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Caracterización genética en Ceratitis capitata asociada 
a fruto hospedador. II. Análisis mediante RAPD-PCR. 

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

La introducción de las metodologías genético-moleculares en el estudio de plagas 
agrícolas ofrece una oportunidad inestimable para la caracterización de razas y biotipos. 
En nuestro estudio hemos aplicado la técnica de amplificación al azar de ADN genómi-
co mediante la reacción en cadena de la polimerasa (RAPD-PCR) para tratar de dife
renciar e identificar, basándonos en la variación genética, dos poblaciones simpátridas 
de Ceratitis capitata procedentes de Basta (Valencia), obtenidas de diferentes frutos 
hospedadores (higos y melocotones). 

La metodología aplicada revela una gran cantidad de variabilidad genética en ambas 
poblaciones. Se detectaron un total de 183 bandas, 49 de ellas presentes en todos los indivi
duos analizados, 19 presentes solo en una ú otra población, aunque en bajas frecuencias, y 5 
de las bandas manifestaron frecuencias estadisticamente diferentes en las dos poblaciones. 

Los resultados indican que la técnica RAPD-PCR puede resultar extraordinariamen
te útil en estudios de taxonomía infraespecífica de insectos, e incluso en estudios de hue
lla genética para la identificación individual. Lo que a su vez tiene una evidente apli
cación en el desarrollo de las apropiadas estrategias de control de plagas. 
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INTRODUCCIÓN 

Desde el punto de vista de la entomología 
aplicada, la identificación de razas y biotipos 
resulta de enorme importancia especialmen
te para el diseño de programas eficaces en el 
control de plagas. 

A este respecto, en las últimas décadas, el 
progreso en las técnicas y metodologías 
genético-moleculares, ha permitido un avan
ce cualitativo en el campo de la taxonomía. 
Y así, junto a la ya clásica electroforesis de 
proteínas, utilizada en la identificación de 
razas en diversas especies de interés agríco
la (OXFORD and ROLLISON, eds.,1983; DIEHL 
and BUSH, 1984; PASHLEY, 1986; MENKEN 
and ULENBERG, 1987; MCPHERON et al, 
1988; FEDER et al, 1988; LOXDALE and DEN 

HOLLANDER, eds., 1989; BERLOCHER et al, 
1993), se han empleados otras técnicas como 
los polimorfismos para fragmentos de res
tricción en ADN mitocondrial (PASHLEY, 
1989), diversas aplicaciones de la PCR, 
etc... (HOY, 1994; SCHIERWATER et al, eds., 
1994). 

Recientemente una rápida y sensitiva téc
nica, ha proporcionado una poderosa herra
mienta para estudios de genética evolutiva 
en general y de taxonomía en particular. Es 
la técnica del ADN polimórfico amplificado 
al azar (RAPD), usando la reacción en cade
na de la polimerasa (PCR) en conjunto con 
cortos "primers" de secuencia arbitraria y 
conocida. Su aplicación a los estudios pobla-
cionales se produjo a partir de 1990 
(WILLIANS et al, 1990), y ya se han puesto 



de manifiesto gran parte de sus potencialida-
des, fundamentalmente, aunque no exclusi-
vamente, en estudios de tipo taxonómico, en
especial a nivel específico e infraespecífico.
Las ventajas que esta técnica presenta son,
por un lado, que no requiere del conocimien-
to previo de la secuencia del genoma de la
especie en estudio, por otro, que son sufi-
cientes pequeñas cantidades de material y,
además, que permite analizar regiones del
genoma muy diversas que pueden estar
sometidas a presiones selectivas diferentes y
con tasas de evolución distintas, lo que
faculta la obtención de marcadores genéticos
utilizables para diferenciar razas, variedades,
cepas ó biotipos en toda clase de organis-
mos. Como consecuencia de ello, en los últi-
mos años han sido numerosos los trabajos
que han aplicado la técnica de RAPD-PCR
en este sentido (HUNT and PAGE, 1992;
CHALMERS et al, 1992; CHAPCO et al, 1992;
BLACK, 1993; GAWEL and BARTLETT, 1993;
PERRING et al, 1993; HAYMER and MCINNIS,
1994; GUIRAO et al, 1994; FOLKERTSMA et
al, 1994; REYES, 1995, etc..)

Por otra parte, dentro del campo de las
plagas, la mosca mediterránea de la fruta,
Ceratitis capitata, es una especie de gran
importancia por ser altamente dañina y
extender su acción como plaga sobre nume-
rosos huéspedes vegetales de interés agronó-
mico como cítricos, melocotones, albarico-
ques, higos, ciruelas, chirimoyas, uvas, por
citar algunos ejemplos.

A pesar de su gran importancia económi-
ca, son escasos los trabajos encaminados a
un conocimiento genético profundo de las
poblaciones de Ceratitis capitata (GASPERI
et al 91; MALACRIDA et al 92; SHEPPARD et
al, 1992; MCPHERON et al. 94; HAYMER and
MCINNIS, 1994; BARUFFI et al, 1995;
GASPARICH et al, 1995) y aún más restringi-
dos aquellos que analizan poblaciones espa-
ñolas (LOUKAS, 1989; REYES and OCHANDO,
1994). De todos ellos, tan sólo dos trabajos
(LOUKAS, 1989; CIVETTA et al, 1990) anali-
zan la posible diferenciación racial asociada
a fruto hospedador y lo hacen mediante el
uso de isoenzimas.

Considerando lo anteriormente expuesto,
nos hemos planteado el análisis de la posible
diferenciación racial/biotípica asociada a fruto
hospedador en dos poblaciones simpátridas de
C. capitata muestreadas simultáneamente en
frutos hospedadores diferentes. La finalidad
del presente trabajo es determinar el grado de
diferenciación genética entre ambas poblacio-
nes mediante la técnica de RAPD-PCR y
conocer la posible existencia de marcadores
genéticos asociados al fruto hospedador.

MATERIAL Y MÉTODOS

Se han analizado dos muestras poblacio-
nales de Ceratitis capitata (Wied.) de la
misma zona geográfica, un área de 1500
metros cuadrados, situada en Basta
(Valencia). Una de las muestras obtenida a
partir de higos, a la que hemos denominado
BAH, y la otra obtenida a partir de meloco-
tones, denominada como BAM.

Los frutos infestados fueron recogidos en
Agosto de 1993 y llevados a una cámara cli-
mática (23° C ± 2o) para permitir el desarro-
llo larvario. Posteriormente, las pupas obte-
nidas se guardaron en placas petri hasta la
aparición del individuo adulto, que al día de
edad era congelado a -20°C hasta su poste-
rior análisis.

Fueron analizados un total de 10 indivi-
duos por población, mediante la aplicación
de la metodología de RAPD-PCR, utilizán-
dose 13 diferentes cebadores, pertenecientes
a la serie C de la casa Operon: OPC-01,
OPC-02, OPC-05, OPC-06, OPC-07, OPC-
08, OPC-09, OPC-10, OPC-11, OPC-15,
OPC-16, OPC-18, OPC-19.

El ADN genómico de cada individuo fue
extraído según un método fenol-SDS diseña-
do para muestras de pequeño tamaño
(REYES, 1995). Una vez purificado, fue valo-
rado espectrofotométricamente y comproba-
da su calidad en un gel de agarosa al 0,7%
(SAMBROOKeía/., 1989).

Las reacciones de amplificación se lleva-
ron a cabo siguiendo el protocolo de
WILLIAMS et al (1990), con ligeras modifi-



caciones, en un volumen final de 25 |il, con-
teniendo Tris-HCl lOmM pH 8,3 a tempera-
tura ambiente, KC1 10 mM, MgCl2 4mM,
100 \LM de cada uno de los desoxinucleóti-
dos dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 5 picomoles
del oligodecámero correspondiente, 25 ng de
ADN genómico y 1,25 u del fragmento
Stoffel de la ADN polimerasa Amplitaq
(Perkin Elmer).

Para la obtención de los perfiles de RAPDs
se utilizó un termociclador programable
Peltier PTC-100 (MJ Research). El programa
empleado para la amplificación consta de un
ciclo inicial de 6' a 94°C, 45 ciclos de 1' a
94°C, Y a 36°C, una rampa de 0,4°C/s, 6' a
72°C y un último ciclo de 6' a 72°C.

Los productos de amplificación se resol-
vieron en geles de agarosa al 2% con tampón
TAE (Tris-acético-EDTA) y se visualizaron
tras tinción con EtBr (ljig/jil) en un transilu-
minador de luz ultravioleta.

Los resultados de la amplificación se
interpretaron en forma de presencia o ausen-
cia de bandas, sin tener en cuenta las dife-
rencias en intensidad de las mismas. A partir
de estos datos se calculó la frecuencia de
cada banda en ambas poblaciones, así como
los índices de biodiversidad de SIMPSON-
GINI (D) y de SHANNON (HO (BROWER and
ZAR, 1984). Por otra parte, se estimaron los
coeficientes de similitud de JACCARD para
cada par de individuos y en base a ellos se
elaboró un dendrograma según el método
UPGMA (SNEATH and SOKAL, 1973).

RESULTADOS

Se obtuvieron un total de 183 productos
de amplificación cuyo tamaño oscilaba entre
350 y 1500 pares de bases, y que resultaron
reproducibles en todos los casos.

En el Cuadro 1 se presentan las frecuen-
cias de cada una de las bandas de RAPD
observadas en ambas poblaciones, así como
el nivel de significación del %2 de heteroge-
neidad que indica si las diferencias en las
frecuencias entre las dos poblaciones son
estadísticamente significativas ó no. De las

183 bandas observadas, 49 son comunes a
todos los individuos analizados, 19 de ellas
son exclusivas de una ú otra población, aun-
que presentes en baja frecuencia, y, 5 mani-
fiestan frecuencias estadísticamente diferen-
tes entre ambas poblaciones.

Como ejemplo, se muestran en la Figura 1
los productos de amplificación por RAPD-
PCR de 10 individuos de cada población con
el cebador OPC-08. En ella se señalan las
bandas exclusivas de cada población, así
como aquellas que muestran diferencias sig-
nificativas entre ambas poblaciones.

Los índices de biodiversidad para cada uno
de los cebadores empleados, así como el valor
promedio, se muestran en el Cuadro 2. En dicho
cuadro se puede observar que existen 6 cebado-
res para los cuales los valores de ambos índices
de biodiversidad son máximos en las dos pobla-
ciones (OPC-01, OPC-02, OPC-05, OPC-15,
OPC-16, OPC-18), mientras que el resto de
cebadores mantienen unos valores que oscilan
entre 0,5333 y 0,9778, ó incluso 1 en solo una
de las poblaciones, siendo en algunos casos
superiores esos valores en la población obteni-
da a partir de higos y en otros casos en la pro-
cedente de melocotones. En lo referente al valor
promedio se observa que no existen diferencias
estadísticamente significativas entre ambas
poblaciones: ta» = 0,2380 (p > 0,05) para el índi-
ce de Simpson-Gini (D) y bi = 0,1484 (p >
0,05) para el índice de Shannon (HO-

Con respecto a los coeficientes de simili-
tud de Jaccard, sus valores oscilan entre
0,5000 y 0,7311. Los valores de similitud
intrapoblacional son 0,6222 y 0,6438 para
BAM y BAH, respectivamente, siendo
0,6245 el valor de la similitud interpoblacio-
nal. La similitud intrapoblacional media
(0,6333) no resultó diferente estadísticamen-
te de la similitud interpoblacional (0,6245),
t.88 = 1,3006 (p > 0,05).

Basado en estos coeficientes de similitud
de Jaccard, se ha construido un dendrograma
que muestra las relaciones filogenéticas
existentes entre los individuos procedentes
de ambas poblaciones (Figura 2). En él se
observa que, en general, se da una separa-
ción de individuos en función del fruto hos-



Cuadro 1 .-Frecuencias observadas para cada banda de RAPD en dos poblaciones de Ceratitis
capitata obtenidas a partir de diferentes frutos hospedadores en la localidad de Basta (Valencia).

También se muestra la significación del X2de heterogeneidad para dichas frecuencias ambas
poblaciones (*p<0,05; **p<0,01, no significativo).





Fig. I.- Productos de amplificación obtenidos con el oligo C-8, para la población BAH (a), y para la población BAM (b).

Fig. 2.~ Dendrograma basado en los índices de similitud de Jaccard construido con la información de 10 individuos
de Ceratitis capitata procedentes de la población BAM (MI a MÍO) y 10 procedentes de la población BAH (HI a H10).



Cuadro 2.-Valores de biodiversidad estimados según el índice de Simpson-Gini (D) y el índice de
Shannon (FT) para cada uno de los cebadores analizados, así como el valor promedio, en dos
poblaciones naturales de C. capüata obtenidas de la localidad de Basta (Valencia) a partir de

melocotones (BAM) e higos (BAH). las diferencias promedio no son estadísticamente significativas.

pedador, quedando agrupados por un lado
los individuos procedentes de melocotones,
individuos M (excepto tres de ellos: M6, M2
y MÍO), y por otro, los individuos proceden-
tes de higos, individuos H.

DISCUSIÓN

En el presente trabajo se han analizado
183 productos de amplificación que han sido
obtenidos en Ceratitis capitata mediante la
técnica de RAPD-PCR.

De dichas 183 bandas de RAPD, solo 49
resultaron ser comunes a todos los indivi-
duos (Cuadro 1), siendo el patrón de RAPDs
diferente en cada individuo analizado, lo que
es representativo de una alta variabilidad, y
podría ser de gran interés en posteriores
estudios ya que pone de manifiesto la utili-
dad de esta técnica para determinar la huella
genética de individuos concretos (DNA fin-
gerprinting), y ello puede ser aplicado en
estudios de estimas de tamaño poblacional,

migración, colonización, preferencias de
habitats, etc., en poblaciones naturales.

Desde el punto de vista de la cantidad de
variabilidad genética presente en ambas
poblaciones (Cuadro 2) no se han detectado
diferencias estadísticamente significativas ni
en el índice de Simpson-Gini (tu = 0,2380, p >
0,05) ni en el de Shannon (b4 = 0,1484, p >
0,05). Tampoco se observa una mayor simili-
tud dentro de cada población que entre pobla-
ciones (tiss = 1,003, p > 0,05). Además, entre
las poblaciones analizadas, se ha encontrado
un valor medio de similitud de Jaccard de
0,6245, que es superior al detectado entre
poblaciones geográficamente separadas de
diferentes especies de insectos, en las cuales
toma valores de 0,47 en Melanoplus sanguini-
pes (CHAPCO et al. 1992), 0,39 en Listronotus
bonaerensis (WILLIAMS et al. 1994), 0,34 en
Aedes aegypti (BALLIGER-CRABTREE et al.
1992) ó 0,49 en la misma Ceratitis capitata
(REYES, 1995). No obstante, los valores obte-
nidos son similares a los detectados en pobla-
ciones de esta especie recogidas simultánea-



mente de diferentes frutos en una misma loca-
lidad, 0,5786 (REYES, 1995). Lo que indicaría
que la diferenciación geográfica, en esta espe-
cie, es superior a la determinada por el hospe-
dador. En base a todo ello, no se puede postu-
lar que exista una diferenciación racial asocia-
da al fruto hospedador en C. capitata.
Estarían, así, los resultados en concordancia
con la hipótesis postulada por diversos autores
(MORHANTE et ai, 1981; KRAINACKER et ai,
1987; REYES and OCHANDO, 1994) según la
cual esta especie sigue una estrategia de grano
fino, es una generalista frugívora, de modo
que frutos hospedadores diferentes son consi-
derados por este Díptero como similares, y por
ende no se desarrollaría la existencia de razas
hospedadoras.

Ño obstante lo anterior, sí que se observa
un cierto grado de diferenciación entre las
dos poblaciones, aún cuando fueron recogi-
das simultáneamente en una misma área
geográfica, siendo el único factor variable el
fruto hospedador. En el análisis de los perfi-
les de RAPDs es de destacar la presencia de
bandas exclusivas en ambas poblaciones
(Cuadro 1, Figura 1), aunque dichas bandas
se detectan en baja frecuencia. En conse-
cuencia, estas bandas no podrían ser consi-
deradas como marcadores genéticos exclusi-
vos de población ya que para ello sería nece-
sario que estuvieran presentes en todos los
individuos ó al menos en una frecuencia sig-
nificativa. Por otra parte, cabe resaltar la
existencia de 5 bandas que aparecen en fre-
cuencias estadísticamente distintas en ambas
poblaciones analizadas (Cuadro 1), si bien
estos resultados deben tomarse con precau-
ción dado el tamaño muestral empleado.

Además, en la Figura 2 puede observarse
como los individuos presentan una clara ten-
dencia a agruparse en función de su proceden-
cia hospedadora, lo que sería indicativo de que
el fruto hospedador juega un importante papel
en la diferenciación de estas poblaciones. En
este sentido, se sabe que la hembra de Ceratitis
capitata a la hora de realizar la oviposición
sobre un determinado hospedador se ve
influenciada por múltiples estímulos como son
la presencia de atractivos volátiles (FERON,

1962; SANDERS, 1962; TANAKA, 1965), olor,
forma y tamaño de la planta (SANDERS, 1968) y
color, forma y tamaño del fruto (FERON, 1962;
SANDERS, 1968; NAKAGAWA et al. 1978). Casos
de oviposición preferencial en C. capitata han
sido descritos por PROKOPY et al. (1984) en
experimentos de aceptación del fruto hospeda-
dor en relación con el tamaño del fruto. Por otra
parte, hay que tener en cuenta que también exis-
ten preferencias en los sitios de alimentación
(HENDRICHS and HENDRICHS, 1990), que podrí-
an ser responsables de que los apareamientos
no se diesen al azar entre los individuos y que
también podrían afectar a la oviposición prefe-
rencial hospedadora. En otras palabras, en la
diferenciación poblacional observada (Cuadro
1, Figura 2) podría jugar algún papel una posi-
ble preferencia de determinados genotipos a
ovipositar en un tipo de fruto hospedador con-
creto. Pero más bien, y considerando, además,
la concordancia a este respecto con los resulta-
dos correspondientes al análisis enzimático,
parece más probable que la diferenciación se
produzca como efecto de presiones selectivas
diferenciales sobre las larvas alimentadas en
uno ú otro tipo de fruto, desarrolladas en dife-
rentes microhabitats (CAREY, 1984; RODA etal,
1995).

En definitiva, estos datos obtenidos
mediante RAPD-PCR son altamente con-
gruentes con los obtenidos en estas mismas
poblaciones mediante el estudio de loci isoen-
zimáticos (RODA et al, 1995), que ponen de
manifiesto la influencia del fruto hospedador
sobre el patrón de variabilidad genética obser-
vado. Aún cuando la cantidad de variabilidad
genética detectada es menor en el caso del
estudio isoenzimático; lo que parece lógico si
recordamos que en ese caso estamos analizan-
do secuencias codificadoras de enzimas, que,
muy probablemente, están sometidas a presio-
nes selectivas estrictas, mientras que en el caso
que nos ocupa las secuencias analizadas pue-
den ser muy diversas, incluidas secuencias no
codificadoras, altamente repetitivas, etc., que
razonablemente, no sufren el mismo grado de
presiones selectivas ó incluso ninguno. Pero
tanto en un caso como en el otro, se eviden-
cian, no razas, pero si diferenciación genética:



alelos ó, paralelamente, bandas, exclusivos/as,
y loci ó bandas con frecuencias estadística-
mente diferentes en ambas poblaciones.

En conclusión, los resultados permiten afir-
mar que no se observa la existencia de razas
hospedadoras en las poblaciones de Ceratitis
capitata analizadas, aunque sí se ha detectado
cierta diferenciación genética asociada al fruto
hospedador, probablemente como consecuen-
cia de una acción selectiva diferencial sobre la
viabilidad larvaria. Evidenciándose, además,
la validez de la metodología RAPD-PCR en
los estudios taxonómicos infraespecíficos, e
incluso su utilidad para estudios epidemiológi-
cos de parentesco genético de poblaciones, y

de huella genética e identificación individual
dada la gran cantidad de bandas observable.
Lo que a su vez tiene una clara aplicación en
el desarrollo de las apropiadas estrategias de
control de plagas.
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ABSTRACT

REYES, A.; C. CALLEJAS, P. RODA Y M. D. OCHANDO: Caracterización genética en
Ceratitis capitata asociada a fruto hospedador. II Análisis mediante RAPD-PCR. Bol.
San. Veg. Plagas, 22 (2): 361-371.

We have used the RAPD-PCR tecnique, to genetically identify two simpatric popu-
lation samples of Ceratitis capitata, one infesting figs, and the other peaches.

This methodology revealed a large amount of genetic variation in these two popula-
tions. A total of 183 bands were detected, 49 present in all the screened individuals, 19
only present in one or the other population, however in low frequencies, and 5 show up
frequencies statistically different between populations. The results are discussed in rela-
tion to the validity of the RAPD-PCR technique to host and biotype diagnostics.

Keywords: Ceratitis capitata, RAPD-PCR, genetic variability, host races.
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