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Identificacion genética de Dacus —Bactrocera— oleae
Gmelin (Diptera: Tephritidae) mediante marcadores

RAPD-PCR

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

La introduccién de las metodologias genético-moleculares en el campo de la ento-
mologia aplicada nos ofrece una notable oportunidad para la identificacion objetiva de
especies, asi como para la caracterizacién de razas y biotipos.

En el presente trabajo, hemos utilizado la técnica de amplificacion al azar del ADN
gendémico mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (RAPD-PCR) buscando
marcadores especificos en la especie Dacus —Bactrocera- oleae.

Se han utilizado individuos pertenecientes a dos zonas geograficas, Genave, en Jaén

y Aguadulce, en Sevilla, y 7 cebadores (primers). Se detectaron un total de 94 bandas,
de las cuales 17 estaban presentes en todos los individuos analizados. Las 17 bandas in-
variables detectadas. representan un primer paso en la bisqueda de marcadores espe-
cie-especificos, y logicamente deberd comprobarse su ausencia en otras especies proxi-
mas de insectos antes de clasificarlas como exclusivas de Dacus —Bactrocera— oleae.
Los resultados indican que la técnica RAPD-PCR puede resultar extraordinaria-
mente iitil en estudios de caracterizacion. La posibilidad de una identificacion inequi-
voca de los insectos, incluso en sus diferentes estadios de desarrollo, tiene evidentes
aplicaciones en el desarrollo de las apropiadas estrategias de control de plagas.
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INTRODUCCION

En el campo de la entomologia aplicada
es evidente la necesidad de una segura iden-
tificacion de las plagas a combatir. Es mads,
la caracterizacién de razas y biotipos resulta
de enorme importancia especialmente para
el disefio de programas eficaces en el con-
trol de esas plagas. Una identificacién ina-
propiada o la incapacidad para reconocer di-
ferencias poblacionales y/o raciales o bioti-
picas pueden tener dristicas y costosas con-
secuencias sobre las estrategias de control.
La posibilidad de disponer de marcadores
seguros y que puedan ser obtenidos median-
te técnicas de relativa ficil aplicacidn, resul-

tarfa una herramienta enormemente valiosa
para muy diversos espectalistas.

Por otro lado, la revolucién genético mo-
lecular, especialmente en la dltima década,
ha extendido su radio de accién a mdltiples
disciplinas cientificas. La utilidad de las
técnicas moleculares para abordar diversos
tipos de problemas biolégicos ha quedado
mds que demostrada. La «resolucién» de
los métodos moleculares, permite conse-
guir una informacién imposible de obtener
por otros métodos, y ha demostrado, tam-
bien, una objetividad que otros métodcs no
poseen.

Entre las disciplinas cientificas que mejor
han aprovechado esas herramientas, lo que
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ha permitido un avance cualitativo, se en-
cuentran la sistemdtica y la biologia de po-
blaciones. Y asf, junto a la ya clésica elec-
troforesis de proteinas, utilizada en la carac-
terizacion de poblaciones, razas, etc., en di-
versas especies de interés agricola (OXFORD
y ROLLISON, eds., 1983; DIEHL y BUSH,
1984; PASHLEY, 1986; MENKEN y ULEN-
BERG, 1987; MCPHERON et al., 1988; FEDER
et al., 1988; LOXDALE y DEN HOLLANDER,
eds., 1989; FEDER et al., 1990; BERLOCHER
et al., 1993; PAYNE et al., 1995; BARUFFI et
al., 1995; NOWIERSKI et al., 1996; RODA et
al., 1996, etc.), se estdn empleando otras
técnicas como los polimorfismos para frag-
mentos de restriccién en ADN mitocondrial,
hibridacién de ADN, secuenciacién de
ADN vy proteinas, 4 otras diversas aplicacio-
nes de la reaccién en cadena de la polimera-
sa —PCR- (PASHLEY, 1989; SHEPPARD et
al., 1992; Hoy, 1994; SCHIERWATER et al.,
eds., 1994; GASPARICH et al., 1995; FUNK et
al., 1995, etc.).

Una de estas aplicaciones de la «reaccién
en cadena de la polimerasa» (PCR) desarro-
llada en los dltimos afios, origina una nueva
clase de marcadores genémicos llamados
«ADN polimérfico amplificado al azar»
(RAPD). Esta técnica del ADN polimérfico
amplificado al azar (RAPD), usando la reac-
cién en cadena de la polimerasa (PCR) en
conjunto con cortos «primers», o cebadores,
de secuencia arbitraria y conocida (RAPD-
PCR), fué aplicada por vez primera a estu-
dios poblacionales hace menos de una déca-
da (WILLIAMS et al., 1990), proporcionando
una poderosa herramienta para estudios de
genética evolutiva en general y de sistemati-
ca y taxonomia en particular. Se estd exten-
diendo su uso al andlisis de muy diversos
problemas biolégicos, y aplicandose a un
nimero creciente de organismos, poniendo
de manifiesto su utilidad y ventaja respecto
a otras técnicas moleculares, asi como gran
parte de sus potencialidades, fundamen-
talmente, aunque no exclusivamente, en es-
tudios de tipo sistematico, relaciones filoge-
néticas, en especial a nivel especifico e in-
fraespecifico, caracterizacién de razas, bio-

tipos, poblaciones, € incluso como huella
genetica a nivel de individuo.

Las ventajas que esta técnica RAPD-PCR
presenta son, por un lado, que no requiere
del conocimiento previo de la secuencia del
genoma de la especie en estudio, por otro,
que son suficientes pequeiias cantidades de
material, lo que resulta extraordinariamente
importante cuando se trabaja con organis-
mos de pequefio tamafio como muchos in-
sectos, y, ademds, que permite analizar re-
giones del genoma muy diversas que pue-
den estar sometidas a presiones selectivas
diferentes y con tasas de evolucién distintas,
lo que faculta la obtencién de marcadores
genéticos utilizables para diferenciar razas,
variedades, cepas o biotipos en toda clase de
organismos. Como consecuencia de ello, en
los ultimos afios han sido numerosos los tra-
bajos que han aplicado la técnica de RAPD-
PCR en este sentido (HUNT y PAGE, 1992;
CHALMERS et al., 1992; CHAPCO et al.,
1992; BLACK, 1993; GAWEL y BARTLETT,
1993; PERRING et al., 1993; HAYMER y
MCINNIS, 1994; GUIRAO et al., 1994; FoL-
KERTSMA et al., 1994; BARUFFI et al., 1995;
REYES, 1995; REYES et al., 1996, etc...).

Por otra parte, dentro del campo de las
plagas, la mosca del olivo, Dacus —Bactro-
cera— oleae, es una especie de gran impor-
tancia en nuestro pais por ser altamente da-
fiina y extender su accién como plaga sobre
uno de los cultivos mds importante en nues-
tra agricultura: el olivo. A pesar de su gran
importancia econdémica, son escasos los tra-
bajos encaminados a un conocimiento gené-
tico profundo de las poblaciones de Dacus
—Bactrocera— oleae.

Ademds de ese desconocimiento genético,
esta especie, ain recientemente ha suscitado
polémica respecto a su situacioén taxondmica
(WHITE y WANG, 1992), de ahi la utiliza-
cién que hacemos de los dos nombres gené-
ricos, Dacus y Bactrocera.

Asfi pues, por lo que respecta a D. —-B.—
oleae, es evidente, no solo ese interés que po-
driamos definir puramente taxonémico, sino
y de manera fundamental, se afiade el interés
agro-econémico, y sistemdtico en general, de
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relaciones filogenéticas, especialmente en la
actualidad cuando la eliminacién de fronteras
hace imprescindible un estricto control de las
exportaciones y una identificacién que resul-
te inequivoca, facil, rdpida, ttil en cualquier
fase del ciclo vital y suficientemente sensiti-
va para distinguir no solo especies préximas,
sino, incluso, razas, biotipos o poblaciones,
lo que permitiria la monitorizacién del movi-
miento poblacional y el andlisis del flujo ge-
nético entre diversas regiones.

Considerando lo anteriormente expuesto,
nos hemos planteado la bisqueda de marca-
dores moleculares especificos (de especie),
e incluso poblacionales, en dos muestras de
Dacus —Bactrocera— oleae, procedentes de
Jaen y Sevilla. La finalidad del presente tra-
bajo es determinar, mediante la técnica de
RAPD-PCR, la presencia de marcadores in-
variables, que pudieran aceptarse inicial-
mente como especie-especificos, o incluso
marcadores de poblacién, asi como conocer
el grado de diferenciacién genética entre
ambas poblaciones.

MATERIAL Y METODOS

Se han analizado dos muestras poblacio-
nales de Dacus —Bactrocera— oleae de dos
diferentes zonas geogrificas: Genave, en
Jaen y Aguadulce, en Sevilla.

Los frutos infestados fueron recogidos en
Octubre-Noviembre de 1994 y llevados a una
cdmara climdtica (23 °C + 2°) para permitir
el desarrollo larvario. Posteriormente, los in-
dividuos adultos que emergieron eran conge-
lados a —20 °C hasta su posterior anlisis.

Fueron analizadas un total de 30 moscas,
individualmente, por poblacion, mediante la
aplicacién de la metodologia de RAPD-
PCR, utilizandose 7 diferentes cebadores,
pertenecientes a la serie C de la casa Operon
Technologies: OPC-02, OPC-14, OPC-15,
OPC-16, OPC-18, OPC-19, y OPC-20.

El ADN gendémico de cada individuo fué
extraido segun un método fenol-SDS dise-
flado para muestras de pequefio tamaifio
(REYES et al., 1997). Una vez purificado,

fué valorado espectrofotométricamente y
comprobada su calidad en un gel de agarosa
al 0,7% (SAMBROOK et al., 1989).

Las reacciones de amplificacién se lleva-
ron a cabo siguiendo el protocolo de WI-
LLIAMS et al. (1990), con ligeras modifica-
ciones, en un volumen final de 25 pl, conte-
niendo Tris-HCI 10mM pH 8,3 a temperatu-
ra ambiente, KCI 10 mM, MgCl, 4mM, 100
puM de cada uno de los desoxinucledtidos
dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 5 picomoles del
oligodecdmero correspondiente, 25 ng de
ADN gendmico y 1,25 u del fragmento
Stoffel de la ADN polimerasa Amplitaq
(Perkin Elmer).

Para la obtencién de los perfiles de RAPDs
se utilizé un termociclador programable Pel-
tier PTC-100 (MJ Research). El programa
empleado para la amplificacién consta de un
ciclo inicial de 6 minutos a 94 °C, para des-
naturalizacién, 45 ciclos de amplificacién en
tres pasos, 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 36
°C, 2 minutos a 72 °C, y un ultimo ciclo de
terminacién, 6 minutos a 72 °C.

Los productos de amplificacién se resol-
vieron en geles de agarosa al 2% con tam-
p6n Tris-acético-EDTA (TAE) y se visuali-
zaron tras tincién con bromuro de etidio
(EtBr, 1mg/ml) en un transiluminador de luz
ultravioleta.

Los resultados de la amplificacién se in-
terpretaron en forma de presencia o ausen-
cia de bandas, sin tener en cuenta las dife-
rencias en intensidad de las mismas. Se con-
sideraron, por un lado las bandas invariables
y por otro las bandas variables, tanto a nivel
de poblacién como en el total de los 60 indi-
viduos analizados.

Se calcularon los indices de biodiversidad
de SIMPSON-GINI (D) y de SHANNON (H’)
(BROWER y ZAR, 1984), asi como los coefi-
cientes de similitud de JACCARD, intra e
interpoblacionales.

RESULTADOS

Se detectaron un total de 94 productos de
amplificacién cuyo tamaiio oscilaba entre
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450 y 1.500 pares de bases, y que resultaron
reproducibles en todos los casos.

La cantidad de variabilidad encontrada,
como promedio de bandas por individuo y
cebador —primer—, puede observarse en el
Cuadro 1, tanto respecto a marcadores va-
riables como invariables —constantes—.

En el Cuadro 2 se muestra la clasificacion
de los diferentes tipos de bandas, segin fue-
sen variables o constantes —invariables—, y
se presentasen en solo una de las poblacio-
nes o fuesen comunes a todos los individuos
analizados. Como puede observarse, 77 ban-
das fueron variables, de ellas 66 en la mues-
tra de Jaén, y 65 en la de Sevilla. El perfil
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de cada una de las 60 moscas analizadas re-
sulté diferente.

Bandas exclusivas de una poblacién, es
decir, presentes solo en una de las poblacio-
nes y ausentes en la otra, fueron 7 para Jaén
y 4 para Sevilla, aunque en todos los casos
estos marcadores de poblacién se presenta-
ban en muy bajas frecuencias.

Y por tltimo, bandas presentes en todos y
cada uno de los individuos analizados, es
decir, marcadores invariables, fueron 17. En
el Cuadro 3 pueden observarse estos marca-
dores especificos, invariables, encontrados
para cada primer, asi como su tamaifio en
pares de bases. Para todos los primers se

Cuadro 1.—Cuantificacién de la variabilidad observada por individuo y cebador

Niimero de bandas variables

Nimero de bandas invariables

Por individuo

Por cebador

1,28

11

23 en Jaén
(17 comunes)
19 en Sevilla
2,43

Cuadro 2.-Clasificacion de los distintos tipos de marcadores RAPDs observados segin
se manifestasen como variables o invariables en las dos poblaciones analizadas

BANDAS
Poblacién Constantes
Variables - ——
Diagnéstico pob. Diagnéstico esp.
Jaén 66 7 17
Sevilla 65 4
Total 77 11 17

Cuadro 3.-Bandas invariables, constantes en todos los individuos analizados, que pueden
ser consideradas —en principio— diagnéstico para la especie, clasificadas por pares de bases

Primer N.° Bandas PB
OPC-02 4 600, 700, 800, 1000
OPC-14 2 550, 900
OPC-15 3 450, 550, 800
OPC-16 2 1100, 1300
OPC-18 1 1500
OPC-19 2 500, 850
OPC-20 3 500, 600, 700
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ha encontrado algin marcador invariable,
desde uno, el de mayor tamaifio, de 1.500
pares de bases, en el caso del cebador OPC-
18, hasta 4, de tamafios menores en el caso
del OPC-02.

En las Figuras 1 y 2, pueden observarse
algunos de los perfiles obtenidos, asi como
las bandas constantes en cada caso. Se pre-
sentan a modo de ejemplo los productos de
amplificacion para 10 individuos de cada
poblacién con el cebador OPC- 02 y el
OPC-14. Se senalan las bandas diagndstico

de especie, comunes a todos los individuos
analizados.

Los indices de biodiversidad de Simpson-
Gini (D) y de Shannon (H) promedio de los
siete cebadores utilizados, se muestran en el
Cuadro 4. Como puede observarse estos in-
dices son muy semejantes para ambas po-
blaciones analizadas, no existiendo diferen-
cias estadisticamente significativas entre
ambas poblaciones.

Tambien se han calculado los coeficientes
de similitud de Jaccard (Cuadro 4), intra e

Fig. 1.-Patrones de amplificacién obtenidos en Dacus oleae utilizando el cebador OPC 02.
Linea 1, marcador escalera de peso molecular. Lineas 2-11, individuos de la poblacién de Jaen.
Lineas 12-20, individuos de la poblacién de Sevilla. Las flechas indican las bandas diagnéstico.

600 ~-—

Fig. 2.-Patrones de amplificacién obtenidos en Dacus oleae utilizando el cebador OPC 14.
Linea I, marcador escalera de peso molecular. Lineas 2-11, individuos de la poblacién de Jaen.
Lineas 12-20, individuos de la poblacién de Sevilla. Las flechas indican las bandas diagnéstico.
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Cuadro 4.-Indices de Biodiversidad de Simpson-Gini (D) y de Shannon (H), promedio
de los 7 cebadores usados, asi como coeficientes de Jaccard intra (promedio) e interpoblacionales

Indices de Biodiversidad

Coeficientes de Jaccard

Poblaciones D ° - o
Jaén 0,974 0,883
Sevilla 0,977 0,887 0,7000 0,6927

interpoblacionales, siendo extraordinaria-
mente semejantes El valor de similitud intra-
poblacional promedio es 0,7000, y 0,6924 el
valor de la similitud interpoblacional, que no
resultaron diferentes estadisticamente.

DISCUSION

En el presente trabajo se han obtenido,
en Dacus —Bactrocera— oleae, 94 produc-
tos de amplificacién mediante la técnica de
RAPD-PCR vy la utilizacién de 7 primers
—cebadores—.

De esas 94 bandas de RAPD, 17 resulta-
ron ser comunes a todos los individuos
(Cuadro 1, y Cuadro 2), siendo el patr6n de
RAPD:s diferente en cada individuo analiza-
do, lo que es representativo de una alta va-
riabilidad, y podria ser de gran interés en
posteriores estudios ya que pone de mani-
fiesto la utilidad de esta técnica para deter-
minar la huella genética de individuos con-
cretos (DNA fingerprinting), y ello puede
ser aplicado en estudios de estimas de tama-
flo poblacional, flujo genético, colonizacién,
preferencias de hdbitats, etc., en poblaciones
naturales.

Desde el punto de vista de la cantidad de
variabilidad genética presente en ambas po-
blaciones (Cuadro 3) no se han detectado di-
ferencias ni en el indice de Simpson-Gini ni
en el de Shannon. Tampoco se observa una
mayor similitud dentro de cada poblacién
que entre poblaciones (valores de Jaccard,
Cuadro 3). Ademds, entre las poblaciones
analizadas, se ha encontrado un valor medio
de similitud de Jaccard de 69,24% (0,6924),
que es superior al detectado entre poblacio-

nes geograficamente separadas de diferentes
especies de insectos, en las cuales toma va-
lores de 47,3% en Melanoplus sanguinipes
(CHAPCO et al., 1992), 39,1% en Listrono-
tus bonaerensis (WILLIAMS et al., 1994),
33,6% en Aedes aegypti (BALLINGER-CRAB-
TREE et al., 1992) 0 49%, 57,86%, y 62,45%
en Ceratitis capitata (REYES, 1995; REYES
et al., 1996). En el caso de la propia especie
D. oleae, el presente trabajo constituye la
primera publicacién de este tipo en la espe-
cie, (otra publicacién que utilizé tambien la
misma especie y aplic6 RAPD-PCR, no re-
sulta comparable ya que realizé las extrac-
ciones por grupos de individuos en conjun-
to, CENIS y BEITIA, 1994). Solo disponemos
para una posible comparacién, de datos pro-
pios (no publicados como articulo, presenta-
dos en el XX International Congress of En-
tomology, OCHANDO et al., 1996) referentes
tambien a las mismas zonas geogrificas,
pero utilizando distintos cebadores. Los re-
sultados obtenidos, en este dltimo caso, die-
ron unos valores de similitud de Jaccard de
66,27% interpoblacional y 66,82% prome-
dio intrapoblacional. Tampoco los indices
de biodiversidad mostraron diferencias sig-
nificativas entre las dos muestras utilizadas.

Estos datos obtenidos mediante RAPD-
PCR son altamente congruentes con los ob-
tenidos en estas mismas poblaciones me-
diante el estudio de loci isoenzimaticos, o
los ya nombrados, con la aplicacién de otros
cebadores (OCHANDO et al., 1994, 1996),
que ponen de manifiesto el patrén de varia-
bilidad genética observado, de gran simili-
tud genética entre las diversas poblaciones
analizadas. Aiin cuando la cantidad de va-
riabilidad genética detectada es alta en
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ambos casos, a pesar de que en el estudio
isoenzimatico estamos analizando secuen-
cias codificadoras de enzimas, que, muy
probablemente, estdn sometidas a presiones
selectivas estrictas, mientras que en el caso
que nos ocupa las secuencias analizadas
pueden ser muy diversas, incluidas secuen-
cias no codificadoras, altamente repetitivas,
etc., que razonablemente, no sufren el
mismo grado de presiones selectivas o in-
cluso ninguno.

Dos podrian ser las causas relacionadas
con el patrén de distribucién de la variabili-
dad en esta especie, una neutral, y otra selec-
tiva. Aunque, logicamente, mucha mayor in-
formacién, en tiempo y espacio, serd necesa-
ria para obtener resultados concluyentes.

Una de las posibilidades tedricas para ex-
plicar la no diferenciacién poblacional en
una especie, es su reciente dispersién, el
tiempo insuficiente para una evolucién dife-
renciadora. En el caso que nos ocupa, y a
pesar de que la primera referencia de la pre-
sencia de D. oleae en nuestro pais data de
1805, parece 16gico pensar que su llegada a
la Peninsula Ibérica, se produjo con la intro-
duccion de los olivos silvestres desde Africa
y Asia Occidental, posiblemente por los fe-
nicios (RUIZ, 1948), y por tanto, el tiempo
transcurrido resultaria, en principio, sufi-
ciente para la diferenciacién genética.

El otro aspecto que podria explicar el alto
grado de similitud observado puede relacio-
narse con la estricta monofagia de la especie
analizada que implicaria semejante adapta-
cién y por ende similares efectos selectivos
sobre los individuos de diferentes zonas ge-
ogréficas. No obstante, debemos considerar:
por un lado, que las presiones selectivas
pueden ser diferentes sobre las dos pobla-
ciones, no por efectos del sustrato nutritivo,
pero si por efecto de la climatologia y de los
insecticidas empleados por los agricultores
en unas y otras zonas; y por otro lado, no
debemos olvidar que los marcadores aqui
analizados no necesariamente son dianas de
la seleccién natural, ya que se estan amplifi-
cando zonas del genoma puramente al azar,
y por tanto es esperable que se incluyan re-

giones codificadoras y no codificadoras, re-
giones con diferentes funciones genéticas,...
En definitiva, quizds los valores de similitud
observados son mds altos de lo esperado, y
debemos, como hemos dicho anteriormente,
conseguir una més completa informacién
para extraer conclusiones definitivas.

A pesar de lo anteriormente expuesto,
tanto en un caso como en el otro (andlisis
proteico, y gendmico), se evidencia, cierto,
aunque muy pequefio, grado de diferen-
ciacién genética: alelos o, paralelamente,
bandas, exclusivos/as de poblaci6n; siempre
en muy bajas frecuencias. En consecuencia,
estas bandas no podrian ser consideradas
como marcadores genéticos diagndstico de
poblacién, ya que para ello seria necesario
que estuvieran presentes en todos los indivi-
duos o al menos en una frecuencia significa-
tiva en la poblacién. En cualquier caso, y
con los datos disponibles hoy, podemos afir-
mar que no se observa la existencia de razas
geogrificas en las poblaciones de Dacus
—Bactrocera— oleae analizadas.

Con respecto a la otra finalidad de nuestro
trabajo, dice DREW (1989) en su capitulo
dedicado a caracteres taxonémicos, que los
Tefritidos, particularmente la subfamilia
Dacinae, son uno de los grupos de insectos
mads dificiles de estudiar taxonémicamente,
ha sido arddo encontrar caracteres taxon6-
micos sélidos, y esto ha creado importantes
problemas. Todavia en 1992 se publicaban
datos sobre la polémica taxonémica (WHITE
y WANG, 1992), y de hecho nuestro material
bioldgico se designa en dos diferentes géne-
ros (Dacus, y Bactrocera). Asi pues, la de-
teccion de marcadores adecuados, resulta
necesaria.

La bisqueda de marcadores moleculares
especie-especificos, diagndstico, exclusivos,
objetivo fundamental del presente trabajo
podemos considerar que se ha logrado ple-
namente, ya que con todos y cada uno de los
7 cebadores utilizados se han detectado ban-
das invariables (Cuadros 3 y 4). Se detecta-
ron un total de 17 marcadores constantes,
presentes en todos y cada uno de los 60 in-
dividuos analizados. Marcadores de diver-
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sos tamafios y conseguidos, como hemos
dicho, para todos los cebadores. Uno en el
caso del primer OPC-18, y hasta 4 en el
caso del OPC-02. Lo que evidencia la sensi-
bilidad y utilidad de la técnica para este tipo
de trabajos. No obstante, logicamente, antes
de conclusiones definitivas, habrd que con-
trastar estos mismos primers en las especies
préximas para descartar su presencia en las
mismas, asi como ampliar los estudios a
otras poblaciones de la especie estudiada.

Los datos sobre variabilidad genética intra
¢ interpoblacional que facilita este tipo de
metodologia, resultan extraordinariamente
ttiles a dos niveles. Por un lado, la informa-
cién «cuantitativa», que permite el estable-
cimiento de las relaciones filogenéticas
entre poblaciones, y la construccién de
mapas biogeogréficos, a nivel genético, de
la distribucién de la especie. Y la derivacién
de informacién significativa respecto a flujo
genético, colonizacidn..., en definitiva,
sobre movimiento de la plaga, algo de extra-
ordinaria importancia en el campo del con-
trol. Y por otro lado, la informacién «cuali-
tativa», la de aquellas bandas o marcadores,
que son exclusivas/os o diagnéstico de espe-
cie. La necesidad de una identificacién no
ambigua en el campo del control biolégico,
es evidente. Resulta imprescindible para
muchos profesionales, laboratorios de cua-
rentena, etc., conocer con exactitud, y a ser
posible rapidez y sencillez, la presencia de
potenciales plagas, en cualquier nivel de de-
sarrollo que se observe (huevo, larva, pupa,
adulto). Las bandas de RAPD, de ADN ge-
ndémico, deben estar presentes en cualquiera
de esos estadios.

En conclusién, aunque la delimitacién de
especies y razas o biotipos, esta todavia do-
minada por aproximaciones tradicionales,
que ciertamente mantendrdn su valor en el
futuro, datos moleculares y andlisis cualita-
tivo, estdn evidenciando su inestimable y
objetivo valor en el campo de la sistematica
y relaciones filogenéticas; aunque desafor-

tunadamente todavia estdn subexplotados. Y
algo semejante podria afiadirse con respecto
al disefio de programas de control biolégico:
es obvia la necesidad de estudios profundos
sobre la variabilidad genética intra e inter-
poblacional para la adquisién de informa-
cién que podria resultar clave en nuestra
lucha contra las plagas (tamafio efectivo de
las poblaciones, monitorizacién de movi-
mientos, flujo genético, etc).

CONCLUSIONES

En definitiva, los resultados obtenidos
ponen de manifiesto:

* La validez del método de RAPD-PCR.

¢ Su utilidad en el posible establecimien-
to de relaciones filogenéticas

* Su utilidad para monitorizar el movi-
miento de la plaga, colonizacién, flujo gené-
tico.

¢ La existencia de bandas exclusivas de
poblacién, que podrian conducirnos a hablar
de biotipos o razas, en un futuro, ain cuan-
do por el momento no son suficientes para
ello, debido a su baja frecuencia.

* La existencia de bandas diagndstico de
especie, al menos, en principio. Y que debe-
rdn ser contrastadas en especies préximas
para concluir, si en ellas no se encuentran,
que realmente son «identificatorias», exclu-
sivas de la especie en estudio.
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ABSTRACT

CALLEJAS, C.; RODA, P.; REYES, A. y OCHANDO, M. D., 1998: Identificacién gené-
tica de Dacus —-Bactrocera— oleae Gmelin (Diptera: Tephritidae) mediante marcadores
RAPD-PCR. Bol. San. Veg. Plagas, 24(Adenda al n.° 4): 873-882.

The introduction of molecular genetic methodologies in the field of applied ento-
mology, can offer us an unique opportunity for unambigous identification of species, as
well as for the characterization of races, biotypes and populations.

In the present work, we have used the RAPD-PCR tecnique, to genetically identify
two population samples of Dacus -Bactrocera- oleae, one from Jaen, and the other
from Sevilla. A total of 30 adult flies from each population were screened with 7 dife-

rent primers.

From the 94 obtained bands, 17 were present in all the analyzed individuals, 11
only present in one or the other population, however in very low frequencies, and the

rest were variables.

The results make evident the validity of the RAPD-PCR technique for characteriza-
tion and unambiguous identification of insects, with the obvious derived advantages for

pest control management.

Key words: Dacus —Bactrocera— oleae, RAPD-PCR, molecular markers, genetic

variability, genetic identification.
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