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Aplicación de la técnica RAPD-PCR a la taxonomía 
de moscas blancas (Homoptera, Aleyrodidae) 

P. GUIRAO, F. BEITIA y J. L. CENIS 

La técnica RAPD-PCR consiste en la amplificación enzimática de fragmentos de 
ADN, utilizando cebadores de secuencia arbitraria que hibridan en loci repartidos alea­
toriamente en todo el genoma. Ello revela la existencia de polimorfismos que son utili-
zables como marcadores genéticos y taxonómicos en todo tipo de organismos, y entre 
ellos, insectos áfidos y dípteros. Con el objeto de conocer su utilidad en la taxonomía 
de Aleyrodidos, se tomaron ocho poblaciones de Bemisia tabaci y otras tantas de Tria-
leurodes vaporariorum de la zona costera de Murcia, y una de B. tabaci de Tenerife. 
La reacción con muestras de ADN extraídas de individuos de la misma población 
muestra la existencia de una pequeña variación intrapoblacional. La comparación de 
diferentes poblaciones, muestra que las poblaciones de T. vaporariorum muestreadas 
son altamente similares entre sí, mientras que en B. tabaci la población procedente de 
Tenerife es claramente diferente a las procedentes de Murcia. En cualquier caso, ambas 
especies son claramente distinguibles en base a sus pautas de ADN amplificado. Tam­
bién se ha empleado la técnica con objeto de detectar la presencia de parasitoides en el 
interior de las pupas parasitadas. Amplificando el ADN de las mismas, se observa la 
presencia de bandas de ADN correspondientes al parasitoides, junto con las correspon­
dientes al huésped, permitiendo así su identificación mediante comparación con las 
pautas de ADN del parasitoide aislado. 

P. GUIRAO y J. L. CEÑÍS. Dept. Protección Vegetal. CIDA. Consejería de Agricultura, 
Ganadería y Pesca de la Región de Murcia. 30150 La Alberca (Murcia). 
F. BEITIA. Dept. Protección Vegetal. CIT-INIA. Ctra. La Coruña, km 7,5. 28040 Madrid. 

Palabras clave: Bemisia tabaci, Trialeurodes vaporariorum, Encarsia spp., Eret­
mocerus spp., Reacción en Cadena de la Polimerasa 

INTRODUCCIÓN 

Bemisia tabaci (Genn.) y Trialeurodes va­
porariorum (West.) son dos especies de 
moscas blancas, plagas de un gran número 
de cultivos hortícolas y ornamentales. Bemi­
sia tabaci ya fue citada en la Península Ibé­
ricas, en 1944 (GÓMEZ-MENOR, 1944), en 
distintos lugares de ésta, y recientemente en 
Canarias (CARNERO et al, 1988). No habían 
existido problemas para su control hasta la 
última década, en que han aumentado consi­
derablemente los daños sobre todo los deri­
vados de su carácter de vector de virosis, 
causando importantes pérdidas en Europa y 

América. Este aumento de los problemas se 
ha atribuido a la difusión de un biotipo «B» 
diferente de los conocidos anteriormente 
(BEDFORD et al, 1993; COHEN et al, 1992). 

Un elemento importante para el control es 
el de realizar una correcta clasificación ta­
xonómica, no sólo al nivel de especie sino 
de posibles biotipos. Las claves de clasifica­
ción actuales no son totalmente satisfacto­
rias, pues se basan fundamentalmente en el 
estudio del pupario, que a su vez depende de 
la estructura de la hoja en la que se desarro­
lla. Una técnica de gran potencial para la ta­
xonomía de insectos es la RAPD-PCR (WI­
LLIAMS et al, 1990). Esta consiste en la am-



plificación enzimática de fragmentos de 
ADN, mediante la realización de una reac­
ción PCR con cebadores de secuencia arbi­
traria que hibridan en loci repartidos aleato­
riamente en todo el genoma. Ello revela la 
existencia de polimorfismos, útiles como 
marcadores genéticos y taxonómicos. La 
técnica es de ejecución relativamente senci­
lla y rápida, permite una alta discriminación 
taxonómica, y requiere una cantidad mínima 
de material del insecto. Además, los resulta­
dos son independientes del estado de desa­
rrollo del mismo. En el campo de la Ento­
mología Agrícola, la técnica RAPD ha sido 
utilizada con éxito en la identificación de di­
versas especies y poblaciones de áfidos 
(BLACK et al, 1992; CEÑÍS et al, 1993) y 

de dípteros (BALLINGER-CRABTREE et al, 
1992; KAMBHAPATI et al, 1992) entre otros. 
En el presente trabajo se describen algunos 
resultados preliminares acerca de la puesta a 
punto de la técnica para la taxonomía de 
B. tabaci y T. vaporariorum. Otra aplica­
ción de la técnica es la posibilidad de identi­
ficar la especie del parasitoide en pupas pa­

rasitadas del insecto mediante la compara­
ción de las pautas de ADN de la pupa para­
sitada, las de una pupa no parasitada, y las 
del parasitoide adulto (BLACK et al, 1992). 
Esta posibilidad se ha ensayado en el pre­
sente trabajo para la detección de Encarsia 
spp. y Eretmocerus spp. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Origen de las poblaciones 

Las muestras utilizadas proceden de co­
lectas de campo realizadas en la zona coste­
ra de Murcia y Valencia sobre distintos cul­
tivos y en distintos momentos entre noviem­
bre de 1992 y septiembre de 1993 (Cua­
dro 1). Se emplea también una muestra de 
B. tabaci sobre Poinsettia procedente de Te­
nerife, y facilitada por el Dr. A. Carnero. 
Los individuos en estado de larvas, pupas y 
adultos, fueron congelados y conservados a 
-20° C hasta su utilización. 

Cuadro 1.-Poblaciones de Bemisia tabaci y Trialeurodes vaporariorum 
utilizadas en el presente estudio 

Especie Hospedante Localidad 

B. tabaci 
B. tabaci 
B. tabaci 
B. tabaci 
B. tabaci 
B. tabaci 
B. tabaci 
B. tabaci 
T. vaporariorum 
T. vaporariorum 
T. vaporariorum 
T. vaporariorum 
T. vaporariorum 
T. vaporariorum 
T. vaporariorum 
T. vaporariorum 
T. vaporariorum y Encarsia 
B. tabaci y Eretmocerus 

Tomate 
Gerbera 
Solanum muricatum 
Calabaza 
Berenjena 
Solanum muricatum 
Tomate 
Poinsettia 
Tomate 
Lantana 
Lantana 
Nicotiana glauca 
Tomate 
Lantana 
Melón 
Tomate 
Nicotiana glauca 
Tomate 

Mazarrón 
Torrepacheco 
Torrepacheco 
Torrepacheco 
Torrepacheco 
Torrepacheco 
Torrepacheco 
Tenerife 
Torrepacheco 
Cartagena 
Mazarrón 
Cartagena 
Mazarrón 
Mazarrón 
Mazarrón 
Valencia 
Torrepacheco 
Águilas 



Diseño experimental 

Para las reacciones cuyo objetivo es cono­
cer la variabilidad intrapoblacional se ha em­
pleado el ADN extraído individualmente de 
cada insecto de la misma población. Para 
determinar la variabilidad intraespecífica e 
interespecífica se ha empleado un ADN de 
población obtenido a partir de la mezcla de 
un mismo volumen de ADN individual de 
cada uno de los individuos de la muestra de 
población. 

Para la identificación de parasitoides, 
se han realizado extracciones de ADN de: 
a) pupas de B. tabaci parasitadas por 
Eretmocerus sp. que presentaban ojos y 
rudimentos alares oscuros, y los puntitos 
rojos de las 2 mandíbulas y 3 ocelos; b) 
pupas de T. vaporariorum parasitadas por 
Encarsia sp. de aspecto más o menos os­
curo; y c) de los parasitoides adultos ob­
tenidos de la evolución de muestras en la­
boratorio que, previamente a la extrac­
ción, se identificaron hasta el nivel de gé­
nero, observándose en el género Encarsia 
la existencia de 3 especies distintas. 

Todas las reacciones se repitieron al 
menos tres veces. 

Extracción del ADN 

Se empleó un método descrito anterior­
mente para áfidos (CEÑÍS et al, 1993). Bre­
vemente, el método consiste en introducir 
un solo individuo, bien en estado de larva, 
pupa o adulto en un tubo Eppendorf de 
0,5 mi, añadir 50 ul de tampón de extrac­
ción (200mM Tris-HCl pH 8,5; 250 mM 
NaCl; 25 mM EDTA; 0,5 % SDS) y ma­
chacar el insecto con una punta de micropi-
peta. A continuación se añaden 25 uJ de 
Acetato de Sodio 3M pH 5,2 y se incuban 
los tubos a -20° C durante 20 minutos. Los 
tubos son centrifugados durante 10 minutos 
a 13.000 r.p.m. y el sobrenadante, que con­
tiene los ácidos nucleicos, se transfiere a un 
tubo nuevo, precipitándolos a continuación 

por la adición de un volumen de isopropa-
nol y reposo a temperatura ambiente duran­
te al menos 30 minutos. Tras 30 minutos de 
centrifugación a 13.000 rpm. se elimina el 
sobrenadante, se secan los tubos bien al aire 
o en vacío y se resuspende el pellet de 
ADN en 25 \Ú de tampón TE pH 8. Se al­
macena a 4o C para su uso frecuente o a 
-20° C para su almacenamiento a largo 
plazo. 

Reacciones RAPD-PCR 

Los cebadores utilizados en las distintas 
reacciones fueron oligonucleotides de 10 
bases de longitud y secuencia arbitraria su­
ministrados por Operon Technologies (Ala­
meda, CA, EE.UU.). Se utilizó el cebador 
OPA-01 del kit A, y los OPB-01 al OPB-15 
del kit B. Las reacciones fueron realizadas 
en 25 (il de mezcla de reacción conteniendo 
2 jLtl de la dilución final de la extracción de 
ADN, 1 unidad de ADN polimerasa Replit-
herm (Epicentre, Madison, WI, EE.UU.), 
0,2 mM dNTPS, 0,1 % Tritón X-100, 15 ng 
de cebador y IX del tampón de reacción su­
ministrado por el fabricante de la enzima 
pero con la concentración de C1K incremen­
tada a 50 mM y con la de C12Mg incremen­
tada hasta 2,5 mM. La mezcla de reacción 
se cubrió con una gota de aceite mineral. La 
reacción se realizó durante 35 ciclos en un 
termociclador Perkin-Elmer 9600 en las si­
guientes condiciones: desnaturalización a 
94° C durante un minuto, anillamiento a 
34° C durante un minuto y extensión a 
72° C durante un minuto. Al finalizar la am­
plificación, la mitad del producto de reac­
ción se extrajo de cada tubo, se mezcló con 
tampón de carga (40 % sacarosa, 0,25 % 
azul de bromofenol) y se cargó en un gei de 
1,4 % de agarosa. Tras una electroforesis a 
5 V/cm durante 90 minutos en tampón TBE, 
las bandas de ADN se visualizaron median­
te tinción del gei en una solución de 0,5 
pg/ml de bromuro de etidio y observación 
en transiluminador de luz ultravioleta. 



RESULTADOS 

Variación intrapoblacional 

Se han empleado los cebadores OPA-01 
y OPB-11 para el estudio de la variabilidad 
de algunas de las poblaciones utilizadas en 
este trabajo. El conjunto de bandas obteni­
do con cada uno de los cebadores, revela la 
existencia de un bajo nivel de variabilidad. 
En el ejemplo de la Figura 1, si sólo se con­
sideran las bandas que aparecen de forma 
más intensa, que son las que se han mostra­
do reproducibles en otras reacciones, se ob­
serva que todos los individuos de la mues­
tra de población generan un patrón de ban­
das muy similar. Las bandas que presentan 
menos intensidad son más variables, pero 
son poco reproducibles y por tanto se han 
ignorado. 

poblaciones de B. tabaci de Murcia (Figu­
ra 2). La muestra de B. tabaci procedente de 
Tenerife, se ha comparado con alguna de las 
muestras de Murcia, para lo cual se han em­
pleado los cebadores OPB-7, OPB-10 y 
OPB-14. Todos ellos han mostrado diferen­
cias (Figura 3). Con OPB-7, en las poblacio­
nes de Murcia aparecen dos bandas muy 
próximas de 680 y 620 pares de bases (pdb), 
mientras que en la de Canarias únicamente 
aparece la de 680 pdb. Con OPB-10 es en la 
población de Tenerife donde aparece una 
doble banda de 800 y 770 pdb, mientras que 
en las de Murcia sólo aparece la de 800 pdb. 
Con OPB-14 (no mostrada) en la muestra de 
Tenerife no aparece una de las bandas diag­
nóstico de 640 pdb que muestran las de 
Murcia. 

Variación interespecífica 

Variación intraespecífica 

La comparación de los productos de am­
plificación del ADN de población, con los 
15 primeros cebadores del set B de Operan 
Technologies, muestra diferencias muy pe­
queñas entre poblaciones de la misma espe­
cie, tanto en T. vaporariorum como en las 

Con casi todos los cebadores empleados 
existe una gran diferencia entre las bandas 
generadas por ambas especies, siendo 
muy pocas las comunes (Figuras 2 y 3). 
Este hecho revela una significativa diver­
gencia genética entre ambas especies, 
siendo fácil su identificación por este 
medio. 

Fig. 1 .-Variación intrapoblacional. Cada carril corresponde a la amplificación con el cebador OPB-11, 
del ADN individual de adultos de T. vaporariorum de una misma población. 



Fig. 2.-Variación intra e interespecífica de B. ¡abaci y T. vaporariorum. 
Amplificación obtenida con el cebador OPB-14 de 5 poblaciones de B. tabaci (Carriles 1-5), 

y 9 poblaciones de T. vaporariorum (Carriles 6-14), de la zona de Murcia. Carril 15 testigo sin ADN. 

Fig. 3.-Variación intra e interespecífica de B. tabaci y T. vaporariorum. Amplificación obtenida con OPB-7 
(Carriles 1-15) y con OPB-10 (Carriles 16-19). Carriles 1-7 y 16, 17, poblaciones de B. tabaci de Murcia. 

Carriles 8 y 18, población de B. tabaci de Tenerife. Carriles 9-15 y 19, poblaciones de T. vaporariorum de Murcia. 

Detección e identificación de parasitoides 

Los resultados de las reacciones 
(Figuras 4 y 5) muestran la validez del sis­
tema de extracción de ADN para insectos 
más pequeños que las moscas blancas. Por 
otro lado, con el cebador OPB-14 se han 
obtenido importantes diferencias entre las 

bandas generadas por los individuos de En~ 
carsia de cada una de las especies detecta­
das al microscopio. En la Fig. 5 se aprecia 
cómo las bandas características de los indi­
viduos de Eretmocerus adultos estudiados, 
coinciden con bandas de pupas de B. tabaci 
parasitadas, y no presentes en las pupas no 
parasitadas. Ello permite por tanto su detec-



Fig. 4.-Detección de parasitoides. Productos de amplificación obtenidos con el cebador OPB-14 a partir del ADN 
individual de: Carril 1, T. vaporariorum adulto. Carril 2, 7". vaporariorum pupa. Carriles 3-9, T. vaporariorum 
pupas parasitadas. Carriles 10-14, adultos de Encarsia especie 1. Carriles 15-18, adultos de Encarsia especie 2. 

Carril 19, adultos de Encarsia especie 3. 

Fig. 5.-Detección de parasitoides. Productos de amplificación obtenidos con el cebador OPB-14 a partir del ADN 
individual de: Carriles 1 y 2: Adultos machos de B. tabaci. Carriles 3 y 4: Adultos hembras de B. tabaci. 
Carriles 5-8: Pupas de B. tabaci. Carriles 9-11: Pupas parasitadas de B. tabaci. Carriles 12-14: Adultos 

de Eretmocerus spp. Carril M: marcador de tamaño de bandas. 



ción e identificación antes de su emergen­
cia. Son pocos los casos donde aparecen 
entremezcladas las bandas del huésped, 
presumiblemente debido a que las pupas 
parasitadas utilizadas contenían al parasi-
toide en un avanzado estado de desarrollo 
con la consiguiente degradación de las cé­
lulas del huésped. 

DISCUSIÓN 

Los datos presentados en este trabajo, 
ponen de manifiesto que la técnica RAPD-
PCR es aplicable para el estudio de varios 
aspectos de la biología de las moscas blan­
cas. Puede utilizarse para la detección de 
variabilidad dentro de una población, lo 
que a su vez permitiría testar hipótesis 
acerca de las pautas de selección y migra­
ción de los insectos. Sin embargo, esta 
aplicación está algo limitada por el hecho 
de que no se dispone por el momento de un 
modelo genético de los datos de RAPDs, 
por lo que no se puede expresar la variabi­
lidad observada en términos de diversidad 
genética. 

Es posible distinguir entre poblaciones de 
una especie. Ello queda demostrado por las 
diferencias entre la población de B. tabaci 
procedente de Tenerife y las procedentes de 
Murcia. Trabajos precedentes han mostrado 
la utilidad de la técnica en la distinción de 
biótipos. PERRING et al, (1993), encuentran 
pautas de bandas RAPD muy diferentes 
entre una población de biótipo A y biótipo 
B, y utilizan este hecho como un criterio 
adicional para corroborar su hipótesis de 
que ambos biótipos son especies distintas. 
Sin embargo, en el presente trabajo no se 
dispuso de biótipos caracterizados, por lo 
que no se puede extraer ninguna conclusión 
de las diferencias observadas. No se puede 
determinar si estas poblaciones correspon­
den a diferentes biótipos, dado que ello re­
queriría de un experimento específico. Para 
la separación de biótipos, también se ha uti­
lizado con éxito la variación electroforética 
de esterasas (BEDFORD et al, 1993), y los 

resultados obtenidos son consistentes con 
los obtenidos mediante RAPDs. Sin embar­
go, el análisis de RAPDs permite en princi­
pio una mayor resolución, dado que el nú­
mero de loci que se pueden muestrear es 
prácticamente ilimitado, frente al relativa­
mente reducido número de sistemas enzi­
máticos disponibles. Por otra parte, la difi­
cultad operativa de ambos métodos es muy 
similar. 

Es posible distinguir con facilidad el 
grupo de poblaciones de B. tabaci del de 
T. vaporariorum, con cualquiera de los ce­
badores utilizados, y en cualquiera de sus 
estados de desarrollo. Sin embargo, no 
puede llegar a establecerse por el momento 
una clave taxonómica con los datos obteni­
dos, pues sería necesario examinar más po­
blaciones y caracterizar su variabilidad. En 
el momento actual, la técnica RAPD es útil 
para determinar la mayor o menor similari-
dad entre unas poblaciones y otras, pero es 
necesario disponer de unas poblaciones de 
referencia, correctamente clasificadas por 
los métodos morfométricos usuales. 

Es posible identificar la especie de un pa-
rasitoide todavía en el interior de la pupa, 
mediante una reacción RAPD de la pupa pa­
rasitada y posterior comparación de las ban­
das obtenidas con las correspondientes a un 
parasitoide adulto y a una pupa no parasita­
da. Cuando el desarrollo del parasitoide está 
avanzado, todas las bandas de ADN amplifi­
cado de la pupa parasitada, corresponden al 
parasitoide. Este concepto no es nuevo, 
dado que WOOL et al (1984), son capaces 
de distinguir pupas de B. tabaci parasitadas 
mediante las diferentes bandas de esterasas 
obtenidas con material parasitado. Sin em­
bargo, los RAPD permiten una mayor reso­
lución en este aspecto, pues mientras que en 
el trabajo citado no era posible distinguir 
Encarsia de Eretmocerus, en el presente tra­
bajo se distinguen hasta tres especies distin­
tas de Encarsia. 

La reproducibilidad de las bandas de 
ADN obtenidas no es perfecta. Algunas 
bandas débilmente teñidas aparecen de 
forma errática, debido a variables no contra-



lables de la reacción, y por tanto han de des­
preciarse. Por tanto, las bandas teñidas con 
más intensidad son las que han de conside­
rarse de forma preferente. En cualquier 
caso, es imperativo realizar varias repeticio­
nes de la misma reacción para verificar cuá­
les son las bandas reproducibles. 
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The RAPD-PCR technique is based on the enzymatic amplification of DNA frag­
ments, using primers of arbitrary sequence which hibridize in loci randomly distributed 
throughout the genome. This reveals polymorphisms which are useful as genetic and ta-
xonomic markers. With the objective of evaluating the usefulness of the technique in the 
taxonomy of whiteflies, several populations of Bemisia tabaci and Trialeurodes vapora-
riorum from the mediterranean coast and Canary Islands were studied. The two species 
were easily distiguishible in all the stages of their life cycle. The different populations of 
each species were highly similar with the exception of the B. tabaci population from Ca­
nary Islands, which was easilty distinguishable from the peninsular species. The techni­
que was useful also for the detection and identification of parasitoids inside the parasiti­
zed nymphs. By comparing the pattern of amplified bands from parasitized and non pa­
rasitized nymphs, and adult parasitoids, it was possible to identify three Encarsia spe­
cies and one Eretmocerus species before their emergence from the whitefly nymphs. 

Key words: Bemisia tabaci, Trialeurodes vaporariorum, Encarsia spp., Eretmoce­
rus spp., Polymerase Chain Reaction. 
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