que todas las pruebas de
diferenciacion para los diferentes niveles jerarqui-
cos fueron significativas, no detectandose diferen-
cias estadisticas dentro y entre las diferentes pobla-
ciones de polilla de la manzana (Cuadro 4). La
mayor parte de la varianza fue encontrada dentro de
los individuos (97,87%, /£, = 0,02137, 7<0,001),
luego entre individuos dentro de poblaciones (2,14%,
£, = 0,02133, 2 < 0,001) y finalmente casi
totalmente ausente entre poblaciones (-0,01%,
£, =-0,00005, 2<0,001). No se encontro aisla-
miento por distancia, ya que la regresion simple
entre /7 y distancia geografica (km) resulté no
significativa (» = 0,007, Z > 0,05). Del mismo
modo, la prueba de Mantel indicé que no hay corre-
lacién significativa entre las matrices de divergen-
cia genética y distancia geografica entre pares de
poblaciones (» = 0,010, 7> 0,05).

El Cuadro 5 muestra el coeficiente de diferencia-
cion genética entre poblaciones (/) y la distancia
geografica calculada entre pares para las seis pobla-
ciones de C. pomonella en Chile Central. Para las
muestras de poblaciones examinadas, los valores
mas altos de diferenciacion genética sobre el pool
genético de haplotipos fue indicado entre las pobla-
ciones de Pencahue y Los Niches (# .= 0,00097),

Cuadro 3. Estadisticos de diversidad génica para cada locus dentro de seis poblaciones de Cydia pomonella
estimados por ocho marcadores microsatélites (SSRs) polimorficos.
Table 3. Single-locus gene diversity statistics within six populations of Cydia pomonella estimated by using

eight polymorphic microsatellite markers (SSRs).

Locus H, H, G, F Na
pl.63 0,433 0,431 0,005 0,611 *** 0,275
p2.39 0,742 0,705 0,050 0,189 *** 0,162
p2. P 0,282 0,263 0,069 0,629 *** 0,593
p3.769 0,844 0,820 0,029 0,120 *** 0,158
pl.179 0,821 0,717 0,127 0,555 *** 0,303
p3.56 0,558 0,543 0,027 0,255 *** 0,264
p3.180 0,131 0,130 0,010 0,675 *** 0
p3 K 0,746 0,724 0,029 0,078 * 0
Media 0,570 0,542 0,050 0,389 *** 0,292

* P=<0,05; *** P<0,001.

A diversidad genética total; /Z: diversidad genética intrapoblacional; G, coeficiente de diferenciacion génica; /7 : coeficiente de

1s°

endogamia o desviacion de frecuencias genotipicas desde las expectativas Hardy-Weinberg; Va: proporcion de alelos nulos para todas

las poblaciones.
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Cuadro 4. Anilisis jerarquico de varianza molecular (AMOVA) de la variacion genética de Cydia pomonella.
Table 4. Hierarchical analysis of molecular variance (AMOVA) of the genetic variation of Cydia pomonella.

Fuente de variaciéon gl Suma de Componentes Porcentaje indice de
cuadrados de varianza de variacion fijacién
Entre poblaciones 5 2,545 -0,00003 -0,01 o -0,00005
Entre individuos dentro
de poblaciones 179 91,390 0,01068 2,14 £ 0,02133 ek
Dentro de individuos 185 90,500 0,48919 97,87 £ 0,02137 #HE
Total 369 184,435 0,49985

gl: grados de libertad.

£, coeficiente de diferenciacion génetica entre poblaciones; £ :

endogamia total.

coeficiente de endogamia dentro de poblaciones; #_: coeficiente de

IT*

Cuadro 5. Diferenciacion genética entre poblaciones (F,) (debajo de la diagonal) y distancia geografica entre
pares de poblaciones (km) (sobre la diagonal) de Cydia pomonella. Pruebas significativas para los valores F
entre pares de poblaciones fue conducido para 1.000 permutaciones de los datos al azar. El nivel de significancia
fue ajustado por el método secuencial de Bonferroni (Sokal y Rohlf, 1995).

Table 5. Genetic differentiation between populations (F,) of Cydia pomonella (below diagonal) and geographic
distance among population pairs (km) (above diagonal). Significant tests for population pairwise F -values
were conducted by 1.000 random permutations of data. The significance level was adjusted by the sequential

Bonferroni method (Sokal and Rohlf, 1995).

Poblacion Colin Molina Pencahue Los Niches Graneros 1  Graneros 2
Colin - 58 11 69 181 185
Molina 0,00058 ™) - 58 11 125 129
Pencahue 0,00050 ™) 0,00083 * - 69 177 182
Los Niches -0,00006 ™ 0,00065 ™) 0,00097 * - 116 119
Graneros 1 0,00025 ™) -0,00014 ™% -0,00008 ™) 0,00001 ™ - 5
Graneros 2 0,00025 ™9 0,00034 NS 0,0005 ™ -0,00035 ™S -0,00124 ™9 -

(N9: no significativo; * 2 < 0,05.

entre las cuales se obtuvieron valores significativos
a un intervalo de confianza del 95%. Lo mismo
ocurrid entre las poblaciones de Pencahue y Moli-
na, con un valor de /# = 0,00083. En las seis
poblaciones estudiadas se encontrd que existen ba-
josniveles de diferenciacion genética, no habiendo
diferencias estadisticamente significativas entre
todos los pares de poblaciones, a excepcion de las
comparaciones entre Pencahue y Los Niches y entre
Pencahue y Molina (Cuadro 5).

DISCUSION

Usando marcadores moleculares microsatélite se
encontré que el principal componente de la diversi-
dad genética de C. pomonella de las localidades
estudiadas corresponde a variacion intraindividual
(98%), mientras que una contribucién mucho me-
nor corresponde a variacion entre individuos dentro
de una poblacion (2%), y practicamente nada a
variacion entre poblaciones. Se encontrd escasa

diferenciacion genética entre las poblaciones de C.
pomonella estudiadas, con valores de /. bajos a
pesar de las distancias geograficas entre algunos
sitios de coleccion (aprox. 185 km). Un alto flujo
génico puede estar relacionado con la falta de dife-
renciacion entre las distintas poblaciones evalua-
das, ya que el nimero minimo estimado de migran-
tes entre poblaciones por generacion (V) seria de
aproximadamente 250 individuos. También se en-
contré una significativa deficiencia de heterocigo-
tos, la cual probablemente esta relacionada con la
alta frecuencia de los alelos nulos que subestiman
estavariable. Al utilizar microsatélites, la presencia
de alelos nulos se debe generalmente a mutaciones
en las secuencias que flanquean la region microsa-
télite, las cuales sirven como sitio de unién a los
partidores diseflados para producir la amplificacion
por PCR. De esta forma, un genotipo heterocigoto
puede ser registrado errdneamente como un indivi-
duo homocigoto al no amplificar uno de sus dos
alelos (Pemberton ez @/., 1995). Estudios con mi-
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crosatélites en otras especies de lepidopteros plaga
(Bogdanowicz ez a/., 1997; Endersby ez a/., 2006) o
con problemas de conservacion bioldgica (Harper
etal.,2003; Keyghobadi eza/.,2005) han relaciona-
do la deficiencia de heterocigotos con la presencia
de alelos nulos mas que con la posibilidad de altos
niveles de endogamia, selecciéon en contra de los
heterozigotos, apareamiento selectivo o efectos aso-
ciados a la diferenciacion entre poblaciones.

Estudios realizados en poblaciones de C. pomonella
de diferentes regiones productoras de manzanas de
Francia, no detectaron estructuracién poblacional
significativa debido a un elevado flujo génico entre
localidades y plantas hospederas como manzano,
pera(Pyrus communisL.), membrillo (Cydonia oblon-
gaMill.) y nogal (Juglans regiaL.) (Bues'y Toubon,
1992; Bugs ez a/., 1995). En un estudio mas reciente,
Timm ez a/. (2006) compararon poblaciones de C.
pomonellade Sudafrica, encontrando diferenciacion
significativa entre poblaciones de diferentes regio-
nes geograficas, pero no entre diferentes frutales
hospederos. Las diferencias entre estos estudios po-
drian estar relacionadas con el tipo de marcadores
moleculares utilizados (isoenzimas en Francia y
AFLPs en Sudafrica), pero aparentemente las princi-
pales diferencias estarian en la distribucion de las
zonas productoras de manzanas en Sudafrica, las
cuales estdn mas aisladas entre si que en el caso de
Francia (Timm ez a/., 2006). También es importante
destacar que en el caso de Sudéfrica no hay frutales
hospederos silvestres o domésticos sin control de la
plaga, lo cual si ocurre en Francia y en general en
Europa mediterranea (Timm ez /., 2006). Los resul-
tados del presente estudio indican que existe alto
flujo génico y ausencia de estructura poblacional
entre huertos de manzano de las Regiones de
O’Higgins y Maule, en una situaciéon mas parecida a
la de Francia que a la de Sudéfrica. Estos anteceden-
tes concuerdan con estudios realizados que muestran
niveles incipientes de resistencia a insecticidas en C.
pomonella provenientes de huertos con y sin aplica-
cion de estos productos en las Regiones de O’Higgins
y Maule (Reyes ez /. 2004; Fuentes-Contreras ez a/.,
2007), los que sugieren una alta tasa de migracion
entre huertos independientemente de su tipo de ma-
nejo agronomico.

En general, C. pomonella es considerada como una
plaga sedentaria, aunque la capacidad de vuelo de
los adultos es altamente variable, aproximadamente
el 10% de los individuos presenta conducta de

AGRICULTURA TECNICA - VOL. 67 - N2 3 - 2007

realizar vuelos de largo alcance (Schumacher eza/.,
1997). Esta conducta es dependiente del ritmo cir-
cadiano, sexo, edad y estado de apareamiento de los
individuos (Schumacher ez @/, 1997; Keil ez a/.,
2001). Los genotipos migrantes de ambos sexos en
general tienden a presentar menor tamafio corporal,
fecundidad y longevidad, lo que estaria indicando
que existe un costo significativo en términos de
adecuacion biologica asociado a este atributo mi-
gratorio, que contribuye a mantener un relativo
sedentarismo en la poblacion (Gu ez a/., 2006). Sin
embargo, el flujo génico de esta especie no se
explica solamente por la capacidad de vuelo aut6-
nomo. En particular, el transporte de frutos, plantas
desde viveros y el movimiento de “bins” de madera
entre plantas de procesamiento de frutas, son facto-
res que pueden aumentar significativamente la mez-
cla de poblaciones de C. pomonella entre huertos
y/o localidades distantes (Higbee ez a/., 2001).

CONCLUSIONES

En las seis poblaciones estudiadas la mayor canti-
dad de variabilidad genética fue encontrada a nivel
intraindividual (aproximadamente 98%), sin pre-
sentar patrones de polimorfismo que puedan ser
atribuidos a alguna poblacién en particular. No se
encontrd aislamiento genético por distancia, ya que
solo existen diferencias significativas entre la po-
blacion de Pencahue con las de Los Niches y Moli-
na, las cuales estan ubicadas en la Region del Mau-
le, y distancias geograficas mayores las separan de
las poblaciones de la Region de O’Higgins. La alta
diversidad alélica y los altos niveles de flujo génico
indican que las poblaciones estudiadas de la polilla
de la manzana distribuidas en las Regiones de
O’Higgins y del Maule estan formando casi un
continuo.
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