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Resumen

En este trabajo se evalud la variabilidad genética de poblaciones de Bemisia tabaci
sobre cuatro variedades del cultivo de jitomate: a) Solanum lycopersicum L. cv. Toroty;
b) S. lycopersicum cv. CECOT, c) S. lycopersicum cv. Pegaso y d) S. lycopersicum cv.
Pegaso F1) y una variedad de melén Cucumis melo L. cv. SummerDew en la en la
region centro costera de Veracruz, mediante el polimorfismo de ADN amplificado al azar
(RAPD). Se colectaron 50 individuos de cada una de las poblaciones. Se realiz6 la
extraccion de ADN de cada individuo, y a partir de este, se obtuvieron los perfiles
electroforéticos para cada una de las moscas blancas colectadas empleando cinco
oligonucledtidos. Asimismo, se realizaron andlisis genéticos (UPGMA) y estadisticos
(Andlisis de Correspondencia (AC) y AMOVA) para buscar una posible estructura
genético-poblacional. Los resultados muestran una gran diversidad genética al ser
polimérficos el 100% de los fragmentos generados mediante RAPDS, sin embargo, los
perfiles electroforéticos mostraron una similitud alta entre individuos obtenidos del
mismo cultivar. El analisis UPGMA y el AC agrupan los individuos de acuerdo al cultivar
del que fueron colectados, mostrando una posible estructura poblacional, lo cual fue
corroborado por el AMOVA (PhiTP = 0.243, p<0.01), explicando el 24% de la variacion
genética total debido a la procedencia de la muestra. Los resultados del presente
trabajo sugieren fuertemente la presencia de multiples especies cripticas pertenecientes

al complejo B. tabaci.
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I. INTRODUCCION

El cultivo de hortalizas en México asciende a poco mas de 8.6 millones de toneladas
anualmente, las cuales aportan el 16 % del valor agricola total del pais, éstas son
producidas en 280 mil hectareas dedicadas a esta actividad, donde los principales
productores son: Baja California, Estado de Meéxico, Jalisco, Sinaloa, Sonora,
Michoacan, Morelos y Oaxaca (Hidroponia, 2016).

La mosca blanca Bemisia tabaci es un insecto de importancia agricola, ya que algunas
especies causan graves pérdidas econdémicas en los cultivos, principalmente en zonas
tropicales y subtropicales, tanto en invernadero como en cultivos a cielo abierto
(Gonzélez y Gallardo 1999; Lugo et al.,, 2011) y como dafios indirectos las moscas
blancas tienen la capacidad de transmitir virus a sus hospederos, afectando el
desarrollo normal de las plantas, el rendimiento y la calidad de los productos a cosechar
(Arnal et al. 1994; Morales y Anderson, 2001; Lugo et al., 2011).

Las moscas blancas, es un complejo de numerosas especies morfoldgicamente
indistinguibles; en las ultimas tres décadas, dos de sus miembros (MED y MEAM1) se
han convertido en algunas de las plagas agricolas mas dafiinas del mundo. Afectan a
una amplia gama de cultivos de importancia agricola, los dafios son relacionados con la

alimentacion y la transmision de numerosos virus de plantas (Elfekih et al., 2018).

La introduccién de especies invasoras es uno de los principales impulsores de la
disminucién de la rigueza de especies en sitios especificos (Sax et al., 2007) y han
surgido como amenazas importantes para el bienestar social y economico de las

comunidades; mas de 120,000 especies han invadido Australia, Brasil, India, Sudéfrica,



los Estados Unidos de América y el Reino Unido; las caracteristicas que hacen que las
especies sean invasoras son diversas e idiosincrasicas, pero un elemento importante
para una especie invasora es la capacidad de adaptarse rapidamente al cambio
ambiental (Poulin et al., 2002). Cuando la adaptacion es genética, entonces la evidencia
de ello puede rastrearse comparando los genomas de especies invasoras y no
invasivas. El complejo de especies B. tabaci, contiene algunas de las plagas agricolas
mas dafinas del mundo, asi como especies que no muestran capacidad invasiva
(Perring et al., 1993).

Andlisis filogenéticos indican que B. tabaci es un complejo compuesto por 28 especies
morfolégicamente indistinguibles (Shu-sheng et al., 2012); asi mismo las especies
filogenéticas tienen una importancia bioldgica limitada, debido a que sus criterios y
grados de diferencia son intrinsecamente subjetivos (Avise, 2000). Un analisis
combinado de la filogenética molecular y la incompatibilidad reproductiva ha
demostrado ser un enfoque productivo para estudiar la sistemética de complejos de

especies morfolégicamente indistinguibles (Heraty et al. 2007).

La mosca blanca tiene una distribucién global y una amplia diversidad genética
(Dinsdale et al., 2010), por lo que el estado de esta plaga de B. tabaci ha aumentado
considerablemente en los ultimos 20 afos, debido a las invasiones generalizadas de lo

gue se ha denominado biotipos B y Q de la mosca blanca (De Barro et al., 2011).



II. ANTECEDENTES

Autores como Jones y Kitching (1981) definen una plaga como un organismo que dafia
los cultivos, destruye productos, transmite o causa enfermedades, es molesto o, de

alguna otra manera, entra en conflicto con las necesidades o los intereses humanos.

La preocupacion internacional por preservar la biodiversidad extiende aun mas la
definicion de plaga a una especie que puede causar el declive de las especies nativas o
altera la estructura y funcion de los ecosistemas naturales (Worner, 2002). Mas
recientemente, las invasiones de plagas han sido reconocidas como una causa
importante de pérdida de biodiversidad, pero las plagas como "vectores" también se
pueden considerar como factores de aparicion o reaparicion de virus (Anderson et al.,
2004).

La historia de B. tabaci como plaga se remonta a 1889; sin embargo, gran parte de la
atencion actual sobre B. tabaci se centra en una serie de eventos de invasion
importantes (Brown et al., 1995). El primer evento de invasion mundial importante que
se conoce es el del biotipo B, que comenzé a finales de los afios 80 principalmente a
través del comercio de plantas ornamentales (Broadbent et al., 1989). En los ultimos
afos, esto ha sido seguido por la propagaciéon global de Q (Mediterraneo), que se ha
extendido desde su origen en los paises que bordean la Cuenca del Mediterraneo a al
menos 10 paises (Canada, China, Guatemala, Japon, México, Paises Bajos, Nueva

Zelanda, Corea del Sur, Uruguay, Estados Unidos) (Sseruwagi, 2006).

El concepto de biotipo en B. tabaci cobrd importancia con la invasion del sur de los

Estados Unidos por una B. tabaci que se comportaron de manera muy diferente a la de



la poblacion nativa. El invasor tenia un perfil de esterasa y un rango de hospedadores
diferentes a los de la poblacion indigena y, con base a las observaciones anteriores de
la utilizacion diferencial del hospedador, se lo llamo biotipo B y la poblacion nativa como
biotipo A (Bedford et al., 1993).

Estudios realizados por Gawel (1993) sobre aloezimas y RAPD-PCR mostraron
diferencias consistentes adicionales entre los biotipos A y B, ademas, eran
reproductivamente incompatibles. Pero a diferencia de las aplicaciones anteriores del
término raza huésped o biotipo, Dinsdale (2010) menciona que el término ahora se
aplicaba a dos grupos que, hasta la intervencibn humana mas reciente, estaban
consideradas como alopatricas. Segun Perring (2001) la aplicacion del biotipo era
comprensible dado el nivel de conocimiento en ese momento. Desde la determinacion

de Ay B, ha habido una explosién en la designacion de biotipo.

De acuerdo a Brown et al.,, (1995) algunos rasgos utilizados para caracterizar los
biotipos incluyen la capacidad de dispersarse ampliamente y la resistencia a los
insecticidas, en el caso de la resistencia a los insecticidas Barat et al., (2008) lo estudio
solo para el biotipo B, el autor la detectd en individuos que pertenecen a Asia |,
Mediterraneo y los grupos genéticos del Nuevo Mundo, ademas de que argument6 que
aunque B contiene genotipos tanto susceptibles como resistentes carece de la

variabilidad encontrada en poblaciones que no son del Biotipo B.

De acuerdo a Zang (2006) existe una estructura genética que permite dividir B. tabaci
en una serie de subgrupos bien definidos. Ademas, como las descripciones de la gran
mayoria de los biotipos se basan principalmente en marcadores genéticos, ya sean
proteinas o ADN, y no en datos bioldgicos, el término biotipo en el contexto de B. tabaci

es un término sustituto para un grupo genético. Por lo tanto, el autor sugirié que es hora



de dejar de lado la terminologia del biotipo promulgada por Bird en 1957 y centrarse en

la estructura genética.

Los diferentes biotipos de B. tabaci son reconocidos usualmente por la presencia de
reacciones fitotoxicas especificas y marcadores bioquimicos de esterasas (Perring,
2001). Junto con ello, el uso de marcadores moleculares ha contribuido
considerablemente al estudio de la variacion de esta mosca blanca, ya que permiten
obtener resultados mas confiables, precisos, reproducibles y son capaces de detectar

pequefias variaciones en el genoma (Rosales et al., 2010).

Se han realizado trabajos con la finalidad de evaluar la variabilidad genética de las
poblaciones de B. tabaci, como el reportado por Alvarado et al. (2013) quienes
evaluaron dos sub-poblaciones de B. tabaci sobre el cultivo del pimenton (Capsicum
annuum L.) empleando el polimorfismo de ADN amplificado al azar (RAPD), los autores
obtuvieron un perfil electroforético para cada uno de los individuos colectados en el que
se pudieron verificar bandas polimorficas, lo que les permitié concluir que se presenta
una amplia variabilidad intra e interpoblacional de la mosca blanca, infiriéndose la
existencia de barreras espaciales y/o temporales que han limitado el flujo genético entre

ambas subpoblaciones (Alvarado et al., 2013).



[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante los ultimos afios la plaga mosca blanca han sido considerada como uno de los
principales problemas fitosanitarios de importancia econdmica en hortalizas, esto
debido al impacto que tienen sobre los cultivos y a la dificultad para controlarla, ya que
estos organismos han ido adquiriendo una plasticidad genética alta debido a las
presiones ambientales y de manejo de los cultivos, lo cual ha provocado el surgimiento
de diferentes rasgos funcionales y variaciones fenotipicas, asi como de resistencia a los

productos quimicos de control.

Ademas de que se requiere verificar si las moscas blancas presentan variabilidad
genética de acuerdo al hospedero que habitan, esto con la finalidad de saber si las
moscas blancas han evolucionado de a cuerdo las condiciones que se les presenten, o
si son iguales morfolégica y genéticamente



IV. OBJETIVOS

4.1 General

Estimar la variabilidad genética de mosca blanca asociada al cultivo de hortalizas

mediante marcadores RAPDSs.

4.2 Especificos

e Estimar el nivel de variabilidad genética de individuos de mosca blanca mediante
perfiles electroforéticos de RAPDs.
e Determinar si existe estructura poblacional entre los individuos de mosca blanca

acorde con el cultivar de procedencia



V. HIPOTESIS

Existe un alto nivel de variabilidad genética en mosca blanca, asociada a diversos

cultivos de hortalizas en el estado de Veracruz.



VI. MARCO TEORICO

6.1 Generalidades

Bemisia tabaci (Gennadius) (Insecta: Hemiptera: Homoptera: Sternorrhyncha:
Aleyrodoidea: Aleyrodidae: Aleyrodinae) es un insecto de alimentacion del floema que
vive predominantemente de especies herbaceas. Es una plaga considerable de la
produccion ornamental, vegetal, de leguminosas y de algoddén, que causa dafios
directamente a través de la alimentacion e indirectamente a través de la transmision de

virus patdgenos de plantas, principalmente begomovirus (Jones, 2003).

Las moscas blancas tienen machos haploides y hembras diploides (Delatte et al., 2005).
Anteriormente se pensaba que B. tabaci era una especie Unica compuesta de varios
grupos bien diferenciados, y recientemente esos grupos habian sido referidos como
especies, y ahora se considera que B. tabaci estd compuesta por un complejo de 24
especies cripticas que apenas se cruzan y forman diferentes formas filogenéticas
(Dinsdale et al., 2010).

El primer concepto de variabilidad genética entre los diferentes grupos de B. tabaci se
baso en las diferencias biologicas en la forma de utilizacion del huésped, ya que la
existencia de razas se relaciona con la planta huésped (De Barro et al., 2011). Existe
una estructura genética que permite dividir B. tabaci en una serie de subgrupos bien
definidos, y es igualmente cierto que no hay 36 biotipos. Ademéas, como las
descripciones de la gran mayoria de los biotipos se basan principalmente en
marcadores genéticos, ya sean proteinas o ADN, y no en datos bioldgicos, el término
biotipo en el contexto de B. tabaci es un término sustituto para un grupo genético. Por lo
tanto, es hora de dejar de lado la terminologia del biotipo promulgada por Bird en 1957
y centrarse en la estructura genética (De Barro et al., 2011).



Algunas de las especies mas importantes de moscas blancas Aleurotrachelus socialis
Bondar, Bemisia tuberculata Bondar, Trialeurodes variabilis Quaintance, T.
vaporiarorum (Westwood), Bemisia tabaci - Gennadius Aleurathrixus aepim vy
Tetraleurodes sp., siendo los géneros Bemisia y Trialeurodes los mas comunes en el
caso del algodon Trialeurodes vaporariorum o Trialeurodes variabilis: llamada mosca
blanca de los invernaderos, descrita por primera vez en Inglaterra en 1856 y registrada
en Estados Unidos en Es originaria de América tropical o subtropical (probablemente
Brasil o México) y su rango de hospederos incluye plantas de mas de 250 géneros

distribuidos en cerca de 85 familias (Tsai y Wang, 1996).

6.1.1. Hospederos

Los principales cultivos que ataca son: jitomate (Lycopersicum esculentum Mill), sandia
(Citrullus vulgaris Schard), frijol (Phaseolus vulgaris L.), chile (Capsicum annuum L.),
algodoén (Gossypium hirsutum L.), melén (Cucumis melo L.), col (Brassica oleracea L.),
citricos (Citrus sp.), entre otros (Romero y Anaya, 1998). El cultivo en el que mejor se

desarrolla B. argentifolii es la berenjena (Solanum melongena L.) (Tsai y Wang, 1996).

6.1.2 Taxonomia

La mosca blanca o también conocida como mosca blanca, mosca blanca de la hoja
plateada; pertenece a la Clase: Insecta; Orden: Hemiptera; Familia: Aleyrodidae;
Género: Bemisia; Especie: argentifolii Bellows y Perring, tabaci Gennadius (Viscarret,
1996).
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6.1.3 Morfologia

La mosca blanca posee metamorfosis incompleta, es decir, su ciclo biologico

presenta los estadios de huevecillo, ninfa y adulto (Mau y Lee, 2007).

Huevo. El huevecillo tiene forma oval con la parte anterior mas aguda que la
posterior, es de color amarillo palido recién ovipositado y de color castafio oscuro
antes de la eclosion, miden en promedio 0.2 mm y el corion es liso y brillante
(Ortega, 2008).

Ninfa. Las ninfas pasan por cuatro instares, el primero recibe el nombre de
“‘caminante” y el ultimo de “pupa”. El primer instar ninfal es de forma oval,
aplanada, semitransparente, de color verde amarillento, mide en promedio 0.3
mm de largo y con apariencia de una pequefia escama. La ninfa de primer instar
empieza su movimiento sobre el envés de las hojas después de 1-2 horas de
eclosionado el huevecillo, hasta que encuentran un sitio donde alimentarse y ahi
se establecen, usualmente el proceso dura un dia. Al fijarse la ninfa del primer
estadio, inserta sus partes bucales (estilete) en la hoja para alimentarse y
permanece en este sitio hasta llegar al estado adulto. El segundo instar mide en
promedio 0.5 mm de largo. El tercero y cuarto instar miden en promedio 0.7 y 0.8
mm de largo, respectivamente. En la etapa final del tercer y cuarto instar poseen
manchas oculares distintivas, por lo que se les denomina comunmente ninfas de
ojos rojos. El cuarto instar ninfal, o “pupa”, tiene manchas oculares prominentes,

es ovalada, plana y con los margenes externos redondeados (Ortega, 2008).
Adulto. Los adultos de mosca blanca de la hoja plateada son insectos pequefios

de 0.8 a 1.2 mm de longitud, presentan un cuerpo de color amarillo palido y alas

de color blanco (Ortega, 2008).
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6.2. Plagas y enfermedades del tomate y melon

Entre las principales plagas del cultivo del tomate se encuentra Phyllophaga spp.
comunmente conocida como Gallina ciega (CATIE, 1990). También se presentan
plagas de &fidos como el Pulgon verde (Myzus persicae Sultzer), Homoptera:
Aphididae, Tortuguillas (Diabrotica sp.) y el Minador de la hoja (Liriomyza sp. diptera).
(CATIE, 1990).

Otra plaga de importancia es la mosca blanca que es un insecto chupador, de la cual
existen numerosas especies; aunque Bemisia tabaci es la mas difundida, y
posiblemente la mas dafiina. Tiene una distribucién practicamente en toda el area
tropical del mundo, aunque ha sobrepasado esos limites y colonizado areas ubicadas
en otras latitudes (CATIE, 1990). Los dafios que Bemisia tabaci ocasiona al tomate es

la transmision de diferentes enfermedades virales (CATIE, 1990).

La mosca blanca es la responsable de transmitir los geminivirus, estos se localizan en
el floema y para ser transmitidos se requiere que el vector pase por un periodo de
alimentacion de 2-24 horas (adquisicion del virus), luego por un periodo de
alimentacion-inoculacion de 2-3 dias (CATIE, 1990). El insecto permanece protegido en
el envés de las hojas durante toda su vida, tiene una gran capacidad para desarrollar
resistencia a los insecticidas, muestra gran plasticidad genética para desarrollar biotipos
y adaptarse a condiciones agroclimaticas nuevas o adversas, tiene habitos migratorios,
colonizando constantemente nuevos campos de cultivos tanto el vector como el virus
presentan multiples hospedantes, ya sean estas plantas cultivadas o malezas (CATIE,
1990).
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En lo que respecta al meldon, se presentan plagas como los minadores de hoja
Liriomyza sativa Blanchard y L. trifolii Burgess, gusano soldado Spodoptera exigua
Hubner, gusano del fruto de melén Diaphania spp., falso medidor Trichoplusia ni Hibner
Trips Frankliniella occidentalis Pergande, pulgones Aphis gossypii Sulzer; Myzus

persicae Glover y la arafia roja Tetranychus spp. (Pinales et al., 2001).

También se presentan nematodos como Meloidogyne spp., diversos virus (Mosaico
Amarillo del zucchini; Mosaico del pepino; Mosaico de la sandia; Mosaico del tabaco) y
bacterias como las que causan la podredumbre blanda Erwinia carotovora subsp.

carotovora (Jones) Bergey (Pinales et al., 2001).

En meldn la mosca blanca que se presenta es Bemisia argentifolii Bellows & Perrin
plaga que ocasiona los siguientes tipos de dafio a sus plantas hospederas: succion de
la savia, lo que reduce el vigor de la planta y su produccion; excrecion de mielecilla,
sobre la cual se desarrollan hongos de color negro conocidos comunmente como
"fumagina”, que interfieren con la actividad fotosintética de las hojas y pueden disminuir
la calidad de la cosecha; transmisién de enfermedades virales e inyeccidén de toxinas,

las cuales inducen desordenes fisioldgicos en las plantas (Pinales et al., 2001).
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VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1 Colecta de adultos de mosca blanca

El material de estudio se colecto en el cultivo de jitomate tipo Saladet variedad Toro
(CECOT) en invernadero, ubicado en el Campo Experimental Cotaxtla del Inifap, en el
km 34 de la carretera libre Veracruz-Cérdoba en las coordenadas 18°55'53.85"N y
96°11'29.22"0, perteneciente al municipio de Medellin de Bravo, Veracruz. También se
colectaron adultos de mosca blanca de las variedades de jitomate tomate Pegaso,
Pegaso F1, y Toroty, asi como del melén (SummerDew F1) cultivados a cielo abierto en
los terrenos de produccion del Instituto Tecnoldgico de Ursulo Galvan, localizado en el
km 4.5 de la carretera Cardel-Chachalacas en las coordenadas 19°24'45.87"N vy
96°21'26.82"0, perteneciente al municipio de Ursulo Galvan, Veracruz. Los dos sitios
ubicados en la region centro costera de Veracruz, México. Las condiciones ambientales
del estudio corresponden a una planicie costera a 6 msnm con un clima tropical
subhumedo, el cual es un ambiente propicio para la expresion de plagas, especialmente

para hortalizas.

De cada variedad se colectaron todos los adultos que estuvieran en la hoja y se
transportaron al laboratorio de Biologia Molecular para su seleccion. Alli se colocaron

en alcohol al 70% hasta el momento de realizar la extraccién de ADN.

7.2 Extraccion de ADN gendmico

El método empleado para la extraccion de ADN de las moscas fue el de Raya et al.
(2014), en que se ocupod toda la mosca debido a su tamafio. EI método consiste en
rehidratar los tejidos celulares para lo cual las moscas blancas se dejaron reposar
durante 5 min en solucién de buffer TE (1 M Tris—HCI pH 9, 0.5 M EDTA). Posterior a

14



esto la mosca se paso a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL y se agregaron 5 uL de
proteinasa K (20 mg pL™?) y se macer6é con ayuda de la punta de la micropipeta. Se
afiadieron 50 pL de resina grado molecular Chelex® 5%. Las muestras se incubaron en
termociclador (pQLab®) con las siguientes temperaturas: 15 min a 95°C, 20 min a 60°C
y 5 min a 99°C. Una vez trascurrido el tiempo las muestras colocaron a -10°C en
congeladora durante 60 min. Pasado este tiempo se centrifugaron durante 30 minutos a
14,500 rpm. Se tomo el sobrenadante y se colocé en un tubo de 200 pL nuevo y estéril.
Se determinoé la calidad y concentracion del ADN mediante lecturas en absorbancia a

260 y 280 nm en un nanodrop (Thermo Scientific Nano Drop OneC®).

7.3 Amplificacion de los marcadores moleculares RAPD

La amplificacién de los marcadores moleculares RAPDS se realiz6 en una mezcla de
reaccion con volumen final de 25 pL constituida por 50-100 ng de ADN; 1 U de Taq
polimerasa (Gotaq flexi DNA Polymerase, Promega®), 200 uM de dNTPs, 200 pM de
iniciador, buffer de reaccién1Xy 2.5 mM de MgCl..

Los iniciadores utilizados en las distintas reacciones fueron de 10 bases de longitud y
secuencia arbitraria (Operon technology, Inc) (Cuadro 1). La amplificacién por PCR se
realizo con los siguientes ciclos térmicos: una desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 min,
45 ciclos bajo las siguientes condiciones desnaturalizacion a 94°C por 1 min, alineacion

a 36°C por 1 min, extensién a 72°C por 1 min y una extension final a 72° por 5 minutos.
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Cuadro 1. Secuencia de los iniciadores para amplificacion de los marcadores
moleculares RAPDs.

No. Clave Secuencia
1 OPA-02 5-TGC CGA GCT G-3
2 OPA-04 5-AAT CGG GCT G-3
3 OPA-10 5-GTG ATC GCA G-3’
4 OPA-13 5-CAG CAC CCAC-3
5 OPG-12 5-CAG CTC ACG A-3

La visualizacion de los productos amplificados se realiz6 en una camara de
electroforesis horizontal (Bio-Rad®), en un gel de agarosa 1.8 % (p/v). Las condiciones
de electroforesis fueron de 90 V durante 40 min en buffer TBE 0.5 X. Las bandas de
ADN se visualizaron bajo luz UV después de que se tifié el gel en 100 mL de solucién 1
X TBE adicionado con 2 uL de bromuro de etidio (10 mg mL-) durante 20 min y las

bandas se visualizaron con el sistema de fotodocumentacién (GelDoc BioRad®).

7.3 Analisis bioinformatico.

Los datos registrados en el sistema de fotodocumentacion se transformaron en una
matriz binaria, donde cada combinacion individuo—producto de amplificacion se codifico
con 1 o 0 segun el producto se encuentre presente o0 ausente respectivamente. A partir
de esta matriz se realiz6 un dendrograma mediante el célculo del coeficiente de
similitud de Jaccard entre individuos, tal como es establecido para especies diploides
con uso de marcadores moleculares dominantes, en estudios sobre individuos sin
relacion genética conocida (Laurentin, 2009), y se us6 el método de la media aritmética
no ponderada realizado en la pagina web DendroUPGMA: A dendrogram construction
utility (http://genomes.urv.cat/UPGMA)).
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Por otra parte, se realiz6 un Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) y se
determinaron los indices de diversidad de Shannon y el analisis de correspondencia
empleando el software About GenAlEx 6.503+ Ribbon®.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de la colecta de moscas blancas de los diferentes cultivos, se seleccionaron
diez de cada uno, las cuales correspondian a la especie. Bemisia tabaci (Figuras 1). Del
total, 50 moscas blancas, recolectadas y analizadas en geles de agarosa se observaron

bandas polimérficas en las amplificaciones con los iniciadores empleados (Cuadro 2).

Cuadro 2. Oligonucleétidos utilizados y numero de bandas obtenidas de las
poblaciones de B. tabaci.

Numero de Numero total de Numero de bandas
No. Clave muestras bandas obtenidas polimorficas

amplificadas

1 OPA-02 39 10 10

2 OPA-04 32 11 16

3 OPA-10 35 9 13

4 OPA-13 28 - -

5 OPG-12 30 12 11

Con el iniciador OPA-02 se pudieron amplificar 39 muestras de las cuales solo las
colectadas de la variedad de tomate Toroty amplificaron las diez (Figura 2). Por otra
parte, con el OPA-10 se lograron amplificar 35 muestras (Figura 4), con el que
nuevamente el ADN de todas las moscas blancas obtenidas de tomate de la variedad
Toroty lograron amplificar y finalmente el OPG-12 amplific6 30 entre las que se
encuentran los amplificados de todas las moscas obtenidas de tomate variedad Pegaso
F1 (Figura 6).

18



Figura 1. Moscas colectadas de los cultivos a) Toroty b) Toro (CECOT) c) Pegaso d)
Pegaso F1 e) SummerDew

El OPA-02 fue el iniciador que amplificé el mayor nimero de muestras y el iniciador que
amplific6 menos fue el OPA-13, ademas de que este iniciador no reveld un patrén
adecuado de bandas obtenidas ya que la amplificacion no fue homogénea (Figura 5).
Lo anterior concuerda con lo publicado por Alvarado y Laurentin (2013) quienes
reportan que el iniciador que menos amplifico fue el OPA-13.

Los fragmentos amplificados en este trabajo resultaron 100 % polimorficos, en un rango
de tamafio de 250 a 1000 pb, muy cercano a lo reportado por Alvarado y Laurentin
(2013), ellos lograron amplificar bandas desde los 50 pb hasta los 1 000 pb. De acuerdo
a Posso et al, (2006) altos niveles de polimorfismo sugieren la existencia de un intenso
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flujo genético dentro de las sub-poblaciones, el cual permite la expresion de un rango
de caracteres y comportamientos que, aunque variables, confirman caracteristicas que
definen a la especie. El conjunto de bandas amplificadas con cada uno de los
iniciadores, revela la presencia de un bajo nivel de variacion intrapoblacional y alto en la

variacion intraespecifica (p=0.001).

El AMOVA muestra que la mayor variacion genética total se encuentra dentro de las
poblaciones (76%), sin embargo, una porcién significativa de variacion se encuentra
entre poblaciones (24%, PhiPT=0.243, p<0.001) de acuerdo al cultivo hospedero
(Cuadro 3). Este resultado sugiere que existe una estructura genético-poblacional
relacionado con el cultivar, es decir, algunos genotipos de B. tabaci tiene preferencia
por ciertos cultivares. Esto concuerda con estudios previos que muestran una relacién
similar de la variacion genética explicada por el cultivar del cual se obtiene la muestra
(Lima et al., 2002). Dicha relacion genotipo-cultivar puede estar relacionado con la
presencia de multiples especies cripticas en la zona de estudio (Liu et al., 2012) que se

podrian mantener reproductivamente aisladas (Xu et al., 2010).

Se observan bandas intensas y reproducibles en la mayoria de las muestras, es
destacable que todos los individuos de la muestra de una misma poblacion generan un
patron de bandas muy similar, aunque se observan bandas menos intensas que son

mas variables (Fig. 6, 7 y 8).

Estos resultados concuerdan con lo publicado por Lima et al. (2002) y Guirao et al.
(1994) quienes detectaron mayor variacion dentro de la poblacion de moscas en entre
poblaciones (56.79% y 22.73% respectivamente) argumentan que el biotipo B de mosca
blanca se disemina a través de las areas, infestando numerosos hospederos, ademas

de que predomina sobre el biotipo A.
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Cuadro 3 Resultados del Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA). Se muestra el valor
de fijacion de poblacion (PhiPT) y su probabilidad asociada.

Fuente de _
o df SS ms Est. Var. % PhiPT P
variacion
Entre Pob. 4 149.280 37.320 2.844 24% 0.243 0.001*
Dentro Pob. 45  399.700 8.882 8.882 76%
Total 49  548.980 11.726 100%

Con OPA-2, en las poblaciones de Toroty y Pegaso aparece una banda de 380 pares
de bases (pb), mientras que en las poblaciones de Toro (CECOT) y SummerDew no
aparece, solamente se presenta una banda de 300 pb y en la poblacion SummerDew
aparece una doble banda de 320 y 300 pb las cuales estan ausentes en todas las
demas poblaciones (Figura 2). Con el OPA-4 es en las poblaciones de Toroty y Toro
(CECOT) y Pegaso en las que no aparece la banda de 250 pb que, si se presenta en
las demas poblaciones, se observa que este iniciador no amplific6 adecuadamente en
la poblacion de Pegaso F1 (Figura 3). Con OPA-10 en las muestras Toroty aparece una
banda muy marcada de 950 pb misma que no se aprecia en las demas poblaciones
colectadas (Figura 4).
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Figura 2. Variacion intrapoblacional e intraespecifica. Cada carril corresponde a la
amplificacion con el iniciador OPA-02, del ADN individual de adultos de
Bemisia tabaci de a) Solanum lycopersicum L. cv. Toroty (carriles 01-10); b)
S. lycopersicum cv. Toro (CECOT) (carriles 11-20), c) S. lycopersicum cv.
Pegaso (carriles 21-30) y d) S. lycopersicum cv. Pegaso F1 (carriles 31-40) y
melén Cucumis melo L. cv. SummerDew (carriles 41-50).
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Figura 3. Variacion intrapoblacional e intraespecifica. Cada carril corresponde a la
amplificacion con el iniciador OPA-04, del ADN individual de adultos de
Bemisia tabaci de a) Solanum lycopersicum L. cv. Toroty (carriles 01-10); b)
S. lycopersicum cv. Toro (CECOT) (carriles 11-20), c) S. lycopersicum cv.
Pegaso (carriles 21-30) y d) S. lycopersicum cv. Pegaso F1 (carriles 31-40) y

melon Cucumis melo L. cv. SummerDew (carriles 41-50).
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Figura 4. Variacion intrapoblacional e intraespecifica. Cada carril corresponde a la
amplificacion con el iniciador OPA-10, del ADN individual de adultos de
Bemisia tabaci de a) Solanum lycopersicum L. cv. Toroty (carriles 01-10); b)
S. lycopersicum cv. Toro (CECOT) (carriles 11-20), c) S. lycopersicum cv.
Pegaso (carriles 21-30) y d) S. lycopersicum cv. Pegaso F1 (carriles 31-40) y

melén Cucumis melo L. cv. SummerDew (carriles 41-50).
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Figura 5. Variacion intrapoblacional e intraespecifica. Cada carril corresponde a la
amplificacion con el iniciador OPA-13, del ADN individual de adultos de
Bemisia tabaci de a) Solanum lycopersicum L. cv. Toroty (carriles 01-10); b)
S. lycopersicum cv. Toro (CECOT) (carriles 11-20), c) S. lycopersicum cv.
Pegaso (carriles 21-30) y d) S. lycopersicum cv. Pegaso F1 (carriles 31-40) y

melon Cucumis melo L. cv. SummerDew (carriles 41-50).
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Figura 6. Variacion intrapoblacional e intraespecifica. Cada carril corresponde a la
amplificacion con el iniciador OPG-12, del ADN individual de adultos de
Bemisia tabaci de a) Solanum lycopersicum L. cv. Toroty (carriles 01-10); b)
S. lycopersicum cv. Toro (CECOT) (carriles 11-20), c) S. lycopersicum cv.
Pegaso (carriles 21-30) y d) S. lycopersicum cv. Pegaso F1 (carriles 31-40) y

melén Cucumis melo L. cv. SummerDew (carriles 41-50).

El dendrograma UPGMA basado en la similaridad del coeficiente de Jaccard obtenido a
partir de 50 muestras analizadas, revela la presencia de cuatro grandes grupos. El
primero contiene las poblaciones de B. tabaci colectadas de tomate del CECOT, vc.
Toro. Este grupo estd basicamente dividio en dos subgrupos pero todas las moscas
pertenecen al mismo cultivo. El segundo gran grupo esta dividido en dos subgrupos, el
primero incluye todas las moscas colectadas de melén y como otro subgrupo a una

muestra de tomate vc. Toro del CECOT.

El tercer gran grupo contiene dos subgrupos pero todos de tomate Pegaso F1, solo se
incluyeron algunas moscas colectadas de la variedad Pegaso. El cuarto gran grupo
contiene dos subgrupos, en el primero agrupa las muestras de moscas colectadas en
tomate Pegaso y el otro subgrupo contiene todas las de Toroty. En el dendrograma se

observan dos muestras de moscas colectadas de la variedad Pegaso que no se
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agruparon con ninguna de las muestras colectadas en los distintos hospederos. Lo
anterior indica y confirma en nivel alto de variabilidad intrapoblacional de las moscas
blancas, ya que se agrupan de acuerdo al cultivo aunque sea diferente variedad (Lima
et al., 2002) (Figura 7).
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Figura 7. Dendrograma de las 50 muestras de moscas blancas, generado por UPGMA.

Lo anterior concuerda con lo publicado por Lima et al. (2002) quienes al emplean
marcadores moleculares RAPD para estimar la diversidad genética de poblaciones de
B. tabaci. Al igual que en este trabajo los patrones de RAPD muestran que las
poblaciones de esta mosca tienen una variabilidad genética considerable.
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Al analizar las moscas mediante el coeficiente de similaridad de Jaccard, se observo un
promedio de 0.77 entre los individuos de mosca analizados, este resultado también se
acerca a lo reportado por Lima et al. (2002) quienes detectaron un promedio de 0.73. El
analisis realizado demuestra en general, que las moscas blancas colectadas en la
region centro de Veracruz especificamente en la localidad de Cotaxtla y Ursulo Galvan
se agrupan de acuerdo al cultivo hospedero, afirmacién también realizada por Lima et
al. (2002).

El andlisis de correspondencia (Figura 8), en general presenta congruencia con el
dendrograma, logrando establecerse una clara diferenciacion entre poblaciones de
acuerdo al cultivo hospedero. El analisis de correspondencias también muestra, aunque
pequefio, que existe flujo genético entre las poblaciones, debido a que se observa que
moscas colectas de la variedad Toroty, Pegaso F1 y Pegaso se encuentran dispersos
en el cuarto cuadrante. La congruencia entre los analisis genéticos (UPGMA), y
estadisticos (AC, AMOVA) sugieren la presencia de diversas especies, por lo cual un
reconocimiento de la diversidad mediante analisis filogenéticos es necesaria (Tocko-
Marabena et al., 2017), ya que esto podria corroborar y soportar la teoria de que la
diversificacion de especies dentro del complejo B. tabaci podria estar influida por la

agricultura (Boykin et al., 2013).
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Figura 8. Analisis de correspondencia entre las moscas blancas y el cultivo hospedante.

Se observa que la media del nimero de alelos diferentes (NA) dentro de las
poblaciones estan entre 0.874 a 1.282, siendo la menor la poblacion de jitomate del
CECOT vy la mayor la poblacion de melén. En lo que respecta al niumero de alelos
efectivos (NE) dentro de las poblaciones, las medias oscilan entre 1.123 a 1.252, que
pertenecen a jitomate Pegaso y a meldn respectivamente. La heterocigosidad esperada
(H) dentro de las poblaciones se presenté con medias que van de 0.086 para Pegaso

F1 hasta 0.165 para melon.

El indice de Shannon (l) muestra rangos que van de 0.145 hasta 0.264. Esta estimacion
demuestra valores bajos de variacion en la poblacién de Pegaso F1, pero las moscas
blancas asociadas al cultivo de melén fueron las que mostraron mayor riqueza de
diversidad genética de acuerdo con el indice (0. 264), seguido por las moscas blancas

asociadas a tomate Pegaso y Toroty (0.178 y 0.174 respectivamente) (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Media y Desviacion

Estandar sobre Loci para cada poblacion, indice de

Shannon
Poblacion N Na Ne [ He
Media 10.000 0.903 1.164 0.174 0.107
Toroty o
Desviacion E. 0.000 0.098 0.026 0.022 0.015
Media 10.000 0.874 1.141 0.158 0.095
CECOT
Desviacion E. 0.000 0.098 0.023 0.021 0.014
Media 10.000 1.029 1.152 0.178 0.106
Pegaso o
Desviacion E. 0.000 0.009 0.022 0.021 0.013
Pegaso Media 10.000 0.893 1.123 0.145 0.086
F1 Desviacion E. 0.000 0.096 0.021 0.020 0.013
Mels Media 10.000 1.282 1.252 0.264 0.165
elén
Desviacion E. 0.000 0.095 0.028 0.023 0.016
Na = No. de alelos diferentes; Ne = No. de alelos efectivos; | = indice de Shannon ; He

= heterocigosidad.

La estructura genética de las poblaciones es afectada por diferentes factores como el

modo de reproduccién, flujo genético, formas de dispersion y la seleccién natural. Sin

embargo, no se descarta que durante el proceso de seleccidn natural, nuevos

ambientes proporcionan

la presidn necesaria para enriquecer

a poblaciones

introducidas con nuevas variantes originadas por transferencia horizontal (Liu et. al.,

2010).
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X. ANEXOS

Colecta de la mosca blanca en campo

35



Revision de las hojas colectadas para la separacion de los adultos de la mosca blanca

Hidratacion de la mosca blanca en buffer TE
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Agregar proteinasa K y Chelex® para la extraccion de ADN de la mosca blanca
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Incubacion de las muestras
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Lectura de la extraccion de ADN en el nadodrop

Preparacion de la mezcla de reaccion para hacer PCR
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Agregar la mezcla de reaccion al ADN que se extrajo de las moscas
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Verter la agarosa en a camara para laa gelificacion del gel de agarosa
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Carga de muestras en el gel de agarosa para la realizar electroforesis
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Camara de electroforesis con las muestras cargadas en el gel de agarosa
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Gel en Bromuro de Etidio para tefiir las bandas de ADN
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Lectura del Nanodrop.

Muestra Acido Nucleico A260/A280 | A260/A230
(ng/uL)
Toroty 1 13.811 0.485 0.098
Toroty 2 11.827 0.456 0.097
Toroty 3 14.302 0.485 0.121
Tororty 4 5.413 0.259 0.044
Toroty 5 21.253 0.553 0.136
Toroty 6 -19.778 3.035 1.553
Toroty 7 -26.303 1.311 0.351
Toroty 8 31.009 0.349 0.095
Toroty 9 -21.43 1.123 0.424
Toroty 10 28.293 0.562 0.125
CECOT 1 -28.914 0.713 0.142
CECOT 2 90.433 0.577 0.174
CECOT 3 -28.509 0.655 0.138
CECOT 4 11.306 0.302 0.1
CECOT 5 -19.737 1.349 0.193
CECOT 6 65.373 1.786 0.31
CECOT 7 22.502 0.381 0.117
CECOT 8 6.256 1.955 -1.318
CECOT 9 -12.206 0.247 0.059
CECOT 10 15.907 0.703 0.222
Pegaso 1 34.242 1.479 0.326
Pegaso 2 16.288 -13.39 -1.533
Pegaso 3 23.681 4.476 0.71
Pegaso 4 15.219 -1.229 -0.232
Pegaso 5 32.251 1.564 0.303
Pegaso 6 32.274 8.498 1.166
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Pegaso 7 11.447 -0.986 -0.265
Pegaso 8 27.642 2.257 0.831
Pegaso 9 20.582 9.639 -0.68
Pegaso 10 -3.5 0.183 0.049
Pegaso F11 11.442 -4.93 -0.206
Pegaso F1 2 1.686 -0.08 -0.02
Pegaso F1 3 4.563 -0.518 -0.113
Pegaso F1 4 22.373 2.222 4.238
Pegaso F15 -7.21 0.332 0.087
Pegaso F1 6 15.049 0.687 0.358
Pegaso F1 7 7.677 -1.799 -0.504
Pegaso F1 8 11.969 -2.664 1.454
Pegaso F1 9 81.331 1.268 0.318
Pegaso F1 10 6.661 -0.398 -0.085
Melon 1 -4.862 0.248 0.076
Meldn 2 14.709 1.025 0.802
Melén 3 8.955 -0.602 -0.193
Melon 4 8.068 4.072 -0.483
Meldn 5 46.54 -3.532 0.249
Melén 6 60.719 3.632 0.433
Melon 7 60.359 2.298 0.298
Melon 8 -11.198 0.793 0.137
Melon 9 -58.459 0.722 0.154
Melon 10 -11.143 0.795 0.135
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