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Caracterizacion genética en Ceratitis capitata Wied.
asociada a fruto hospedador. 1. Analisis isoenzimatico

P. Ropa, C. CALLEJAS, A. REYES Y M. D. OCHANDO

En el presente trabajo se han analizado dos poblaciones de Ceratitis capitata Wied.
de una misma zona geografica: Basta (Valencia), una de ellas obtenida a partir de higos
infestados y la otra a partir de melocotones. El andlisis se ha llevado a cabo mediante
electroforesis en gel de almid6n, obteniéndose informacion sobre 22 loci isoenzimadti-
cos. Nuestra finalidad era detectar la posible existencia de razas hospedador en esta es-
pecie. No se han observado diferencias cualitativas en la variabilidad genética enzima-
tica entre ambas muestras poblacionales. Sin embargo, las frecuencias alélicas de cinco
de los loci analizados mostraron diferencias estadisticamente significativas asociadas a
fruto hospedador. A pesar de esta diferenciacién genética, no podemos afirmar positi-
vamente la existencia de razas hospedador, aunque si de factores selectivos que permi-
ten la diferenciacion de moscas procedentes de higos y melocotones. Los resultados
evidencian la validez de la metodologfa utilizada y el interés de la determinacién ra-
cial/biotipos, en beneficio de la posterior lucha bioldgica contra la plaga.
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INTRODUCCION.

Los estudios de variabilidad genética
mediante andlisis de loci enziméticos pro-
porcionan una valiosa informacién acerca
de la estructura de las poblaciones y de los
procesos evolutivos que actian sobre las
mismas. A pesar de que la técnica se viene
aplicando desde mediados de la década de
los 60 (HARRIS, 1966; HuBBY and
LEWONTIN, 1966), s6lo a partir de los aiios
80 comenzo6 a utilizarse para ayudar a re-
solver problemas en el campo de la ento-
mologia agraria. Asi, se ha obtenido im-
portante informacién sobre la estructura de
las poblaciones, dispersion y flujo génico,
introgresion e hibridacion,....., en diversas
especies de plagas (OXFORD and ROLLISON,
1983; MENKEN and ULENBERG, 1987;

LoxpALE and DEN HOLLANDER, eds., 1989;
BERLOCHER et al., 1993).

A todo ello, debemos afiadir la importan-
cia que en taxonomia tiene la técnica.
Resulta imprescindible una correcta identifi-
cacién de la especie en estudio para cual-
quier avance en el conocimiento de su bio-
logia. Especialmente a nivel subespecifico,
es importante la determinacién de razas hos-
pedadoras y biotipos, en beneficio del poste-
rior disefio de programas de lucha, y la
puesta a punto de mecanismos de control y
erradicacién de la plaga. En este contexto,
se ha detectado mediante andlisis de variabi-
lidad genética la presencia de razas hospe-
dadoras en diversas especies, entre otras en
la mosca de la manzana Rhagoletis pomone-
lla, Lepidopteros, etc. (DIEHL and Bush,
1984; PASHLEY, 1986; MCPHERON et al.,
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1988; FEDER et al., 1988; BERLOCHER et al.
1993).

Por otro lado, Ceratitis capitata se pre-
senta como una de las mdas destructivas
plagas agricolas, causando grandes pérdi-
das econémicas en origen, en diversos pai-
ses de clima templado y cédlido ya que in-
festa a mas de 250 especies y variedades
diferentes de frutales y ornamentales. A
esto hay que aiiadir los costes econémicos
derivados de los tratamientos con agentes
quimicos, y del disefio y puesta a punto de
programas de control biolégico, asi como
las pérdidas causadas por la imposicién de
periodos de cuarentena en aquellos pro-
ductos agricolas destinados a la exporta-
cidn.

A pesar de su enorme importancia apenas
se han realizado estudios genéticos con las
poblaciones naturales de C. capitata. De
ellos, tan s6lo dos hacen referencia a pobla-
ciones espafiolas (LOUKAS, 1989; REYES and
OCHANDO, 1994). Estos trabajos se han ba-
sado fundamentalmente en diferenciacién
geogréfica, pero no han hecho referencia di-
recta a aspectos de diferenciacion racial.

"Considerando lo anterior nos hemos plan-

teado el andlisis de la variabilidad genética -

isoenzimdtica en dos poblaciones naturales
simpatridas de C. capitata recolectadas en
diferentes tipos de frutos, con la finalidad de
determinar la posible diferenciacién racial 6
biotipica asociada a fruto hospedador.

MATERIAL Y METODOS.

Poblaciones estudiadas: Las poblaciones
analizadas fueron muestreadas simultdnea-
mente en la localidad de Basta (Valencia),
en un 4rea de 1500 m?, y obtenidas de dos
diferentes tipos de frutos hospedadores, en
concreto higos y melocotones.

Los frutos infestados recogidos en el
campo, se colocaron en una camara climati-
ca. Posteriormente se obtuvieron las pupas,
y a partir de ellas los adultos, que al dia de
edad eran congelados a -20°C hasta su pos-
terior andlisis electroforético.

Preparacion de muestras y electrofore-
sis: Inmediatamente antes de la electrofo-
resis, cada individuo fué homogeneizado
en 50 pl de tampén Tris-HCl, 0.1M, pH
7.1, 0.1% Triton X-100. Dicho homoge-
neizado era posteriormente absorbido en
tiras de papel Whatman 3MM (0.3x1mm),
que se insertaban en un gel de almidon al
12%. La electroforesis se llev6 a cabo du-
rante 3h. 30" a 4°C y con un voltaje cons-
tante de 240V.

Los tampones usados fueron: 76 mM
Tris-5SmM 4cido citrico, pH 8.65 para el gel
y 300mM 4cido bérico-60mM NaOH, pH
8.1 para los electrodos (PouLIk, 1957 L.
AYALA et. al., 1972). Las tinciones se reali-
zaron segiin los protocolos de AYALA et. al.
(1972), excepto para la enzima diaforasa, en
la que se siguid el sistema descrito por
BREWER y SING (1970).

Loci analizados: Se resolvieron hasta un
total de 22 loci, que codifican para las si-
guientes enzimas: 4 loci de diaforasa (Dia-
1, Dia-2, Dia-3 y Dia-4), 3 loci para estera-
sa (Est-1, Est-2 y Est-3), dos loci para
leucin aminopeptidasa (Lap-1 y Lap-2), co-
linesterasa (Ce-1 y Ce-2) y alcohol deshi-
drogenasa (Adh-1 y Adh-2) y 1 locus para
aldehido oxidasa (Aox), alfa glicerofosfato
deshidrogenasa (gpdh), hidroxibutirato des-
hidrogenasa (Hbdh), isocitrato deshidroge-
nasa (Idh), enzima mélico (Me), manosa
fosfato isomerasa (Mpi), malato deshidroge-
nasa (Mdh), fosfoglucomutasa (Pgm) y ade-
nilato quinasa (Ak).

Andlisis estadistico: tras la lectura e in-
terpretacion de los geles, se obtuvieron las
frecuencias genotipicas y génicas, asi como
los parametros cldsicos que cuantifican la
variabilidad genética: Heterocigosidad (H),
Polimorfismo (P) y nimero medio de alelos
por locus (n).

Por otra parte se calcularon los indices de
fijacion de WRIGHT (1931, 1978), Fss, Frr y
Fst, que miden la desviacién de las condi-
ciones de equilibrio de Hardy-Weinberg en
cada poblacién (Fis), o para el total de las
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poblaciones (Frr), y el grado de diferencia-
ci6n interpoblacional para cada uno de los
loci analizados (Fsr). Para este cilculo apli-
camos las siguientes férmulas: Fis=1-Ho/Hs;
Fu=1-Ho/Hr y Fsr=1- Hs/H» (WEIR and
COCKERHAM, 1984), donde Ho es la hetero-
cigosidad observada, y Hg y H son las he-
terocigosidades esperadas en condiciones de
equilibrio de Hardy-Weimberg por pobla-
cién y para el total de las poblaciones, res-
pectivamente. La significacién del indice Fsr
se estableci6 mediante la prueba )’ de
WORKMAN y NISWANDER (1970).

RESULTADOS

En el presente trabajo se ha analizado la
variabilidad genética presente en 22 loci
isoenzimaticos, que codifican para enzi-
mas implicadas en rutas metabdlicas muy
diversas y que pueden ser consideradas co-
mo una muestra aleatoria significativa del
genoma, ya que aquellos loci que estén
mapeados se localizan en 4 de los 6 cro-
mosomas del complemento haploide de
Ceratitis capitata.

En el Cuadro 1 se presentan las frecuen-
cias alélicas obtenidas, para cada locus y
en ambas poblaciones. Como puede obser-
varse, en general, las frecuencias son simi-
lares en las dos poblaciones, alin cuando
se aprecian diferencias de cierto grado en
algunos loci como: Aox, Adh:, Ce:, Dia:y
Pgm, siendo en otros menores estas dife-
rencias, como en Est; y Dias. Ademais, se
han encontrado alelos exclusivos de ambas
poblaciones, aunque en baja frecuencia:
Aox'%, Ce”’, Me'”, Dia?' y Pgm'™ en la po-
blacién obtenida a partir de higos, y Aox™
en la poblacién procedente de melocoto-
nes.

En funcién de las frecuencias alélicas
observadas en el Cuadro 1, los loci pueden
ser clasificados como: polimérficos en am-
bas poblaciones, como Aox, Ce: Ests, -
Gpdh, Dia., Dia: Mpiy Pgm; polimérfi-
cos en una de las poblaciones, Adh:, Dia; y
Mdh; monomérficos con alelos raros o en

baja frecuencia, como ocurre en Hbdh y
Me; y, por ultimo, loci monomérficos con
un unico alelo, y el mismo, en ambas po-
blaciones: Adhi, Ak:, Ce:, Est:, Estz, Idh,
Lap:, Lap:, y Dia..

En el Cuadro 2 se presentan los tres es-
tadisticos empleados habitualmente para
cuantificar la variabilidad genética a nivel
poblacional: heterocigosidad (H), poli-
morfismo (P) y nimero medio de alelos
por locus (n), obteniéndose valores relati-
vamente semejantes, aunque ligeramente
superiores en la poblacidn procedente de
higos. También se muestra en dicho
Cuadro 2 el valor promedio para tales es-
tadisticos.

El patrén de diferenciacién alélica intra e
interpoblacional ha sido analizado en estas
poblaciones con la finalidad de determinar
el grado de divergencia genética en relacién
con las condiciones de nicho hospedador.
Asi, para cada uno de los 13 loci variables
analizados, se han calculado los valores de
Ho, Hs y Hr, y los indices de fijacién Fis, Fir
y Fsr (Cuadro 3). Para los indices Fis y Fir se
han encontrado unos valores positivos en to-
dos los loci, excepto uno, lo que significa un
defecto de heterocigotos con respecto a los
esperados bajo las condiciones de equilibrio
de Hardy-Weinberg; en cambio, para el lo-
cus Dia: se obtienen unos valores negativos,
lo que indica un exceso de heterocigotos
con respecto a los esperados bajo dichas
condiciones. En relacién con el valor del in-
dice Fsr, encontramos diferencias estadisti-
camente significativas entre ambas pobla-
ciones para cinco de los loci variables: Aox,
Adh, Ce:, Dia: y Pgm. El valor promedio de
la diferenciacién entre poblaciones, Fsr, es
de 0,0089, lo que significa que del total de
la varianza genética observada, solo un
0,89% se debe a diferencias interpoblacio-
nales.

Por iltimo, basdndonos en los datos de
frecuencias alélicas, se ha calculado la dis-
tancia genética existente entre las poblacio-
nes analizadas, que toma un valor de
0,0078+0,019.
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Cuadro 1.-Frecuencias genéticas para los 22 loci estudiados en dos poblaciones naturales simpatridas de Ceratitis
capitata, una procedente de higos (H) y otra de melocotones (M); (n=tamaiio de la muestra).

POBLACIONES
LOCUS/ALELO BASTA (M) BASTA (H) LOCUS/ALELO BASTA (M) BASTA (H)
Aox _ Lap-1
(n) 118 88 ) 72 48
95 0 0,047 104 1 1
97 0271 0,476
99 0,559 0,393 Lap-2
101 0,161 0,083 Aap-2
103 0,084 0 (n) 40 40
100 1 i
Adh-1
(n) 58 94 Me
N 1 1 (n) 72 120
102 0,027 0
Adh-2 106 0 0,033
(n) 54 56 104 0,972 0,966
127 1 0,928
129 0 0,071 Dia-1
Ak-2 (n) 108 84
92 0 0,012
. 18 18 94 0,518 0.261
9% 0,472 0,631
Ce-2 98 0,093 0,095
(n) 76 86 ’
95 0,013 0,058 Dia-2
97 0,105 0 () 9% 76
99 0,737 0,849 89 0 0,053
101 0,145 0,093 90 0,938 0,895
91 0,062 0,053
Ce-1
) 132 100 Dia-3
ns 1 1 () 102 104
Est-1 79 0,039 0,019
s 140 5 80 0,922 0,981
5 | | 81 0,039 0
ESt'z Diﬁ-4
(n) 68 50 (n) 80 98
115 1 1 65 1 1
Est-3 Mpi
(n) 114 22 (n) 88 68
100 0,561 0,636 87 0,015 0,015
102 0,439 0,363 89 0,559 0,574
91 0,382 0,382
a-Gpdh 93 0,044 0,029
(n) 176 38
F 0,670 0,526 Mdh
S 0,318 0,421
WE 0 ) 148 148
0.011 0,052 102 0,027 0,027
Hbdh 104 0,973 0,946
@ o4 v 106 0 0,027
118 1 0,976
116 0 0,023 Pgm
(n) 76 80
Idh 106 0,013 0
() 90 2 108 0,039 0,125
98 1 1 110 0,947 0,875
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Cuadro 2.-Valores de la heterocigosidad (H), polimorfismo (P) y niimero medio de alelos por locus (n), para
ambas poblaciones estudiadas: Basta-Higos y Basta-Melocotones. También se presentan los valores promedio
para cada parametro

POBLACION H P (95%) n

HIGOS 0,0969 0,4545 2,0454
MELOCOTONES 0,0954 0,4090 1,9545

VALOR MEDIO 0,09615 0,43175 1,99995
DISCUSION entre 0,034 y 0,114, el polimorfismo entre

Los andlisis de variabilidad genética iso-
enzimdtica en poblaciones naturales han re-
sultado ser de gran utilidad en la deteccién
del grado de diferenciacioén entre poblacio-
nes de una misma especie. Asi, en el presen-
te trabajo se han analizado 22 loci isoenzi-
maticos con la finalidad de determinar el
grado de diferenciacién asociado al fruto
hospedador en dos poblaciones de Ceratitis
capitata.

Los pardmetros de variabilidad genética
presentados en el Cuadro 3 muestran unos
valores promedio de 0,09165 para la hetero-
cigosidad, 0,4317 para el polimorfismo y
1,9999 para el mimero medio de alelos por
locus. Estos valores estdn en concordancia
con los valores obtenidos en trabajos previos
analizando poblaciones europeas de C. capi-
tata, en los cuales la heterocigosidad oscila

0,05 y 0,36 y el niimero medio de alelos por
locus entre 1,1 y 1,95 (HUETTEL et al., 1981,
Loukas, 1989; MALACRIDA et al., 1992,
REYES and OCHANDO, 1994). En lo que res-
pecta a la comparacién con otras especies de
Tefritidos, se puede comprobar que los valo-
res de heterocigosidad obtenidos en estas po-
blaciones son inferiores a otros descritos en
especies que infestan un tnico tipo de fruto
hospedador. Asi por ejemplo, la mosca de la
manzana Rhagoletis pomonella y poblacio-
nes espafiolas de la mosca del olivo Dacus
oleae presentan una heterocigosidad de
0,181 y 0,1322 respectivamente (BERLOCHER
and BusH, 1982; OCHANDO et al., 1994). En
otras palabras, no se detecta una relacién en-
tre grado de diversidad hospedador y canti-
dad de variabilidad genética soportada por la
poblacién. Y como consecuencia, estos re-
sultados estarian apoyando la hipétesis que

Cuadro 3.~Heterocigosidades e indices de fijacién para distintos loci variables
en dos poblaciones de Ceratitis capitata

LOCUS Ho Hs Fis Fur Fsr
Dia 0,6693 0,5200 0,5427 -0,2871 -0,2333 0,04]8%**
Aox 0,1816 0,6092 0,6235 0,7019 0,7087 0,0228%**
Adh: 0 0,0688 0,0701 1 1 0,0185*
Ce: 0,2858 0,3515 0,3558 0,1865 0,1968 0,0126%**
Pgm 0,1263 0,1623 0,1642 0,2217 0,2308 0,0116*
Dias 0 0,0945 0,0950 1 1 0,0047
a-Gpdh 0,2530 0,5082 0,5104 0,5022 0,5043 0,0042
Hbdh 0 0,0232 0,0232 1 1 0,0005
Ests 0,4833 0,4912 0,4872 0,0161 0,0081 0

Me 0 0,0606 0,0604 1 1 0

Dia: 0 0,1593 0,1586 1 1 0

Mpi 0,1176 0,5459 0,5388 0,7845 0,7817 0

Mdh 0 0,0792 0,0791 1 1 0

Media 0,0089
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postula que Ceratitis capitata es una especie
generalista, que sigue una estrategia de grano
fino (MORGANTE et al., 1981; KRAICNAKER et
al., 1987; REYES and OCHANDO, 1994), segiin
la cual los individuos de dicha especie tende-
rian a considerar frutos diferentes como si-
milares. Lo que implicaria que la seleccién
natural favorece la presencia de determina-
dos alelos, aquellos cuyos productos génicos
sean capaces de actuar en el rango mds am-
plio de condiciones. Y efectivamente, en este
sentido encontramos: que el alelo mas fre-
cuente en cada uno de los loci analizados es
el mismo en ambas poblaciones (Cuadro 1),
que los niveles de variabilidad genética me-
dida como nimero medio de alelos por lo-
cus, son bajos, y que aumenta la frecuencia
de homocigotos (con respecto a lo esperado
bajo condiciones de equilibrio de Hardy-
Weinberg), causando unos bajos niveles de
heterocigosidad (Cuadro 2) y unos valores
positivos en los indices Fis y Fir (Cuadro 3).
En definitiva, una estrategia de grano fino
implicaria ausencia de diferenciacién genéti-
ca, y por tanto, ausencia de razas asociadas
al fruto hospedador. En relacién con esto, ca-
be mencionar los trabajos realizados en esta
misma especie por LOUKAS (1989) y CIVETTA
et al. (1990) analizando los loci Pep: y Est
(pupal), respectivamente, en los que no de-
tectan diferenciacién genética en relacién
con el fruto hospedador, si bien la no detec-
cién de razas en estos casos podria estar rela-
cionada con el hecho de que analizan un vni-
co locus y este podria no estar implicado en
la diferenciacién genética entre poblaciones
(Loukas, 1989).

Pero a pesar de lo anterior, y de que el gra-
do de diferenciacion genética promedio entre
ambas poblaciones es bajo (0,89 %), asi co-
mo, en consecuencia, la distancia genética,
cuyo valor de 0,0078 es inferior al descrito
para poblaciones de esta misma especie sepa-
radas geograficamente (GASPERI et al., 1991;
MALACRIDA et al., 1992; REYES y OCHANDO,
1994; BARUFFI et al., 1995), se detectan dife-
rencias estadisticamente significativas en las
frecuencias génicas de cinco de los loci varia-
bles (Cuadro 2), ademds de alelos exclusivos

de poblacion (Cuadro 1), que al encontrarse
en baja frecuencia, no resultan suficientes pa-
ra ser considerados como indicativos de la
existencia de aislamiento reproductivo entre
ambas poblaciones, sino mds bien como re-
sultado de un equilibrio mutacién-seleccion.
Todo ello viene a sugerir que en las poblacio-
nes de C. capitata analizadas, a esa posible
estrategia de grano fino, se afiaden, se super-
ponen, otros claros efectos selectivos sobre la
variabilidad genética, provocando cierto gra-
do de diferenciacién entre ambos tipos de
hospedador. Y ello podria ser consecuencia:
de una alimentacién preferencial y/6 de una
oviposicién preferencial por parte de las hem-
bras en relacién con el genotipo individual
y/6, lo que parece més probable, de efectos
selectivos diferenciales sobre la viabilidad lar-
varia (PROKOPY et al., 1984; CAREY, 1984;
HENDRICHS and HENDRICHS, 1990).

No obstante lo ya mencionado, hay que
tener en cuenta que valores bajos de Fsr pue-
den ser compatibles con la existencia de di-
ferenciacién racial, siempre y cuando la di-
ferenciacion genética entre poblaciones
geogréficas, recogidas de un mismo tipo de
fruto, sea menor que la detectada entre po-
blaciones obtenidas a partir de diferentes ti-
pos de frutos en una misma 4rea geografica.
Como ejemplo de ello, cabe destacar el tra-
bajo de McPHERON et al. (1988) en
Rhagoletis pomonella, donde los valores de
Fst oscilan entre 0,5-0,6% para poblaciones
separadas geograficamente obtenidas a par-
tir del mismo tipo de fruto, mientras que pa-
ra poblaciones procedentes de diferentes ti-
pos de frutos y recogidas en la misma 4rea
geogréfica, Fsr toma un valor del 1,2%, que
es estadisticamente superior a los anteriores.

En conclusion, podemos afirmar que atin
observando diferencias genéticas entre ambas
poblaciones estudiadas, no parecen ser sufi-
cientes para aceptar la existencia de razas en
Ceratitis capitata en relacién con el tipo de
fruto hospedador, si bien se pone de manifies-
to, por un lado, la validez de la metodologia
utilizada para los estudios de este tipo de pro-
blemas, y por otro, la necesidad de realizar es-
tudios genéticos mds profundos analizando si-
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multdneamente diferentes poblaciones de dis-
tintos frutos hospedadores y diversas zonas ge-
ogréficas para poder llegar a una informacién
mds completa acerca de la posible existencia
de razas 6 biotipos hospedador en Ceratitis ca-
pitata.
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Allozyme variation at 22 enzyme loci were compared for two simpatric samples of
Ceratitis capitata , one infesting figs and the other, peaches. Allele frequencies for 5 of
the 22 loci displaying host associated differences. However this genetic differentiation,

we can not possitively affirm the existence of host races.

Host recognition and host associated developmental traits are discussed as impor-

tant selective factors differentiating peach and fig flies.
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