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“Estudio poblacional y evolutivo de la especie Bactrocera oleae (Gmelin) mediante el uso
de marcadores moleculares”

La familia Tephritidae, integrada por las moscas conocidas como “moscas de la fruta”, constituye
probablemente la familia de dipteros méas importante desde el punto de vista econémico. La
especie Bactrocera oleae forma parte de esta familia y es una importante plaga del olivo. La
presente Tesis se puede resumir en tres puntos principales. En primer lugar se trata de esclarecer
las relaciones filogenéticas entre los miembros de la familia a la que pertenece la especie
Bactrocera oleae (familia Tephritidae) mediante el anélisis de una secuencia de DNA mitocondrial.
El segundo punto consiste en el analisis de la estructura poblacional de la especie Bactrocera
oleae por medio del empleo de la técnica RAPD-PCR. Por ultimo, se construy6 una genoteca de
la especie Bactrocera oleae.

Palabras clave: Filogenias, mtDNA, RAPD-PCR, genoteca



“Population genetics and evolutionary study in Bactrocera oleae (Gmelin) with molecular
markers”

Family Tephritidae, called “true fruit flies”, is probably the most economically important family of
flies. Bactrocera oleae species, which belongs to this family, is an important plague of olive. This
Thesis can be summarized in three main points. First of all, we wanted to clarify phylogeny of the
family Tephritidae. Second, we analysed population structure of the species Bactrocera oleae by

using RAPD-PCR technique. Third, we made a genomic gene library of Bactrocera oleae species.

Key words: Phylogeny, mtDNA, RAPD-PCR, gene library.
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I. INTRODUCCION.

La familia Tephritidae esta constituida por las moscas normalmente conocidas como
“moscas de la fruta”. Se encuentra entre las familias de dipteros con mayor nimero de especies
(actualmente se reconocen 4.352 especies; dato procedente del Departamento de Agricultura de
Estados Unidos (USDA), 2001, URL: http://www.sel.barc.usda.gov/Diptera) y es la mas

importante desde el punto de vista econdmico. Las larvas de la mayoria de las especies se

desarrollan en los 6rganos portadores de semillas de las plantas y gran parte de ellas atacan
frutas comerciales. A esta familia pertenece la especie Bactrocera oleae (Gmelin), también
llamada mosca del olivo, que es la plaga méas importante de esta planta.

La introduccion de nuevas especies (0 biotipos) de plagas es un problema muy serio para
muchos paises. Tanto el aumento de los intercambios comerciales como los cambios climéaticos
hacen pensar que la introduccidn de plagas se incrementara en el futuro. Por tanto, se impone un
conocimiento tan profundo como sea posible de estas especies, de las relaciones entre ellas y de
los flujos génicos. También es necesario poner a punto técnicas que permitan su rapida e
inequivoca identificacion.

Las técnicas moleculares desarrolladas en las ultimas décadas constituyen herramientas
de un enorme valor para la identificacion de plagas. Su potencial para detectar variabilidad a
diferentes niveles nos permite tanto aumentar la precisién de la clasificacion de las distintas
especies y nuestra capacidad de distinguirlas, como conocer la estructura poblacional y

monitorizar los flujos génicos de una determinada especie.

1. Relaciones filogenéticas en la familia Tephritidae.

La familia Tephritidae, a la que pertenece la especie Bactrocera oleae, es una de las
familias de dipteros con mayor nimero de miembros (mas de 4000 especies descritas
clasificadas en cerca de 500 géneros) y esta representada en todas las regiones del mundo
excepto la Antartida. La mayoria de las especies atacan a los drganos portadores de semillas de
las plantas, incluyendo frutas blandas y flores, por lo que se considera que constituyen el grupo
de plagas més importante para la agricultura de todas las familias de moscas (Foote et al., 1993).
Los tefritidos estan presentes en todas las areas geogréficas productoras de fruta y su
importancia econdmica puede resumirse de la siguiente manera (White and Elson-Harris, 1994):

- atacan frutas producidas comercialmente,



- algunas especies se han convertido en plagas en regiones muy distantes de aquellas

de las que proceden,
- es necesario imponer restricciones (cuarentenas) para evitar una expansion aun
mayor de las plagas y

- la regulacién impuesta por un pais importador puede incluso privar a un pais
productor de un mercado potencial, o forzarle a llevar a cabo un costoso tratamiento
de desinsectacion.

Alrededor de 70 especies de tefritidos se consideran plagas importantes y muchas otras
especies son plagas menores o potenciales (White and Elson-Harris, 1994). Las frutas son los
cultivos mas afectados por el ataque de las moscas de esta familia. Los cinco géneros mas
importantes desde el punto de vista econdmico son también los que abarcan un mayor numero
de especies: Bactrocera (520 especies), Dacus (243), Anastrepha (198), Ceratitis (78) y
Rhagoletis (69). (Datos procedentes del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA),
2001, URL: http://www.sel.barc.usda.gov/Diptera).

Para hacernos una idea de la importancia econdmica de estas moscas puede resultar util

un ejemplo. Dowell y Wange (1986) enumeraron 8 especies de tefritidos que suponian una
amenaza importante para California y estimaron que el establecimiento de estas plagas en el
estado causaria unas pérdidas debidas al dafio en los cultivos de 910 millones de ddlares y que

el coste en mecanismos de control seria de 290 millones de ddlares.

La investigacion en el campo de la sistematica constituye la base para otras areas de
investigacion dentro del campo de la biologia, tales como el estudio del comportamiento, la
ecologia y el control de plagas. El estudio de la filogenia de esta familia ha demostrado ser vital
para la gestion de los programas de cuarentena y control y erradicacion de plagas, asi como para
los estudios basicos en biologia evolutiva. Los estudios de tefritidos han contribuido al desarrollo
de nuestra comprension de los procesos de evolucién y especiacién (Bush, 1975; Feder et al.,
1988; McPheron et al., 1988; Craig et al., 2001). Asi, se considera que existe una importante
correlacion entre la pertenencia a los taxones de nivel superior dentro de esta familia, desde
subfamilia a subtribu, y la estrategia de alimentacion y el rango de especies de plantas
parasitadas por estos insectos (White, 1988; McAlpine, 1989). Desde este punto de vista, la

resolucion de la filogenia de los tefritidos proporcionaria una informacion interesante acerca del



origen de la fitofagia y de los patrones de evolucion de la asociacion al hospedador. En cuanto al
proceso de especiacion, el complejo de especies Rhagoletis pomonella ha estado en el centro de
una discusién sobre la especiacion simpatrida (Bush, 1966 y 1969; Feder et al., 1988; Berlocher,
1999; Berlocher and Feder, 2002). Actualmente se debate la posibilidad de que muchos insectos
fitéfagos con un hospedador especifico se hayan originado debido a la adaptacién a una nueva
especie vegetal. Si esto fuera cierto, la especiacion simpatrida tendria implicaciones tremendas
en nuestra comprension de las especies y sus origenes, de la biodiversidad, la coevolucién
insecto-planta, la ecologia y la sistematica, asi como una gran importancia practica en el

tratamiento de las plagas de insectos.

A pesar de los numerosos estudios que se han llevado a cabo en el campo de la
taxonomia, la mayoria basados en caracteres morfoldgicos, ain no existe una clasificacion
satisfactoria de esta familia. La taxonomia de tefritidos tiene una larga historia (mas de dos
siglos) con mas de 4.500 especies descritas desde mediados del siglo XVIII. El primer intento
serio de establecer las categorias superiores, en especial subfamilias y tribus en la clasificacion
de los tefritidos la llevo a cabo Hering (1947, citado en Han and McPheron, 1994). En su clave se
basan las clasificaciones modernas. Su sistema, con 8 subfamilias, ha sido revisado
porsteriormente sin que se haya alcanzado un consenso. La clasificacion de White y Elson-Harris
(1994) considera la existencia de 3 subfamilias y 13 tribus. En 1999 Korneyev, basandose en
caracteres morfoldgicos, incluye en la familia Tephritidae a la subfamilia Taschiniscinae, que
hasta ese momento se habia considerado como una familia independiente. En algunas
clasificaciones, como la de White y Elson-Harris (1994), se incluyen todos los taxones de alto
rango de la familia Tephritidae, con excepcion de los que pertenecen a las subfamilias Dacinae y
Tephritinae, en la subfamilia Trypetinae, mientras que en otras ocasiones se les divide en varias
subfamilias. Asi, la clasificacién facilitada por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos

(The Diptera Site, Estados Unidos, 2001. URL.: http://www.sel.barc.usda.gov/Diptera/tephriti), que

a su vez se basa en las clasificaciones de Korneyev (1999) y Norrbom y colaboradores (1999a),
agrupa a los tefritidos en 6 subfamilias que a su vez contienen un total de 27 tribus. Por el
contrario, la clasificacion facilitada por el NCBI (National Center for Biotechnology Information,

Estados Unidos, 2001. URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy) considera que la familia se

divide en 5 subfamilias y 16 tribus. La clasificacion de los dipteros que se facilita en esta direccion



la ha llevado a cabo Michael Ashburner usando como fuente para la familia Tephritidae la
clasificacion de Norrbom y colaboradores (en preparacién). Es decir, se han definido varias
subfamilias y tribus, pero los limites de muchos de estos taxones y las relaciones entre ellos no
estan claros y es necesario comprobar la naturaleza monofilética de algunos.

En definitiva, no existe por el momento una clasificacion universalmente aceptada de
esta familia. Ademas, como se ha comentado, las clasificaciones existentes hasta el momento,
basadas en caracteres morfoldgicos y ecoldgicos, generalmente no permiten inferir las relaciones
filogenéticas entre los grupos. Los problemas mas comunes en la clasificacion y determinacion
de la filogenia de esta familia son las sinonimias y homonimias y el establecimiento de grupos
supraespecificos basados en caracteres dudosos. Esta situacién puede deberse a una
combinacion de factores, entre ellos el gran tamafio del grupo y el hecho de que los primeros
estudios sistematicos tuvieran un caracter marcadamente regional y se centraran en la
descripcién de especies, asi como a la dificultad de encontrar marcadores taxondmicos
adecuados. Préacticamente todos los caracteres sistematicos que se pueden utilizar en la
clasificacion de la familia Tephritidae, especialmente en taxones de nivel superior al de género,
son autopomorfias (caracteres derivados) de taxones particulares. Es por ello que recientemente
se ha propuesto la utilizacion de nuevas fuentes de caracteres (morfologia de larvas y pupas,
caracteres moleculares, etc.) para solventar este problema. Un problema afadido es el de que
las clasificaciones basadas en caracteres morfolégicos no pueden pasar del nivel de
“‘morfoespecie”. Existen cada vez més evidencias de que algunas de las especies polifagas y de
distribucion amplia, son mas bien un grupo de especies morfolégicamente inseparables pero
bioldgicamente distintas (Steck, 1991; Drew et al., 1994). A estos grupos se les denomina
generalmente complejo de especies y a las especies que los constituyen especies gemelas. Este
es el caso de los complejos Rhagoletis pomonella (Walsh), Anastrepha fraterculus (Wiedemann),

Bactrocera dorsalis (Hendel), Rhagoletis cingulata (Loew) y Rhagoletis tabelaria (Fitch).

Las técnicas moleculares desarrolladas en las Ultimas décadas, al ofrecernos una fuente
casi ilimitada de caracteres taxonomicos, pueden ser de gran ayuda no sélo en la resolucion de
estos problemas, sino también en la revision de las clasificaciones existentes.

Hacia principios de los afios 60 se produce un avance de gran importancia para la
genética evolutiva y de poblaciones: se desarrolla la técnica denominada electroforesis de



proteinas (Hunter and Market, 1957), que facilita el estudio de la variabilidad genética. Las
proteinas mas empleadas para este fin son las isoenzimas. Los primeros trabajos se llevaron a
cabo en el campo de la genética molecular de poblaciones en el afio 1966 (Hubby and Lewontin y
Lewontin and Hubby en Drosophila pseudobscura y Harris en humanos). Pronto se aplicd esta
técnica al esclarecimiento de la taxonomia y las relaciones filogenéticas entre los taxones mas
diversos, desde vertebrados (Rainboth and Whitt, 1974) hasta algas (Seckbach and Fredrick,
1980). Por supuesto, los insectos no constituyen una excepcion; ya en la década de los 60
aparece el primer estudio filogenético en insectos (Johnson and Bealle, 1968). En cuanto a la
aplicacién de la técnica a la dilucidacién de las relaciones entre especies de la familia
Tephritidae, cabe destacar el trabajo mas reciente de Malacrida y colaboradores (1996).

Hacia finales de los afios 70 y principios de los 80 se desarrollaron nuevas técnicas que
permitieron el estudio directo del DNA. En 1979 estaba claro que el DNA mitocondrial (mtDNA)
de los animales era la molécula mejor conocida del genoma eucariota (Wilson et al., 1985). El
pequefio tamafio del genoma mitocondrial de animales (entre 14,5 y 19,5 Kb) junto con su
transmision casi exclusivamente unisexual por via materna, la falta de recombinacion y el elevado
numero de copias en la mitocondria hacen que el mtDNA haya despertado el interés de los
cientificos en el campo de la genética evolutiva y de poblaciones. Por otra parte, aunque como en
el caso del DNA nuclear, distintas regiones del DNA mitocondrial presentan distinta tasa de
variacion, la tasa de evolucion del mtDNA es en general mas elevada, lo que también constituye
una caracteristica de interés. El elevado numero de copias por célula hace que la probabilidad
de encontrar porciones intactas de mtDNA en un espécimen degradado sea mucho mayor que
para los genes nucleares de copia Unica. Esto es especialmente importante para la sistematica
de tefritidos, ya que en muchas ocasiones sélo se dispone de especimenes secos 0 conservados
en alcohol. Es importante tener en cuenta, no obstante, que existen ciertas diferencias en la
evolucién del DNA mitocondrial entre insectos y vertebrados. Asi, la tasa de evolucion del mtDNA
en insectos parece ser mayor que la de los genes nucleares de copia Unica (Powell et al., 1986;
Solignac et al., 1986; Sharp and Li, 1989) aunque la diferencia no es tan importante como en
vertebrados (Brown, 1983). Ademas, el DNA de insectos es muy rico en A+T (70%-80%), a pesar
de la evidencia de que las transiciones (sustituciones de una purina por otra purina o de una
pirimidina por otra pirimidina) estan favorecidas frente a las transversiones (sustituciones de una

purina por una pirimidina o viceversa) (DeSalle et al., 1987; Satta et al., 1987). También se ha



observado una elevada tasa de sustituciones en posiciones del codon consideradas “sinénimas”
(aquellas en las que la sustitucién de un nucledtido no conduce a un cambio del aminoacido
codificado) (Moriyama, 1987; Sharp and Li, 1989), aunque la “neutralidad” de estos sitios dentro
de la molécula varia (DeSalle et al., 1987).

Los primeros trabajos que estudian el mtDNA aparecen en 1979 y emplean la técnica de
los polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion o RFLPs . Los trabajos de Avise
y colaboradores (1979 a y b) estan enfocados al campo de la genética de poblaciones, mientras
que los trabajos de Brown y Wright (1979) y Brown y colaboradores (1979) emplean la técnica
desde una perspectiva evolutiva interespecifica mas que poblacional. Desde ese momento y
hasta nuestros dias se ha llevado a cabo un gran nimero de estudios filogenéticos en insectos
utilizando esta técnica (Osakabe et al., 1994; Kumar et al., 1998; Wells et al., 1999). En cuanto a
los tefritidos, Nakara-Shigehito y colaboradores (2000) aplicaron esta técnica al estudio del
complejo de especies Bactrocera dorsalis.

Los RFLPs son, por lo general, marcadores de caracter codominante y, ademas, el
numero de sondas utilizables es muy elevado. Estas ventajas, entre otras, han sido responsables
del extendido uso de los RFLPs en estudios genéticos y filogenéticos. Por otra parte, la técnica
de RFLP requiere un proceso largo y costoso, se necesitan para llevarla a cabo elevadas
cantidades de DNA y en la mayoria de los casos es necesario el empleo de radiactividad.
Ademas, la ausencia o presencia de sitios de restriccién apenas proporciona informacion sobre el
tipo de mutacién que ha tenido lugar.

En 1986 aparece una nueva técnica (Mullis et al.) que ha producido una verdadera
revolucién en multitud de campos cientificos. Esta técnica, denominada reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), permite la amplificacién de un fragmento de DNA partiendo de cantidades
minimas de material genético, de forma sencilla y en tan solo unas horas. Los fragmentos
amplificados pueden ser secuenciados, lo que nos proporciona un conocimiento del fragmento de
DNA objeto de estudio mucho mas exhaustivo del que obtendriamos por medio de los RFLPs. El
incremento en la utilizacién de secuencias nucleotidicas de mtDNA obtenidas mediante PCR y la
posterior secuenciacion de los fragmentos amplificados, esta permitiendo la acumulacién de un
gran numero de secuencias que se emplean en multiples campos cientificos, entre ellos la
taxonomia y la sistemética. La progresiva acumulacion de secuencias de mtDNA ha permitido

corroborar las relaciones filogénéticas establecidas entre los primates basandose en diferentes



genes (Hasegawa et al., 1990) o ,empleando secuencias de citocromo b, las relaciones entre los
sapos de la familia Bufonidae (Graybeal, 1993) o entre las serpientes elapidas (Slowinski and
Keogh, 2000), por citar algunos ejemplos.

En cuanto a la aplicacién de esta técnica a la sistematica de insectos y, en concreto,
dipteros, existen numerosos ejemplos, desde el estudio de familias completas (Scatophagidae:
Bernasconi et al., 2000), hasta el de géneros (Ips: Cognato and Sperling, 2000) y grupos de
especies (grupo de especies repleta del género Drosophila: Durando et al., 2000). También se
han realizado estudios en tefritidos. Han y McPheron, que ya habian realizado un estudio
filogenético de la familia Tephritidae utilizando una secuencia de DNA ribosdmico nuclear (1994),
utilizan una secuencia mitocondrial de DNA ribosémico para estudiar las relaciones entre taxones
de esta familia (1997); posteriormente, Han (2000) utiliza esta misma secuencia de mtDNA para
estudiar con mas detalle la tribu Trypetini, perteneciente a esta familia. Estos tres trabajos han
ayudado a dilucidar aspectos de la filogenia de tefritidos que no podian ser resueltos por medio
de estudios morfolégicos y ecoldgicos. Otros trabajos que utilizan métodos moleculares para
inferir las relaciones filogenéticas entre determinados grupos de tefritidos son los de McPheron y
Han (1997), McPheron y colaboradores (1999) y Smith y Bush (1997). Todos ellos demuestran
claramente la validez de los datos moleculares para perfeccionar la clasificacion de los tefritidos.
Las relaciones inferidas en estos estudios no sélo son congruentes en gran medida con los
grupos bien establecidos por las clasificaciones morfoldgicas, sino que ademas sugieren
relaciones que no se conocian hasta el momento. A pesar de todo, muchos aspectos de la

historia filogenética de la familia Tephritidae permanecen sin aclarar.

Asi pues, uno de los objetivos de este trabajo fue investigar la utilidad de una nueva
region de mtDNA, que comprende el extremo 3" del gen del citocromo b (cyth), un gen de RNA
transferente de serina (tRNA-Ser) y el extremo 3" del gen de la subunidad 1 de la NADH
deshidrogenasa (ND1) de la cadena complementaria, para la inferencia de relaciones
filogenéticas a diferentes niveles taxonomicos de la familia Tephritidae. Para ello se incluyeron 22
especies que representaban dos subfamilias y siete géneros de tefritidos. Algunas de estas
especies son miembros de taxones bastante bien sustentados por los estudios morfologicos. La
pertenencia a estos grupos se compard con la filogenia inferida de nuestros datos, lo que nos

permiti6 comprobar la validez de la técnica. También se incluyeron especies cuyas relaciones



filogenéticas son desconocidas u objeto de controversia; en este estudio se trata de determinar

las relaciones filogenéticas entre estas especies y el resto de los tefritidos analizados.

.2. Estructura poblacional de la especie Bactrocera oleae.

Bactrocera oleae es la plaga mas importante del olivo (Olea europea). Parece ser que
existen referencias de infestaciones del olivo en la zona este de la cuenca mediterranea en el
siglo Ill a.C. (Rice, 2000). No obstante, la primera referencia fiable es la de Plinio (siglo | d.C.)
sobre una “vermiculatio” de las aceitunas que muchos afios compromete su produccion (Ruiz,
1948). Aunque posiblemente este insecto fue introducido en la regién mediterranea de Europa al
mismo tiempo que los olivos silvestres procedentes de Africa y Asia occidental (aproximadamente
en el siglo VIl a.C.), no tenemos referencias muy antiguas sobre su presencia en nuestro pais.
La primera referencia a “La mosca de los olivos” aparece en un trabajo de Esteban Bartelou
aparecido en el afio 1805 (Ruiz, 1948).

Los unicos hospedadores naturales de la mosca del olivo son los frutos de las plantas
del género Olea. En general, las hembras prefieren para la oviposicion las variedades con
aceitunas grandes. No obstante, son capaces de infestar todas las variedades de olivo,
incluyendo las variedades silvestres. Este insecto se distribuye por todo el area mediterranea: sur
de Europa, norte de Africa y Oriente Medio, asi como a lo largo de la costa este de Africa hasta
Sudafrica. También estad presente en California (Estados Unidos), donde fue detectada por
primera vez en 1998 (Rice, 2000). La opinion generalizada de los especialistas es que este
insecto puede sobrevivir en cualquiera de las areas del mundo en las que crece el olivo.

El umbral de actividad de la mosca del olivo es de 15,5°C. El numero anual de
generaciones oscila entre dos y cinco y una hembra puede poner en su vida entre 200 y 500
huevos (Rice, 2000). En verano, cuando las temperaturas son 6ptimas, una generacion puede
completarse en 30 a 35 dias. El desarrollo pupal requiere aproximadamente 8 a 10 dias en
verano, pero puede durar 6 meses en invierno. A diferencia de otras especies de tefritidos,
Bactrocera oleae pupa dentro de la fruta hospedadora durante el verano, pero deja la fruta para
pupar en el suelo u otro nicho protegido durante el invierno. La duracién del ciclo de vida
completo oscila entre 1 y 7 meses, dependiendo fundamentalmente de la disponibilidad de

alimento y de la temperatura. Las altas temperaturas (en el rango entre 38 y 41 grados



centigrados) son perjudiciales para esta especie. No obstante, la movilidad de los adultos es muy
elevada, lo que les permite buscar zonas mas favorables dentro del propio olivar o en zonas
préximas. Varios autores han informado de movimientos desde 200 metros en presencia de
olivos y hasta de 4 Km para encontrar hospedadores (Economopoulos et al., 1978); también se
han notificado movimientos de dispersion de hasta 10 Km a través de mar abierto en el
Mediterraneo (Rice, 2000). El hecho de que el adulto sea un excelente volador y pueda recorrer
grandes distancias explica la amplia distribucion de la especie y su facilidad para las reinvasiones
en las zonas donde ha sido combatida. Por otra parte, tampoco podemos olvidar la posibilidad de
intervencién humana en la dispersion a través del transporte de frutos infestados, aunque en la

mayoria de las ocasiones las exportaciones son bien de aceite o bien de frutos en conserva.

Como se menciond anteriormente, en la mayor parte de la cuenca mediterranea la mosca
del olivo es la plaga mas importante de esta especie vegetal. Las larvas se alimentan
exclusivamente de aceitunas, mientras que los adultos se alimentan principalmente de néctar y
polen. Si el olivo se cultiva para la produccién de aceitunas de mesa, la sola presencia de la
marca de oviposicion hace que se descarten los frutos. Si la produccion se destina a la
elaboracion de aceite de oliva, se pueden consideran varios tipos de dafio; los mas importantes
son:

- caida prematura de los frutos atacados

- destruccién de la pulpa causada por la larva que se desarrolla en el interior de la

aceituna

- aumento de la acidez y otros efectos secundarios asociados al desarrollo de la larva,

incluyendo infecciones resultantes del orificio en la piel causado por la oviposicién.
Un grado de infestacion mayor del 1% impide la utilizacion de los frutos como aceitunas de mesa
y un grado de infestacion mayor del 10% impide también su utilizacion en la produccion de aceite.

El cultivo del olivo tiene una enorme importancia econémica en el area Mediterranea y
una importancia economica creciente en paises como Australia y Estados Unidos. Asi, en la
Unién Europea (UE) supuso en el afio 2000 el 3,37% de la produccién agricola total, mientras
que en Espafia en este mismo afio represento el 7,58% de la produccion agricola. En el afio 1997
se dedicaron en la UE 4.492 hectéreas (Ha) al cultivo del olivo; el 50, 8% de las mismas (2280)
se encontraban en Espafia. En cuanto a la produccion de aceitunas y aceite de oliva, en la UE se

10



obtuvieron en este mismo afio 1997 11.980.000 toneladas de aceitunas (5.880, el 49,7%, en
Espafia) y 1.930.000 toneladas de aceite de oliva (1.123, el 58,2%, en Espafa). (Datos
procedentes del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, disponibles en:

http://www.mapya.es/indices/pags/agric/index.htm). En el afio 2000 se produjeron en el mundo

2.295.833 toneladas de aceite de oliva. El primer productor mundial es Espafia (700.000
toneladas), seguido de Italia (614.164), Grecia (377.000) y Tunez (200.000); Estados Unidos

produjo 565 toneladas. (Datos procedentes de http://www.infolivo.com, basados a su vez en

informacién procedente de la Organizacién de Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion). La mosca del olivo (Bactrocera oleae) estd presente en todos los paises
productores de aceituna. En el area mediterranea causa anualmente, como media, la pérdida del
30% de la produccién (Mazomenos, 1989). En California, donde esta especie es considerada una
plaga de clase A (no esta aln establecida en todo el Estado, por lo que se considera que aun es
posible exterminarla), en el afio 2001 se han destinado méas de 300.000 délares a programas de
control de la misma (datos procedentes de la pagina web del California Olive Oil Council,

http://www.cooc.com).

El impacto econdmico de esta plaga ha hecho necesario desarrollar planes de lucha
contra la misma. Los métodos de lucha contra las plagas se pueden dividir en quimicos y no
quimicos. Los métodos quimicos incluyen tanto los plaguicidas convencionales como otros mas
respetuosos con el medio y con menor probabilidad de crear resistencias: los plaguicidas de
origen mineral y organico y los plaguicidas biorracionales. Los métodos no quimicos comprenden
la proteccién de la salud de la planta, el correcto manejo del suelo, la conservacion en lo posible
del ecosistema natural, la destruccién fisica directa o indirecta del insecto y el control bioldgico.
Dentro del control biolégico podemos hablar de la conservacién y/o potenciacion de los enemigos
naturales de la plaga, la utilizacién de Bacillus thuringiensis y la lucha autocida (técnica del
insecto estéril). Actualmente se tiende a lo que se denomina control integrado o lucha integrada,
que consiste en el empleo racional de todos los factores, tanto naturales como artificiales,
minimizando el uso de los métodos agresivos con el ambiente. Se trata de un proceso complejo,
que requiere un buen conocimiento tanto de la biologia de los organismos implicados en el
control como del ecosistema correspondiente. Se hace necesario, por consiguiente, un profundo

conocimiento de la bioecologia y la dindmica de las poblaciones de Bactrocera oleae para una
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lucha racional contra la misma. Un ejemplo de aplicacidn de las técnicas de control biol6gico a la

especie Bactrocera oleae lo encontramos en el trabajo de Ros y colaboradores (2002).

Sin embargo, y a pesar de su importancia economica, se han realizado muy pocos
estudios genéticos sobre esta especie y su estructura de poblaciones es practicamente
desconocida. En la literatura solamente se encuentran unos pocos trabajos fundamentalmente
descriptivos (Zouros and Krimbas, 1969; Tsakas and Krimbas, 1975; Bus and Kitto, 1979; Tsakas
and Zouros, 1980; Tsakas and Zouros, 1980; Loukas et al., 1985; revisiones de Loukas, 1989 y
Zouros and Loukas, 1989; Ochando et al., 1994; Callejas et al., 1998 y Ochando and Reyes,
2000). La mayoria de los estudios de poblaciones naturales de este insecto se limitan a estimar el
grado de variabilidad genética en las poblaciones analizadas; solamente los dos Ultimos aclaran
otros aspectos de la estructura poblacional de la mosca del olivo, utilizando para ello isoenzimas
(Ochando and Reyes, 2000) y RAPD-PCR (Callejas et al., 1998); en ambos casos se estudio un
pequefio numero de poblaciones espafiolas.

Los primeros estudios de genética de poblaciones aplicando técnicas moleculares se
llevaron a cabo, como se menciond en el apartado anterior, en 1966 utilizando la técnica de
electroforesis de proteinas (Hubby and Lewontin y Lewontin and Hubby en Drosophila
pseudoscura y Harris en humanos). No obstante, el analisis de isoenzimas esta limitado porque
solo puede ser analizado un numero relativamente pequefio de loci que no constituyen una
muestra al azar del genoma. Ademas, dada la degeneracion del cddigo genético,
aproximadamente un 29% de las mutaciones que ocurren a nivel de nucleétidos no se traducen
en cambios de aminoacidos (Nei, 1987) y un 70-75% de las sustituciones de aminoacidos no
pueden ser detectadas por electroforesis de proteinas debido a que se mantiene la carga neta
(Lu and Rank, 1996). Por todo ello, los andlisis poblacionales utilizando isoenzimas pueden
subestimar la diversidad genética.

Como ya hemos mencionado, en 1986 aparece la técnica de PCR (Mullis et al.). Una
variante de esta técnica recibio el nombre de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA o DNA
polimérfico amplificado al azar) (Williams et al., 1990; Welsh and McClelland, 1990). Esta técnica
se basa en el empleo de un Unico cebador (generalmente de 10 nucledtidos, con un contenido de
G-C de entre el 60 y el 70%) de secuencia arbitraria, por lo que no requiere conocimiento previo
del genoma de la especie a estudiar. En teoria, por medio de esta técnica se obtendrian una
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serie de fragmentos de DNA que constituirian una muestra al azar del genoma (Williams et al.,
1990).

Esta técnica presenta una serie de ventajas para el estudio de la genética de poblaciones
(Black, 1993):

- no requiere conocimiento previo de las secuencias de DNA

- es un método rapido, sencillo y con costes inferiores a los de otras técnicas

- permite analizar un numero elevado de muestras en un tiempo reducido

- se necesitan cantidades minimas de DNA molde

Una ventaja de los RAPDs sobre las isoenzimas es que revelan un grado mayor de
polimorfismo que éstas, debido al gran numero de loci que permite estudiar, muchos de los
cuales se piensa que son no codificantes (Williams et al., 1990). Ademas, se supone que la tasa
de mutacién de los marcadores RAPD es relativamente alta puesto que derivan, al menos en
parte, de secuencias moderada o altamente repetidas. Se espera, por tanto, que proporcionen
una mayor resolucion que las isoenzimas en estudios de variabilidad geografica.

No obstante, los RAPDs presentan también algunos inconvenientes. Asi, en su mayor
parte presentan una herencia dominante. Ademas, en algunos estudios se ha cuestionado su
reproducibilidad (Weeden et al., 1992), por lo que se hace necesaria una estricta estandarizacion
de las condiciones de amplificacién, asi como llevar a cabo réplicas de todas las amplificaciones.

A pesar de ello, los RAPDs constituyen una excelente herramienta para los estudios
genéticos de poblaciones siempre que se tomen las precauciones necesarias. Asi Taberner y
colaboradores (1997), publicaron que en sus experimentos 3.396 bandas de 3.422 (99,2%)
fueron reproducibles. Numerosos trabajos, incluyendo estudios de tefritidos (Haymer, 1995;
Haymer et al., 1997; Callejas et al., 1998), demuestran la utilidad de esta técnica en la

determinacion de la variabilidad y la diferenciacién genética tanto dentro como entre poblaciones.
En este trabajo se utiliza la técnica RAPD-PCR para el estudio de la estructura de

poblaciones de la mosca del olivo (Bactrocera oleae), constituyendo el primer analisis de dicha

especie que incluye un numero significativo de muestras distribuidas por varios continentes.
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.3. Genoteca genomica de la especie Bactrocera oleae.

Asimismo, llevados por nuestro interés en utilizar todos los medios posibles para avanzar
en el conocimiento de esta especie, construimos una genoteca en colaboracién con el Dr. Lucas
Sanchez y la Dra. M® Fernanda Ruiz, del Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB)
perteneciente al Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC).

La construccidn de una genoteca permite el aislamiento y secuenciacién de una
secuencia especifica de DNA a partir de la enorme cantidad de DNA presente en una célula. Esto
era impensable hace unas pocas décadas, hasta que en 1978 Maniatis et al. desarrollaron un
procedimiento para clonar el DNA fragmentado de un organismo, construyendo asi una genoteca
o libreria gendmica, y llevar a cabo la busqueda en la misma de la secuencia de DNA de interés
por medio de hibridacién con sondas especificas.

Pronto se generaliz6 el uso de las librerias genomicas. Ya en 1979 se publica el
resultado de la caracterizacion de un gen aislado de una libreria genomica en pollo (Lai et al.,
1979) y en 1980 ocurre lo mismo con genes humanos (Zaborovskii et al.), de ratdn (Zakut et al.) o
del anfibio Xenopus laevis (Wahli and Dawid). En cuanto a insectos, se tiene constancia de la
construccion de una libreria genomica parcial de Sciara coprophila en 1981 (Renkawitz et al).
También se han construido librerias genomicas en tefritidos, por ejemplo en Ceratitis capitata
(Rosetto et al., 1999).
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Il. MATERIAL Y METODOS.

1.

MATERIAL.

I.L1.1. Material para el estudio de las relaciones filogenéticas en la familia
Tephritidae.

Con el proposito de determinar las relaciones filogenéticas en la familia
Tephritidae se secuencié un fragmento de DNA mitocondrial (mtDNA) de individuos
procedentes de 22 especies de esta familia. Estas 22 especies pertenecen a 7 géneros:
Anastrepha, Bactrocera, Ceratitis, Dacus, Neoceratitis, Rhagoletis y Toxotrypana. En la
Tabla 1 se recogen el nombre de la especie, los nombres asignados a cada muestra, su
origen geogréafico y el afio de obtencién. Los nombres de las muestras consisten en dos o
tres letras que corresponden a la primera letra del género y la primera o dos primeras
letras de la especie, seguidas de una “h” en caso de que el individuo fuera una hembra o
de una ‘m” en el caso de que se tratara de un macho. Cuando los individuos
secuenciados eran del mismo género o bien eran individuos no adultos, en vez de una
‘h” 0 una “m” se distinguié a los dos individuos de la misma especie asignandoles

respectivamente los nimeros 1y 2.

En las Figuras 1 a 12 se muestran fotografias de individuos adultos de algunas
de las especies analizadas. Estas fotografias provienen de las paginas web de la

Universidad de Florida (http://creatures.ifas.ufl.edu; especies Anastrepha ludens,

Anastrepha suspensa, Bactrocera cucurbitae, Bactrocera dorsalis, Bactrocera latifrons,
Bactrocera oleae 'y Ceratitis capitata)) la  Universidad de  Sydney

(http://www.bio.usyd.edu.au/fruitfly; especies Bactrocera neohumeralis y Bactrocera

tryoni), el Museo de Historia Natural de Londres (http://www.iaea.or.at; especies

Bactrocera zonata y Dacus ciliatus), el Cirad francés, organismo cientifico especializado

en agronomia tropical (http://www.cirad.fr; especie Neoceratitis cyanescens) y el HYPPZ

francés (Hypermédia en Protection des Plantes:

http://www.inra.fr/Internet/Produits/HYPPZ; especie Rhagoletis cerasi).
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Se obtuvo la secuencia de 2 individuos adultos de cada una de las 22 especies
estudiadas, a fin de tener en cuenta la posible variacién intraespecifica y de corroborar la
exactitud de los datos. En los casos de Bactrocera tryoni y Ceratitis cosyra se
secuenciaron dos machos y dos hembras respectivamente y en el de Rhagoletis
pomonella se utilizaron dos pupas, al no disponerse de adultos de esta especie.

En el caso de la especie Ceratitis rosa, se han secuenciado cuatro individuos en
lugar de dos. Esto se debe a que se ha propuesto que las moscas procedentes de Kenia
sean clasificadas, atendiendo a su morfologia y distribucién como Ceratitis fasciventris
(N. Zenz, comunicacion personal). Sin embargo, al no haber sido esto publicado,

continuamos considerandolas, por el momento, Ceratitis rosa.

Los ejemplares analizados fueron enviados desde diferentes centros
conservados en etanol 90%, excepto los ejemplares de las especies Bactrocera oleae
(Bo) y Ceratitis capitata (Cc), que procedian de nuestro propio laboratorio y se habian
conservado a -80 °C. De todas las especies se conservan ejemplares voucher en el
Departamento de Genética de la Facultad de Biologia de la Universidad Complutense de
Madrid.

Como especies fuera de grupo se han utilizado Drosophila yakuba (Dy) (Familia
Drosophilidae, Superfamilia Ephydroidea) y las especies Chrysomya chloropiga (Coc) y
Cochliomyia hominivorax (Ch) (Familia Calliphoridae, Superfamilia Oestroidea). Todas
ellas, al igual que la familia Tephritidae (Superfamilia Tephritoidea), pertenecen al orden
Diptera, suborden Brachycera, infraorden Muscomorpha. Las secuencias utilizadas en el
analisis proceden del GenBank (http://www4.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) y sus numeros
de acceso son, respectivamente, NC 001322, NC 002697 y NC 002660.
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[.1.2. Material empleado en el estudio de la estructura poblacional de la especie
Bactrocera oleae (Gmelin).

En el presente estudio se han analizado 21 poblaciones de Bactrocera oleae (Bo)
procedentes de distintas areas tanto de Espafia como del extranjero. En las Figuras 11 a
14 se muestran dos individuos adultos pertenecientes a esta especie (un macho y una
hembra), asi como un fruto infestado (tanto el orificio externo como el tinel interno).

En la Figura 15 se muestra la situacion de cada una de estas poblaciones sobre
un mapa. De estas 21 poblaciones, 15 procedian de Espafia y Portugal; otras 4
procedian del resto del area mediterranea (Italia y Grecia, situadas en el norte del
Mediterraneo, Tunez, en el sur del Mediterraneo e Israel, en el este); las dos poblaciones
restantes eran originarias de Estados Unidos, concretamente de California.

Cada poblacion estudiada se ha designado con un codigo de tres letras, que
corresponden a su origen geogréafico; en los casos en que existen dos poblaciones
procedentes de la misma region geografica, se les asignan los numeros 1 y 2,
respectivamente, para distinguirlas . En la Tabla 2 se recogen los nombres asignados a
cada muestra, su procedencia y la localizacién geografica exacta de las zonas

muestreadas.

En la Tabla 3 se muestran, para cada poblacién, la media de las temperaturas
maxima, minima y media, asi como de la precipitacion total mensual durante los siete
meses anteriores a la obtencion del adulto. Se hace la media de siete meses porque se
estima que la duracién del ciclo de vida de Bactrocera oleae oscila entre uno y siete
meses. No se pudieron obtener los datos meteorologicos correspondientes a las
poblaciones de Israel, Italia y Portugal, por lo que estos no se incluyen en la tabla.

Todas las localidades donde se han llevado a cabo los muestreos presentan un
clima de tipo mediterraneo, si bien en sus diferentes variantes, y con temperaturas

medias y precipitaciones dependientes de cada region.
Se analizaron 20 individuos de cada poblacion, 10 machos y 10 hembras, salvo

en la poblacion Cac, en la que se analizaron 9 machos y 11 hembras y en la poblacion
USA-1, en la que todos los individuos analizados fueron machos.
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11.2. METODOS.

I1.2.1. Extraccion de DNA.

El aislamiento y purificacion de DNA se llevé a cabo segun el método de Reyes y
colaboradores (1997) con ligeras modificaciones.

Se extrajo el DNA total de individuos completos, que se utilizaria tanto para la
amplificacion de DNA mitocondrial como para la amplificacion por medio de la técnica
RAPD-PCR.

La homogeneizacion se llevaba a cabo en 600 ul de tampdn con el siguiente
contenido: sacarosa (0,2M), Tris-HCI pH 8,5 (100 mM), EDTA (50mM) y SDS ( 0,5%). La
solucion se incubaba a 65°C durante media hora, para romper las membranas celulares.
A la mezcla se le afiadian 120 ul de acetato potasico 3M (pH 5,2), se agitaba y se
mantenia durante 10 minutos a -20°C. El SDS junto al acetato potasico hace que
precipiten las proteinas y los polisacaridos a bajas temperaturas. A continuacién se
centrifugaba durante 20 minutos a 14.000 rpm y 4°C. Se recogia el sobrenadante, se
pasaba a un tubo limpio, se mezclaba con 1 volumen de fenol :cloroformo :alcohol
isoamilico (25:24:1) y se centrifugaba durante 5 minutos a 13.000 rpm. Este lavado tenia
el fin de limpiar la mezcla de proteinas, que se disuelven en el fenol y quedan en la fase
inferior. Recogiamos la fase superior y repetiamos el lavado de la misma forma. Por
ultimo, se afiadia 1 volumen de cloroformo para eliminar los posibles restos de fenol de la
fase acuosa. Centrifugabamos 5 minutos a 13.000 rpm y recogiamos la fase superior.
Afadiamos 1 volumen de isopropanol, lo que, junto con el acetato potasico afiadido
previamente hacia que precipitara el DNA. La mezcla se mantenia durante toda la noche
a-20°C.

Tras este paso se centrifugaba la solucién durante 20 minutos a 13.000 rpm vy
4°C para precipitar el DNA, que se lavaba con 400ul de etanol 70% para eliminar las
sales. Se centrifugaba durante 5 minutos a 13.000 rpm y 4°C, se eliminaba el
sobrenadante y el precipitado obtenido se dejaba secar al aire. A continuacién se
resuspendia en 600ul de TE 10:1 (Tris-HCI 10mM: EDTA 1mM pH8) a los que se
afiadian 2ul de RNAsa A-T4 (10mg/ml A: 10 U/ul T4). La mezcla se incubaba durante 30
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minutos a 37°C para permitir que actuara la RNAsa. Pasado ese tiempo se lavaba
primero con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico y a continuacion con cloroformo de la
misma forma que se hizo previamente. Una vez recuperada la fase acuosa tras el ultimo
lavado se afiadian 1,5 volumenes de etanol 100% y 0,1 volimenes de acetato sddico 3M
(pH 5,2) y se dejaba toda la noche a -20°C con el fin de precipitar el DNA. En esta
ocasion se utilizaba acetato sddico en vez de potésico, ya que este ultimo puede interferir
en las reacciones de amplificacion que se llevan a cabo posteriormente. EI DNA se
conservaba de esta manera hasta el momento de ser utilizado.

Cuando se iba a utilizar el DNA se centrifugaba durante 20 minutos a 13.000 rpm
y 4°C. EI DNA precipitado se lavaba con alcohol 70% de la misma forma que
anteriormente y, una vez seco, se resuspendia el precipitado en 50ul de TE 10:1.

Para valorar el estado y la concentracion del DNA se corria éste en un gel de
agarosa al 0,8% con tampon TAE (Tris-acetato 0,04 M, EDTA 1mM pH 8) y bromuro de
etidio (1ug/ml) (Sambrook et al., 1989). Como marcador de peso molecular se utilizaba
DNA de fago A cortado con Hind Ill. La valoracion de la concentracion se llevaba a cabo
por medio del programa Multi-Analyst (Bio-Rad, 1997).

Para la amplificacion del fragmento de DNA mitocondrial se utilizaba el DNA sin
diluir. En el caso de los RAPDs se diluia el DNA con TE 10:1 hasta una concentracion de

5 ng/ul.

11.2.2. Amplificacién de un fragmento de DNA mitocondrial.

Para la amplificacion del fragmento de DNA mitocondrial se utilizan los
cebadores CBF1  (5-ACATGAATTGGAGCTCGACCAGT-3) 'y N1R1  (5-
GGTACATTACCTCGGTTTCGTTATGAT-3'). Estos cebadores se disefiaron en el
laboratorio del Dr. C. Fleming (Applied Plant Science, The Queen’s University of Belfast,
Reino Unido) a partir de la secuencia del DNA mitocondrial de Drosophila yakuba (Clary
and Wolstenholme, 1985). Los cebadores amplifican una regién de mtDNA que en
Drosphila yakuba estd comprendida entre las posiciones 11546 y 11840 (295 pares de
bases). Este fragmento corresponde al extremo 3’ del gen del citocromo b (cytb), el gen
del RNA transferente de serina (tRNA-Ser) y el extremo 3’ del gen que codifica la

subunidad 1 de la NADH deshidrogenasa (ND1). El extremo 3’ del cytb se encuentra
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entre las posiciones 11.546 y 11.658 de la cadena +, en la posicion 11.658 comienza el
gen del tRNA de serina, que continua hasta la posicion 11.723. El gen ND1 (secuenciado
desde la posicién 11.706 a 11.840) se encuentra en la cadena —y en Drosophila yakuba
solapa con el gen de tRNA.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 100 ul que
contenia: 4 ul de DNA total, 10 pl del tampén 10x de EcoTaq (Ecogen), MgClz en una
concentracion 2 mM, 10 picomoles de cada uno de los cebadores, la concentracion final
de desoxirribonuclettidos fue 0,2 mM, y 2,5 unidades de la DNA polimerasa EcoTaq
(Ecogen). La mezcla se cubria con una gota de aceite mineral. En todas las
amplificaciones se incluyo de forma paralela un control negativo.

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Peltier PT-100 (MJ
Research), bajo las siguientes condiciones.

* 1 ciclo de desnaturalizacion de 5 minutos a 94°C

*30 ciclos de amplificacién en 3 pasos

*desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos
*hibridacion a 58°C durante 1 minuto
*polimerizacion a 72°C durante 1 minuto

*1 ciclo de terminacién de 6 minutos a 72°C

Una alicuota de 3 ul del producto de amplificaciéon se cargaba en un gel de
agarosa al 2 % junto al marcador de peso molecular 100 bp Ladder Plus (MBI
Fermentas) y al control negativo, con el fin de comprobar la amplificacion de un Unico
fragmento de DNA del tamafio esperado y sin problemas de contaminacién.

Para purificar el producto de PCR se utilizaron el protocolo y el conjunto de
reactivos del “High pure PCR product purification kit” (Boehringer-Mannheim). A
continuacion, una alicuota de la solucién que contenia el DNA purificado se sometia a
una electroforesis en gel de agarosa al 0,8% con el fin de verificar que el DNA no se
habia degradado durante el proceso de purificaciéon, asi como de determinar la
concentracion de DNA. En la Figura 16 se muestra el producto de amplificacion de un
individuo de cada una de las especies incluidas en el estudio. Una alicuota del producto
de purificacion se llevaba a una concentracion de 10 ng/ul para la secuenciacion

automatica.

21



11.2.3. Secuenciacion automatica.

Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo en el Servicio de
Secuenciacion de la Universidad Complutense de Madrid empleando el método de
terminacion de cadena (Sanger et al., 1977) mediante dideoxinucledsidos marcados con
fluorescencia (ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit,
Applied Biosystems Inc.). La secuenciacion se basa en utilizar la cadena de DNA a
secuenciar como molde para la sintesis de una nueva cadena de DNA utilizando
dideoxinucledsidos para generar una serie de fragmentos de DNA. Cuando un
dideoxinucledsido se afiade a la cadena de DNA que se esta sintetizando causa la
terminacion de la sintesis de la cadena, ya que los dideoxinucledsidos carecen de
extremo 3'-OH. De este modo se producen fragmentos de DNA de diferentes tamafios.
Se utilizan cuatro mezclas de reaccion diferentes, cada una con un DNA molde, un
cebador, los cuatro desoxirribonucledsidos marcados (en este caso con fluorescencia) y
una pequefia cantidad de un solo dideoxirribonucleésido trifosfato. Puesto que sélo se
utiliza una pequefia cantidad de nucledsido modificado, las cadenas recién sintetizadas
terminan aleatoriamente, produciendo una coleccién de fragmentos. Después de la
sintesis, se realiza una electroforesis con los fragmentos marcados. Los productos se
separan por electroforesis y los fragmentos se visualizan por espectroscopia
fluorescente. Cada una de las reacciones utiliza un colorante diferente, por lo que las
cuatro reacciones se corren en un unico carril. El gel se analiza leyendo la secuencia
desde la base.

Se utilizd el secuenciador ABI PRISM 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems
Inc.).

En un total de 46 individuos pertenecientes a 22 especies, se secuenciaron las
dos hebras de DNA con el fin de corroborar la secuencia. Todas las secuencias (excepto
las que se repetian exactamente en los dos individuos de la misma especie, de las que
solo se envi6 una a la base de datos) se enviaron al GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank). Los numeros de acceso se encuentran en la
Tabla 4.
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[.2.4. RAPD-PCR.

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo siguiendo el protocolo de
Williams y colaboradores (1990) con ligeras modificaciones, en un volumen final de 12,5
ul. El contenido de la mezcla de reaccion era el siguiente: Tris-HCI 10mM y KCI 10mM a
pH 8,3, MgCl> 4 mM, 200 uM de cada uno de los desoxiribonucleotidos, 3,5 picomoles
del cebador correspondiente, 0,625 unidades de la Tag DNA polimerasa (fragmento
Stoffel, Applied Biosystems) y 12,5 ng de DNA genomico.

Los cebadores utilizados pertenecian a las series Ay C de Operon (Operon
Technologies, Inc.). Se trataba concretamente de los oligonucleétidos decameros OPA-
02, OPA-07, OPA-17, OPC-05, OPC-06, OPC-11' Y OPC-18. En la Tabla 5 se muestra la
secuencia de cada uno de estos oligonucletidos.

Una vez afiadido el DNA a la mezcla de reaccion, esta se cubria con una gota de
aceite mineral y se introducia en un termociclador programable Peltier PTC-100 (MJ
Research). El programa empleado para la amplificacion era el siguiente:

*1 ciclo de desnaturalizacion de 6 minutos a 94°C

*45 ciclos de amplificacién en cuatro pasos

*desnaturalizacion a 94°C, 1 minuto

*hibridacién a 36 °C durante un minuto

*rampa de incremento de temperatura hasta 72°C a
razén de 0,4°C por segundo

*polimerizacion a 72°C, 1 minuto

*1 ciclo de terminacién de 6 minutos a 72°C

Los productos de amplificacién eran separados por electroforesis en gel de
agarosa al 2% con tampén TAE (Tris-acetato 0,04 M, EDTA 1mM pH 8) y bromuro de
etidio (1ug/ml) (Sambrook et al., 1989). Se visualizaban en un transiluminador con luz
ultravioleta y los geles eran fotografiados empleando pelicula Polaroid 665 con negativo.
Los tamafios de los fragmentos de DNA se calculaban en funcién de la comigracién con
un marcador de peso molecular conocido, en concreto el 100 bp Ladder Plus (MBI
Fermentas).

Todas las amplificaciones fueron repetidas al menos una vez para constatar la

reproducibilidad de los patrones de RAPD obtenidos y en todas ellas se utilizé un control
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negativo. En la Figura 17 puede observarse un ejemplo de reproducibilidad: el patron de
RAPD de 11 individuos de la poblacién de Méalaga empleando el cebador OPC-18,
resultado de dos reacciones de amplificacidn diferentes visualizadas en dos geles de

agarosa distintos.

[1.2.5. Construccion de una genoteca de la especie Bactrocera oleae.
La construccién de la genoteca (o libreria genémica) se llevd a cabo segun el

protocolo descrito en Sambrook y colaboradores (1989) y en el manual de instrucciones

gendmico de Bactrocera oleae .

11.2.5.1. Digestiones parciales de DNA gendmico de Bactrocera oleae.

Se realizaron pruebas de digestiones parciales de DNA gendmico de Bactrocera
oleae utilizando la enzima de restriccion Eco Rl y diferentes tiempos de reaccion. La
mezcla de reaccion contenia 5 pyg de DNA gendmico, 6 unidades/ul de Eco RI
(Boehringer-Manheim), 5 ul del tampdn recomendado por el fabricante y 31 ul de agua,
de modo que el volumen final de la mezcla fue de 50 pl. Se hicieron 5 alicuotas de 10 pl
cada una de esta mezcla de reaccion y se incubaron a 37°C durante 5, 10, 15, 20 y 25
minutos respectivamente. La digestion era bloqueada afiadiendo a la mezcla 1 pl de
EDTA 0,5 M; a continuacion se mantenia la mezcla de reaccidén durante 5 minutos a
65°C.

Las muestras de DNA digerido se visualizaron en un gel de agarosa 0,8%,
utilizando como control 1 ug de DNA sin digerir y como marcador de peso molecular DNA
del fago lambda cortado con la enzima de restriccion Hind Ill. De esta manera se
determin6d que el tiempo 6ptimo de reaccion para obtener una alta concentracion de
fragmentos de entre 9 y 23 Kb (el rango de tamafio del inserto que puede acomodar
nuestro vector) era de 15 minutos.

A continuacion se prepararon 2 tubos de mezcla de reaccién con un volumen
final de 500 pl (50 pg de DNA, 6 unidades/ul de Eco RI, 50 pl de tampon y 310 pl de
agua) y se digirieron con Eco RI durante 15 minutos a 37°C, parandose la reaccién de la
forma que se explicd anteriormente. El DNA digerido se juntd en un solo tubo.
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11.2.5.2. Fraccionamiento por tamafio en gradiente de sacarosa.

Se prepararon dos tubos con soluciones de sacarosa al 5y al 20% que fueron
autoclavados. Por medio de un generador de gradiente se prepararon dos tubos de
solucién de sacarosa en gradiente concentraciéon. A uno de ellos se le afiadieron
cuidadosamente 100 ug de DNA vy al otro, que se utilizaria como contrapeso en la
ultracentrifugacion, se le afiadi6 agua destilada hasta equilibrar. La centrifugacion (a
35.000 rpm y 4°C) se llevo a cabo sin freno para evitar distorsionar el gradiente.

Se recogieron del gradiente fracciones de 200 pl cada una (es decir, un total de
24 fracciones). EI DNA de estas fracciones se precipito afiadiendo 200 ul de TE y 1000 pl
de etanol absoluto y dejando la mezcla durante toda la noche a —20°C. A continuacion se
resuspendio el DNA en 50 pl de tampén TE (Tris:EDTA). El tamafio de los fragmentos del
DNA digerido presentes en cada fraccion se determind mediante su observacion en un
gel de agarosa 0,6%, utilizando el fago lambda cortado con Hind Ill como marcador de
peso molecular. Las fracciones escogidas fueron aquellas en las que el tamafio de la
mayoria de los fragmentos de DNA se encuentra entre 9 y 23 Kb. Todas estas fracciones
se reunieron en un tubo eppendorf y se precipitd su DNA afiadiendo NaCl 0,1M y 2,5
volumenes de etanol absoluto. La mezcla se mantuvo a —20°C durante toda la noche y a
continuacion se centrifugd 15 minutos a 14.000 rpm, se lavé de nuevo con etanol 70% y
se resuspendio en 10 pl de agua. Se determina la concentracion de DNA de la muestra
visualizando alicuotas de una dilucion 10-' de 1 pl de la mezcla en un gel de agarosa
0,8%; se utilizé como marcador de peso molecular DNA de fago lambda cortado con Hind
[Il. De esta forma se determind que la concentracion de DNA era aproximadamente 200
ng/ul. EI DNA se precipité de nuevo de la misma forma que en pasos anteriores, se lavo

con etanol 70% y se resuspendio en 3yl de agua ultrapura.

11.2.5.3. Ligamiento de los fragmentos de DNA a los brazos del bacteriéfago.

Se utilizo el kit Lambda DASH Ill / Eco RI de Stratagene. La mezcla de ligamiento
contenia 1 pl de vector Lambda DASH III, 1 ul de DNA gendmico (aproximadamente 400
ng), 0,5 pl de tampdn 10x de ligasa T4 (Boehringer-Manheim), 0,5 ul de rATP 10mM y 2
unidades de ligasa T4. La mezcla de ligamiento se mantuvo durante toda la noche a 4°C.
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11.2.5.4. Empaquetamiento del DNA recombinante.

El empaquetamiento se llevo a cabo segun las instrucciones del fabricante del kit.
Se afiadi6 al extracto de empaquetamiento 1 pl de la mezcla de ligamiento y se agit6
suavemente para mezclar bien. Se incubd la mezcla durante 2 horas a 22°C. Se
afiadieron 500 pl de tampdén SM (NaCl 100mM, MgS04:H20 0,2%, Tris:HCI 50mM, ph
7,5) y 20 yl de cloroformo y se mezcldé suavemente. Se centrifugd para eliminar el

cloroformo. El sobrenadante se pas6 a un tubo nuevo y se almacené a 4°C.

[1.2.5.5. Titulacion.

En primer lugar se prepararon las células hospedadoras. Se utilizaron las cepas
de Escherichia coli XL1-BlueMRA (P2) del kit de Stratagene. Se sembraron en placas de
LB-agar y se incubaron a 27°C durante toda la noche. Los stocks de las cepas se
prepararon a partir de una de las colonias de las placas de LB-agar que se sembr6 en un
matraz con 50 ml de LB liquido, 500 pl de MgSQO4 1M y 500 pl de maltosa 20% y se dejo
incubando toda la noche a 37°C. La mezcla se centrifugd 10 minutos a 2000 rpm y se
resuspendieron las bacterias en 25 ml de LB liquido, 250 pl de MgSOs 1M y 250 pl
maltosa 20%. Se midi¢ la densidad optica (DOeoo) que resultd ser 1,9 y se diluy6 con
agua ultrapura hasta una DOgg=0,5.

Se prepararon diluciones con un volumen final de 10 ul de la genoteca (10-1, 102,
103, 104, 105, 10-6) en agua ultrapura a las que se afiadieron 200 pl de la dilucién con
células huésped y 4ml de top agar. La mezcla se extendié sobre placas de 200 ml de LB-
agar y se incubd a 37°C durante 8-12 horas. Se contaron las pfu (unidades formadoras

de placa) para determinar el titulo de la genoteca.

11.2.5.6. Amplificacion de la genoteca.

Alicuotas de 63 pl de la genoteca se mezclaron con 300 pl de células huésped
(resuspendidas en MgSO4 10mM a una DOg00=0,5) y se incubaron 15 minutos a 37°C en
agitacion suave, con el fin de permitir que las células fueran infectadas por los fagos. A
continuacion se afiadieron 9 ml de top agar y se extendieron sobre placas con LB-agar,
incubandose a 37°C durante 8 horas. Posteriormente, las placas se cubrieron con 9 ml de
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tampdn SM y se mantuvieron a 4°C durante toda la noche con el fin de que el fago
difundiera al tampdn. Se recogi6 la suspension del fago, se le afiadié cloroformo a una
concentracion final del 5% en viv y se mantuvo 15 minutos en agitacion con el fin de
matar las células. El sobrenadante se centrifugd 10 minutos a 10.000 rpm para eliminar
los restos de células. El fago se guardé a 4°C.

La amplificacién de la genoteca se titula de igual manera que la genoteca

original.

11.3. ANALISIS ESTADISTICO.

[1.3.1. Analisis de las secuencias de DNA mitocondrial.
11.3.1.1. Alineamiento y andlisis de las secuencias.

Una vez obtenidas las secuencias, éstas deben ser alineadas. Los analisis
filogenéticos que se llevan a cabo a continuacion se basan en el alineamiento, de ahi la
importancia del mismo.

Sankoff y Cerdegen (1983) propusieron utilizar el principio de parsimonia para
determinar los alineamientos multiples. Puesto que el alineamiento es basicamente un
procedimiento por medio del cual podemos reconocer y describir la homologia potencial
entre las posiciones de la secuencia de nucledtidos (o, en su caso, aminoacidos), es
l6gico que el criterio de evaluacidn de la calidad del alineamiento sea el numero de pasos
(0 sucesos evolutivos) requeridos para explicar la variaciéon observada entre secuencias.
El nimero minimo de cambios que se requieren para un alineamiento es el que produce
el cladograma més parsimonioso para estas secuencias.

Para alinear las secuencias se utilizé el programa CLUSTAL W (Thompson et al.,
1994), que lleva a cabo un alineamiento mdltiple progresivo siguiendo el método
propuesto por Feng y Doolittle (1987). El programa alinea en primer lugar las secuencias
mas parecidas y a continuacion va afiadiendo secuencias al alineamiento. Este programa
mejora la sensibilidad de otros métodos de alineamiento mdltiple progresivo, ya que
asigna un menor peso a las secuencias mas parecidas y un peso mayor a las mas

divergentes. Ademas, se asigna un peso menor a los huecos en las regiones en las que
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se han abierto huecos en los primeros alineamientos, de modo que es menos costoso
abrir huecos en estas posiciones que en las regiones en las que no existian previamente.

El analisis de la composicion nucleotidica, de la proporcion de transiciones
(sustituciones de una purina por otra purina o0 de una pirimidina por otra pirimidina) frente
a transversiones (sustituciones de una purina por una pirimidina o viceversa) y de las
posiciones variables e informativas para la parsimonia se realiz6 mediante el programa
PAUP* version 4.0b8 (Swofford , 2001).

Por medio del programa MEGA (Kumar et al., 2001), se calcularon tanto la
distancia media como las distancias genéticas entre todos los tefritidos de la muestra (en
forma de porcentaje de sustituciones en la secuencia de nucleétidos estudiada),
excluyendo una de las dos secuencias de cada especie cuando éstas eran idénticas.

Por ultimo, las secuencias de los genes cytb y ND1 se tradujeron a secuencias
de aminoéacidos utilizando el programa Editseq, del paquete DNASTAR (DNASTAR, Inc.,
1995). Las secuencias de aminoacidos se alinearon utilizando el programa CLUSTAL W
(Thompson et al., 1994).

11.3.1.2. Métodos de construccion de arboles filogenéticos.

Segun Felsenstein (1988), Saitou e Imanishi (1989), Swofford y colaboradores
(1996), Nei (1996) y Page y Holmes (1998), ninguno de los métodos actuales de
reconstruccién filogenética ha probado ser el mejor en todas las situaciones. Debido a
ello, en la presente memoria se han utilizado tres métodos de analisis filogenético:
neighbor-joining o0 vecino mas préximo(NJ, Saitou and Nei, 1987), maximum likelihood
(ML, maxima verosimilitud, Felsenstein, 1981) y Maxima parsimonia (MP, Fitch, 1977). El
método NJ es un método basado en distancias genéticas y los métodos ML y MP son
métodos basados en caracteres, en los que cada posicion de la secuencia se considera
un caracter y cada una de las cuatro bases un estado del caracter, pudiendo
considerarse como quinto estado las indels (inserciones y deleciones).

El método del vecino mas proximo (NJ) se basa en encontrar pares de OTUs
(Operational Taxonomic Units, es decir, unidades taxonémicas operativas) que minimicen
la longitud total de las ramas del arbol en cada paso del agrupamiento, partiendo de un
arbol en forma de estrella. Las estimas de las longitudes de las ramas se obtienen por el
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método de los minimos cuadrados. Los datos se suministran al programa en forma de
matriz de distancias. Los estudios de simulacion muestran que se trata de un método
muy eficiente. Probablemente esto se deba a que en cada paso se aplica el criterio de
minima evolucién, 0 méxima parsimonia, y la aplicacion repetida de este principio reduce
los efectos del error de muestreo.

Los métodos de parsimonia (MP) operan seleccionando los arboles que
minimizan la longitud total del arbol, es decir, el nimero de pasos evolutivos
(transformaciones de un estado a otro) requeridos para explicar determinados datos. Del
conjunto de sitios polimérficos presentes en la secuencia, s6lo son informativos aquellos
en los que estan representados al menos dos nucleotidos distintos en al menos dos de
los taxones estudiados. Este es uno de los pocos métodos que busca explicitamente la
reconstruccion de las secuencias ancestrales. Ademas, los programas disponibles no son
capaces de tratar los huecos como caracteres informativos en los métodos basados en
modelos de evolucion (métodos de distancia y méxima verosimilitud), lo que hace del
método de maxima parsimonia un método mas adecuado para analizar secuencias de
longitud variable.

Los métodos de maxima verosimilitud (ML) evalian una hipétesis acerca de la
historia evolutiva en términos de la probabilidad de que el modelo de proceso evolutivo
que se propone Y la historia que se postula den lugar a los datos observados. Se trata de
métodos muy consistentes, robustos al incumplimiento de los supuestos béasicos del
modelo y a menudo la varianza de sus estimas es menor que la de otros métodos, es
decir, se ven menos afectados por el error de muestreo.

El problema de los modelos de cambio evolutivo (utilizados tanto en la estima de
las distancias para el NJ como en el método de ML) es que asumen que todas las
regiones de la secuencia presentan la misma tasa de sustitucion de nucleétidos, algo que
rara vez es cierto. El incumplimiento de esta condicion puede tener consecuencias
importantes. La aproximacion mas utilizada para tener en cuenta esta variabilidad es
considerar que las tasas de variacion de las distintas posiciones siguen una distribucion
gamma. Esta distribucion tiene un parametro alfa (a), que especifica la tasa de variacion

entre sitios.
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11.3.1.3. Construccion de arboles filogenéticos.

Como se explicd en el apartado anterior, se han utilizado tres métodos de
analisis filogenético para reconstruir las relaciones evolutivas entre las especies de la
familia Tephritidae.

El analisis de parsimonia se llevé a cabo utilizando el programa PAUP* 4.0b8
(Swofford, 2001), asignando el mismo peso a todas las posiciones de la secuencia y
considerando los huecos como una quinta base. La busqueda heuristica se realizo
usando el método TBR (tree bisection-reconnection), con 1.000 réplicas y adicion
aleatoria de los taxones (10 réplicas). Posteriormente se obtuvo el arbol consenso (strict
consensus tree) de los 10 mejores arboles, todos ellos igualmente parsimoniosos.

Los analisis de maxima verosimilitud y vecino mas préximo se llevaron a cabo
con el programa PHYLIP 3.6a2 (Felsenstein, 2001). El modelo de sustitucion de
nucledtidos utilizado fue el F84, con una aproximacion discreta a la distribucion gamma
(F84+ T ). El modelo F84, descrito formalmente por Kishino y Hasegawa (1989), permite
que las bases tengan distintas frecuencias y divide el proceso de sustitucion en dos
componentes: uno general capaz de producir todos los tipos de sustituciones y uno
dentro de grupo, que solo produce transiciones. La proporcion de transiciones frente a
transversiones, el numero de clases de sitios con distinta tasa de sustitucion de
nucledtidos y el parametro a se calcularon con el programa PAUP* 4.0b8, utilizando una
aproximacion iterativa (Swofford et al., 1996). Es decir, los parametros se calcularon por
maxima verosimilitud a partir del arbol mas parsimonioso; con estos parametros se
construia un nuevo arbol, cuando la topologia encontrada diferia de aquella a partir de la
que se estimaron los pardmetros, éstos se volvian a estimar a partir de la nueva
topologia. Se continuaba de esta forma hasta que se convergia en el mismo arbol.

Se pueden utilizar modelos de evolucion del DNA més complejos, pero estos
pueden ser mas sensibles al error sistematico que los modelos mas simples, ya que es
necesario estimar mas parametros a partir de los mismos datos. Ademas, aunque los
métodos mas complicados aumentan la verosimilitud, la diferencia en cuanto a la
exactitud de las relaciones filogenéticas encontradas es muy pequefia (Huelsenbeck and
Bull, 1996).
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El anélisis de maxima verosimilitud se realizd con el programa DNAML, del
paquete PHYLIP 3.6a2, que utiliza el modelo de sustitucion de nuclettidos F84. La
busqueda heuristica se realizd del mismo modo que en el anélisis de parsimonia, con la
diferencia de que en este caso el método de busqueda heuristica fue SBR (subtree
prunning and regrafting) en vez de TBR. A partir de los arboles obtenidos se construyo
un arbol consenso (50% majority rule extended consensus tree) con el programa
CONSENSE del paquete PHYLIP (Felsenstein, 2001).

Por Ultimo, las distancias genéticas se calcularon con el programa denominado
DNADIST, que también forma parte del paquete PHYLIP(Felsenstein, 2001). Se utiliz6 la
distancia F84, con distribucion gamma. A continuacién se obtuvieron los arboles por
medio del programa NEIGHBOR de este paquete. Las especificaciones fueron las
mismas que se utilizaron en DNAML (busqueda heuristica, 1000 réplicas, adicion
aleatoria de los taxones, 10 réplicas, y SBR). También en este caso se utilizd el
programa CONSENSE para obtener un arbol consenso (50% majority rule extended
consensus tree).

En todos los casos se llevd a cabo un analisis de bootstrap con 1000 réplicas,
para determinar el grado de soporte estadistico de los agrupamientos. Generalmente, se
considera que un grupo esta apoyado de forma concluyente cuando el valor de
booststrap es 90 o0 mayor (es decir, cuando el agrupamiento se repite en 90, 0 mas, de
cada 100 réplicas). Sin embargo, Hillis y Bull (1993) han demostrado que valores de
booststrap mayores de 70 generalmente corresponden a una probabilidad del 95% de

que los datos apoyen de forma consistente el agrupamiento.

[1.3.2. Analisis de RAPDs.

Para llevar a cabo este anélisis se estudiaron los patrones de bandas de todos
los individuos, determinandose en cada uno de ellos la presencia 0 ausencia de bandas,
codificandose como 1 la presencia de una banda y como 0 su ausencia. Sélo se tuvieron
en cuenta las bandas reproducibles y de peso molecular intermedio (Stewart and
Excoffier, 1996). De esta forma se construy6 una matriz de 115 por 420 (115 bandas

obtenidas por medio de RAPD-PCR en 420 individuos) que no se adjunta debido a su
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gran tamafio. Se calculé la frecuencia de cada una de estas bandas en cada una de las
poblaciones analizadas.

Por otra parte, con el fin de cuantificar la variabilidad genética, se calculd la
proporcion de loci polimérficos o polimorfismo, considerando a cada una de las bandas
como un locus. El polimorfismo de una poblacion se estima como el nimero total de loci
polimérficos dividido por el nimero total de loci estudiados. La consideracion de un locus
como polimorfico puede basarse en diversos criterios, aunque normalmente se utiliza el
criterio del 95% (0 0,95) o el menos restrictivo del 99% (o 0,99). Utilizando el criterio del
95%, se dice que un locus es polimérfico cuando la frecuencia del alelo méas frecuente en
la poblacion es menor o igual a 0,95. El polimorfismo oscila entre 0 (ninguno de los loci
es polimorfico) y 1 (todos los loci estudiados son polimorficos).

Se llevo a cabo un analisis de 2 de cada una de estas bandas para determinar
si existian diferencias estadisticamente significativas en cuanto a su frecuencia en las
diferentes poblaciones. También se establecieron las diferencias estandarizadas en la
frecuencia de estas bandas en cada una de las poblaciones, suponiendo que la
frecuencia de cada banda se distribuye como una normal (0,1), de modo que un valor
mayor de 3 en una poblacion indica que la frecuencia en esa poblacion de la banda
estudiada es alta comparada con su frecuencia en el total de poblaciones, mientras que
un valor menor de -3 indicaria que su frecuencia es baja.

Las bandas obtenidas por medio de la técnica RAPD-PCR se analizaron como
marcadores genéticos suponiendo que cumplen las siguientes condiciones:

1) Se trata de marcadores dominantes que segregan de forma mendeliana.

2) Las frecuencias genotipicas de los alelos guardan las proporciones de

Hardy-Weinberg.

3) Todos los alelos recesivos (“ausencia de banda”) son idénticos en estado (es
decir, provienen de mutaciones idénticas) tanto entre individuos como dentro
de individuos; lo mismo ocurre con los alelos dominantes (‘presencia de
banda”).
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11.3.2.1. indice de diversidad.

Para estimar la diversidad genética se utilizo el indice de Shannon (Lewontin, 1972):
Ho =- pilog: p
H

donde pies la frecuencia de un determinado fragmento de RAPD.

Ho se calculd a dos niveles: la diversidad media dentro de poblaciones (Hoop) ¥ la
diversidad total (Hsp). A continuacién, la proporcion de la diversidad total que se
encuentra dentro de poblaciones se estimd como Hyop/ Hsp Y la proporcion de diversidad

entre poblaciones como (Hsp - Hpop)/Hsp.

11.3.2.2. Indice de similitud.

El indice de similitud entre individuos se calculd a partir de la matriz de
presencia- ausencia de bandas empleando la formula de Nei y Li (1979):

S=2 Nab/ (Na + Np)
donde Na y Npb son el numero de bandas presentes en los individuos A y B
respectivamente, mientras que Na, es el nimero de bandas compartidas por ambos
individuos. Los valores asi calculados oscilan entre 0 (no existen bandas compartidas por
los individuos A 'y B) y 1 (las bandas presentes en los individuos A y B son las mismas).
Para el célculo de este indice se utilizd el programa RAPDplot, del paquete estadistico
RAPD-PCR (Black, 1995). Los datos de similitud intrapoblacionales se calcularon
promediando los coeficientes de similitud de los individuos de cada poblacion. Los datos
de similitud interpoblacionales se calcularon promediando los coeficientes de similitud
entre los individuos de una poblacién y los individuos de la poblacion con la cual se

compara .

[1.3.2.3. Distancias genéticas.

Por otra parte, la matriz de presencia-ausencia de bandas se transformd en una
matriz de frecuencias de estas bandas en cada una de las poblaciones. A partir de estas
frecuencias se estimaron las distancias de Nei (1972) entre poblaciones. La distancia de
Nei proporciona una estima del nimero medio de mutaciones que separa los genes de

dos poblaciones y se calcula por medio de la ecuacion:
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Diy= -In [Jxy/(Jx Jy) 2]

donde:

JX: Zn: jxk /n
k=1

‘Jy= Z jyk /n
k=1

b= J, I
k=1

para:
jx = Xi2
k=1
Jy = Z yi2
k=1

n
ny = Z Xi yi
k=1
siendo X, e y,las frecuencias del alelo i en las poblaciones X e Y respectivamente y n el

numero de loci analizados.
Las distancias se obtuvieron utilizando el programa RAPDdist, perteneciente al
paquete RAPD-PCR (Black, 1995).

11.3.2.4. Andlisis de la varianza molecular (AMOVA).
También se realiz6 un andlisis de la varianza molecular (Excoffier et al., 1992).

Para llevar a cabo este andlisis se comparan dos a dos todos los fenotipos con el
fin de obtener una matriz de distancias entre ellos. La distancia se calcula como el

numero de bandas no compartidas por los dos fenotipos, lo que es equivalente a una

distancia euclidiana al cuadrado (5ij2 ). La idea central del AMOVA es utilizar la matriz de

distancias para realizar un andlisis de varianza de los fenotipos obtenidos que extraiga
sus diferentes componentes: varianza de las distancias existentes entre los individuos de
una misma poblacion, entre los individuos de diferentes poblaciones pertenecientes a un
mismo grupo y entre los individuos de poblaciones pertenecientes a diferentes grupos.

El disefio del analisis se detalla a continuacién.
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Fuente de variacion Grados de libertad Media de las Media de las desviaciones

desviaciones al esperadas al cuadrado
cuadrado
Entre grupos G-1 MSDa) n'c’ +no; +o’
Entre poblaciones P-G MSDy) n ol +o’
C
dentro de grupos
Dentro de poblaciones N-P MSDy) -
C
Total N-1 MSDq) GTZ

donde G es el numero de grupos, P es el nimero de poblaciones y N es el numero de
individuos y los valores n*, n' y n los tamafios muestrales de cada uno de los niveles
jerarquicos.

Cada media de desviaciones al cuadrado es igual a la correspondiente suma de
desviaciones al cuadrado (SSD) dividida por los grados de libertad. En cada caso, el
valor de SSD se expresa como una funcién de las distancias fenotipicas entre los
individuos que se estén analizando. Por ejemplo:

1,

$SDm==>"> 5%

4 j=1 k=1

siendo 5fk la distancia entre los individuos j y k de la muestra.

Los niveles de significacion de las estimas de los componentes de la varianza se
calculan por procedimientos permutacionales no paramétricos (en este caso por medio
de 10.000 permutaciones al azar).

El analisis de la varianza molecular se llevé a cabo utilizando el programa
Arlequin 2000 (Schneider et al., 2000).

11.3.2.5. Test de Mantel.
La matriz de distancias genéticas obtenida mediante la formula de Nei (1972), se
compard con la matriz de distancias geograficas empleando el test de Mantel (1967).

Este test mide el grado de relacion, Z, entre las dos matrices, siendo
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n

/= z Xi Yi

i
donde X; e Yj son los elementos de las matrices X e Y. Si las dos matrices contienen
valores de distancia similares, Z es mayor de o que se esperaria por azar.

El test de significacién generalmente se lleva a cabo comparando el valor de Z
con su distribucion permutacional, es decir, la distribucion que se obtiene si se compara
una matriz (por ejemplo X) con todas las posibles matrices en las que el orden de los
elementos de la otra matriz (Y) se han permutado. En la préactica, el nimero de
permutaciones posibles es tan elevado que sélo se utiliza una muestra al azar de las
posibles permutaciones (en nuestro caso 10.000).

El test de Mantel se realiz6 utilizando el paquete estadistico NTSYSpc version

2.01b (Applied Biostatistics Inc., 1997).

1.3.2.6. Célculo de Fsty Nm.

El indice de subdivision de la poblacion (Fst) fue formulado por Wright (1951)
como una forma de estimar la correlacién entre gametos escogidos al azar dentro de una
poblacion relativa a la correlacién entre gametos escogidos al azar en el conjunto de
todas las poblaciones. Fst es mayor que 0 cuando las poblaciones estan aisladas, debido
a que la probabilidad de que gametos escogidos al azar porten alelos derivados de un
antepasado comun es mayor dentro de una determinada poblacion que en el conjunto de
poblaciones. Métodos alternativos para estimar este estadistico son los de Weir y
Cockerham (1984) y Lynch y Milligan (1994). La correccién de estos ultimos tiene en
cuenta el caracter dominante de los productos de amplificacion obtenidos por medio de
RAPD-PCR y el pequefio tamafio de las muestras.

A partir de la matriz de presencia- ausencia de bandas se estimé el coeficiente
Fst por los tres métodos citados utilizando el programa RAPDFst, que también forma
parte del paquete de programas RAPD-PCR (Black, 1995).

La tasa efectiva de migracidn (Nm) es una medida del flujo génico entre
poblaciones que se estima a partir del coeficiente Fstpor medio de la férmula.

Fst=1/(1+4Nm)
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donde m es la tasa media de migracién en un modelo de poblacion subdividida y N el

tamario poblacional local (Wright, 1931).

[1.3.2.7. Construccion de dendrogramas.

La matriz de distancias genéticas de Nei se utiliz6 para construir dos
dendrogramas por medio de los métodos del vecino mas préximo (NJ) y UPGMA
(unweighted pair group method with arithmetic average) (Sneath and Sokal, 1973). Para
la elaboraciéon de los dendrogramas se utilizd el programa PHYLIP versiéon 3.6a2
(Felsenstein, 2001).

El método NJ de construccion de dendrogramas a partir de una matriz de
distancias se explico en el apartado de este capitulo dedicado al estudio filogenético de
la familia Tephritidae. La construccién del dendrograma por el método UPGMA se lleva a
cabo siguiendo los pasos que se indican a continuacion:

1) Dada una matriz de distancias, se encuentran las dos OTUs (operational

taxonomic units) i y j entre las cuéles existe la menor distancia di.

2) Lalongitud de las ramas se calcula como dij2.

3) Sino queda ninguna OTU por agrupar el arbol esta completo, en caso contrario
se crea un nuevo grupo al que llamaremos u.

4) Se define la distancia entre u y cualquier otro OTU (k con k= o j) como la media
de las distancias dy; y dy; .

5) Se vuelven a repetir todos los pasos, teniendo en cuenta que hemos eliminado
las OTUs iy j y hemos afiadido el grupo u, de modo que ahora la matriz de
dimension n x n pasa a ser (n-1) x (n-1).

La longitud de las ramas de estos dendrogramas es proporcional a la distancia
genética existente entre los dos OTUs. Se ha observado que este método se comporta
muy bien en estudios de simulacion. Parece ser que esto se debe al hecho de que las
estimas de distancia genética estan sujetas a grandes errores estocasticos y el
procedimiento de promediar las distancias utilizado en el UPGMA reduce el efecto de
este error en las estimas de la longitud de las ramas. Esto sugiere que si la distancia

genética estd sujeta a un elevado error estocastico, pero se espera que sea
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aproximadamente lineal en el tiempo, el UPGMA es un buen método para construir
arboles.
En ambos arboles se llevo a cabo un analisis de bootstrap (1000 réplicas) para

comprobar la fiabilidad de los agrupamientos obtenidos.

11.3.2.8. Andlisis de coordenadas principales.

A partir de las distancias obtenidas por el método de Nei se llevd a cabo un
andlisis de coordenadas principales (Gower, 1966) para determinar las principales
tendencias de variacion. De esta forma se determina el numero de coordenadas
necesarias para explicar el 100% de la variacion, asi como el porcentaje de variacion que
absorbe cada una de ellas. Ademas, el analisis de coordenadas principales permite
representar de forma grafica estas tendencias de variacién, asi como visualizar las
relaciones entre poblaciones. Para ello se proyectan las coordenadas principales sobre
un eje de dos o tres dimensiones, segun si se representan las dos o tres principales
tendencias de variacion, sobre el que se sitlan las poblaciones.

Para llevar a cabo este analisis se utilizd el paquete de programas NTSYSpc
version 2.01b (Applied Biostatistics Inc., 1997).
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I1I-RESULTADOS.

lIl.1. RELACIONES FILOGENETICAS EN LA FAMILIA TEPHRITIDAE.
l1.1.1. Andlisis de las secuencias.

Como se indica en el apartado de Material y Métodos, se han analizado un total
de 46 individuos pertenecientes a 22 especies de la familia Tephritidae. La secuencia
amplificada es la que corresponde a las posiciones 11.546 a 11.840 del genoma
mitocondrial de Drosophila yakuba, especie a partir de la cual se disefiaron los
cebadores. La longitud de las secuencias varia entre 286 pb y 301 pb. La longitud de las
secuencias alineadas es de 308 sitios debido a la existencia de indels (inserciones y/o
deleciones). Las secuencias alineadas se presentan en la Figura 18. EIl numero de sitios
constantes del total de 308 sitios es 156, 12 sitios son variables pero no informativos para
la parsimonia y 140 son informativos para la parsimonia. La proporcion A:T:G:.C es
45:35:9:11. La proporcidn transiciones:transversiones (ts/tv) es, como promedio, 2,48.
Estos datos se resumen en la Tabla 6.

La secuencia estudiada corresponde, en Drosophila yakuba, a los ultimos 106
nucledtidos del gen cytb, una pequefia secuencia intergénica de 6 nucledtidos, el gen del
tRNA de serina (tRNA-Ser) y, solapando con éste y en la cadena complementaria, los
ultimos 145 nucleétidos del gen ND1 (subunidad 1 de la NADH deshidrogenasa). La
longitud y el nimero de sustituciones de las distintas regiones de la secuencia se
resumen en la Tabla 7.

La longitud del extremo 3'-terminal del gen cytb oscila entre 105 y 111
nucledtidos: 111 nucledtidos en Rhagoletis cerasi (Rc), 107 en Toxotrypana curvicauda
(Tc), 106 en la propia Drosophila yakuba (Dy), en Rhagoletis pomonella (Rp), Neoceratitis
cyanescens (Nc) y Anastrepha striata (Ast) y 105 en el resto de especies de tefritidos.
Todas las indels aparecen en los Ultimos 15 sitios de la secuencia del cyth. El 55,8 % de
las sustituciones tienen lugar en la tercera posicion del codon. Para hacer este célculo
hemos excluido la region de la secuencia a partir del punto en que comienzan las indels.

La longitud de la secuencia intergénica es muy variable. En las dos especies de

Rhagoletis (R. pomonella, Rp, y R. cerasi, Rc) ocupa 8 nucledtidos, 6 en Drosophila
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yakuba (Dy) y Anastrepha striata (Ast), 5 en Neoceratitis cyanescens (Nc) y 4 en
Toxotrypana curvicauda (Tc). En el resto de especies no existe region intergénica.

La longitud del gen de tRNA de serina estd muy conservada en las especies
analizadas; salvo en Rhagoletis pomonella (Rp) (68 nucleétidos) y en Drosophila yakuba
(Dy), Anastrepha striata (Ast), Neoceratitis cyanescens (Nc) y Rhagoletis cerasi (Rc) (66
nucledtidos), su longitud es de 65 nucledtidos. En esta regién aparecen 17 mutaciones.
De ellas, nueve corresponden a zonas del tRNA que no estan apareadas, ocho en los
lazos (ninguna de ellas en el lazo del anticoddn) y una en el extremo 5. Otras dos
sustituciones aparecen Unicamente en Bactrocera oleae (Bo) y estan compensadas: un
par A-U pasa a ser G-C. En consecuencia, s6lo cinco de las mutaciones afectan a zonas
apareadas.

Por dltimo, la longitud del extremo 3" del gen ND1 oscila entre 142 y 148
nucledtidos: 142 nucledtidos en la especie Toxotrypana curvicauda (Tc), 145 en
Drosophila yakuba (Dy), 146 en Dacus ciliatus (Dc), 148 en Dacus demmerezi (Dd) y 144
en el resto de especies. Las indels aparecen uUnicamente en los ultimos 21 sitios de la
secuencia. El 61,7% de las sustituciones nucleotidicas tienen lugar en la tercera posicion
del codon.

Ademas de analizar la secuencia de nucleotidos, se tradujeron las regiones de la
misma que codificaban las proteinas citocromo b (Cytb) y la subunidad 1 de la NADH
deshidrogenasa (ND1). La longitud y el nimero de sustituciones de cada una de estas
dos secuencias de aminoacidos se detalla en la Tabla 7.

Al traducir la secuencia de nucleétidos correspondiente a Cytb obtenemos una
secuencia de 34 aminodcidos, salvo en Rhagoletis cerasi (Rc) y Rhagoletis pomonella
(Rp), en que se afade una leucina al extremo carboxilo-terminal de la proteina. Las
secuencias alineadas se representan en la Figura 19. Las secuencias de aminoacidos de
los dos individuos de cada especie son idénticas en todas ellas salvo en Bactrocera
dorsalis (Bd), especie en la que se diferencian en un aminoacido, y Ceratitis rosa (Cr), en
que un individuo se diferencia de los otros tres en un aminoacido. Al comparar las
secuencias obtenidas con la de Drosophila yakuba, se observan 14 sustituciones, una de
las cuales afecta a todos los tefritidos. Por tanto, se observan 13 sustituciones dentro de
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la familia Tephritidae. De estas 13, ocho consisten Unicamente en cambios entre
aminoacidos del mismo grupo (siete sustituciones de un aminoacido hidrofébico por otro
y una sustitucién de un aminodacido polar por otro aminoacido polar). Algunas de estas
sustituciones son compartidas por todos los miembros de determinados taxones. A
continuacion se indican las sustituciones compartidas por todos los miembros de un
taxon, asi como la posicion que ocupan en la proteina. Estas sustituciones se resumen
en la Tabla 8.

- En la tribu Toxotrypanini, representada en este estudio por los géneros
Anastrepha y Toxotrypana, sustitucion del glutamato en posicién 346 por un
aspartato presente en todas las especies del género Anastrepha (Al, Ao, As,
Asp y Ast).

- Enla tribu Carpomyini, representada por el género Rhagoletis, sustitucién de
este mismo glutamato por una asparagina en las dos especies del género
(Rcy Rp).

- En la tribu Ceratitini, representada por los géneros Ceratitis y Neoceratitis,
sustitucion en todas las Ceratitis (Cc, Ccs, Cfy Cr) de la valina 351 por una
treonina.

La traduccidn de la region del mtDNA que codifica el extremo carboxilo terminal

de la subunidad 1 de la NADH deshidrogenasa (ND1) da lugar a una secuencia de 44
aminoacidos en todas las especies salvo las dos especies de Dacus (Dc y Dd) en las que
se observa una insercion (en Dd) y una insercion y dos deleciones (en Dc) de un
aminoacido en el extremo carboxilo. El alineamiento de estas secuencias se presenta en
la Figura 20. Todas las secuencias de individuos de la misma especie son idénticas entre
si, salvo las de los dos individuos pertenecientes a la especie Ceratitis cosyra (Ccs), que
se diferencian en un aminoacido. Al comparar estas secuencias con la secuencia de
aminoacidos de Drosophila yakuba (Dy) se observan 24 sustituciones; en 3 de ellas,
todos los tefritidos comparten el mismo aminoacido, siendo este diferente al presente en
Dy. Por tanto, sdlo se observan 21 sustituciones comunes a todos los tefritidos (Tabla 7).
De ellas, 10 son cambios entre aminoacidos del mismo grupo (ocho sustituciones de un

aminoacido hidrofébico por otro y dos de un aminoacido polar por otro amino&cido polar).
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También en este caso se observan sustituciones, que se detallan a continuacion,

compartidas por todos los miembros de determinados taxones (Tabla 8).

En la tribu Toxotrypanini, representada por los géneros Anastrepha y
Toxotrypana, encontramos sustituciones de este tipo en 6 posiciones. Dos de
estas sustituciones afectan a todas las especies de la tribu: la sustitucién de
la serina 289 por una cisteina y la sustituciéon del triptéfano 313 por una
leucina. Otras 2 sustituciones, la de la isoleucina 309 por una metionina y la
de la lisina 316 por un aspartato, afectan a todas las especies del género
Anastrepha. Por dltimo, 2 sustituciones afectan a todas las especies del
grupo fraterculus del género Anastrepha (Al, Ao y As). En la posicion 307 una
leucina es sustituida por una fenilalanina. En la posicion 304, una fenilalanina
es sustituida por una valina en las especies del grupo fraterculus, asi como
en la especie del género Toxotrypana (Tc); esta misma valina es sustituida
por una isoleucina en las restantes especies del género Anastrepha (Ast y
Asp).

La tribu Carpomyini esta representada en nuestro estudio por dos especies
del género Rhagoletis (Rc y Rp). En ambas especies, la tirosina 311 es
sustituida por una leucina.

En la tribu Dacini, de la que contamos con representantes de los géneros
Bactrocera y Dacus, se observan 6 sustituciones. Una afecta a todas las
especies de la tribu analizadas (tirosina 297 por una fenilalanina), mientras
que oftras dos afectan a todas las especies excepto Bactrocera oleae
(fenilalanina 301 por isoleucina e isoleucina 315 por metionina). Otra
sustitucion afecta a todas las especies del género Bactrocera (Bc, Bca, Bd,
Bl, Bn, Bo, Bt y Bz) (fenilalanina 304 por leucina), mientras que otra afecta a
todas las especies del género excepto a Bactrocera cucurbitae (fenilalanina
324 por valina). Por ultimo, la sustitucién de una leucina por una metionina
en la posicién 307 afecta a las especies Bca y Bd.

En cuanto a la tribu Ceratitini, encontramos dos sustituciones que afectan a

todas las especies de los dos géneros de esta tribu representados en la
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muestra (Ceratitis y Neoceratitis): tirosina 310 por serina y lisina 323 por

asparagina.

l1.1.2. Distancias genéticas.

En la Tabla 9 se muestran las distancias genéticas en forma de porcentaje de
sustituciones nucleotidicas en el total de sitios de la secuencia de mtDNA estudiada. Las
distancias entre los tefritidos estudiados oscilan entre el 0 y 18,3% de sustituciones, con
una media del 12,1%.

Las distancias entre individuos de la misma especie, cuando estos no son
idénticos, son: 0,4 entre los dos individuos de la especie Bactrocera neohumeralis (Bn) y
0,7 en las especies Bactrocera dorsalis (Bd), B.tryoni (Bt), Ceratitis cosyra (Ccs) y
Rhagoletis cerasi (Rc). La mayor distancia entre individuos de la misma especie es la
existente entre dos de los individuos de la especie Ceratitis rosa (Crh y Crm; distancia
1,1).

En cuanto a distancias entre especies las menores son las que existen entre B.
tryoni (Bt) y B. neohumeralis (Bn) (0 a 0,7); C. rosa (Cr y Cf) de dos poblaciones distintas
que se ha propuesto que podrian pertenecer a especies diferentes (0 a 1,8) y tres de las
especies del género Anastrepha (Al, Ao y As): A. ludens y A. obliqua (2,1), A.ludens y
A.suspensa (1,8) y A.obliqua y A.suspensa (2,5). Las mayores distancias son las que
existen entre Rhagoletis cerasi (Rc) y varias especies de Bactrocera (B. cacuminata, Bca,
18,3 y B. dorsalis, Bd, B.ludens, B, y uno de los individuos de B. zonata, Bz, 17,6) y entre
Rhagoletis cerasi (Rc) y Dacus ciliatus (Dc) (17,6)

Las menores distancias dentro de géneros se encuentran en el género
Anastrepha, en el que oscilan entre 1,8 y 7. En el género Bactrocera encontramos el
rango mas amplio de distancias entre especies, entre 0 y 13,4 . En todos los demas
géneros las diferencias entre especies estan entre 4,9 y 10,2 (10,2 en Rhagoletis, entre

4,9y 7,7en Ceratitis y 9,2 en Dacus).

Las distancias entre los géneros pertenecientes a cada una de las tribus
establecidas en las clasificaciones basadas en caracteres morfologicos (White and Elson-
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Harris, 1994; Korneyev, 1999; Norrbom et al., 1999a). En la tribu Trypetini (constituida
por los géneros Anastrepha y Toxotrypana) estas distancias oscilan entre 8,8 y 10,6. Del
mismo orden son las distancias entre los géneros de la tribu Ceratitini (Ceratitis y
Neoceratitis): entre 8,5 y 11,3. El rango es méas amplio y las distancias son, en general,

mayores en la tribu Dacini que integran los géneros Bactrocera y Dacus: entre 8,8 y 13,7.

Las distancias entre especies pertenecientes a distintas tribu de la misma
subfamilia (tal como estan definidas las subfamilias en las clasificaciones basadas en
caracteres morfolégicos) oscilan entre 10,2 y 16,9 en la subfamilia Dacinae (constituida
por las tribus Dacini y Ceratitini) y entre 8,8 y 14,4 en la subfamilia Trypetinae (constituida

por las tribus Toxotrypanini y Carpomyini).

Por ultimo, las distancias entre especies pertenecientes a distintas subfamilias
oscilan entre 10,6 y 18,3.

I11.1.3. Arboles filogenéticos.

Los resultados del andlisis filogenético de las 22 especies estudiadas se
muestran en las Figuras 21 a 23. Como especies fuera de grupo se utilizaron Drosophila
yakuba, Coclyomyia hominivorax y Chrysomya chloropiga. El analisis se llevd a cabo
mediante los métodos de méaxima parsimonia (MP), vecino mas préximo (NJ) y maxima
verosimilitud (ML).

El andlisis de parsimonia (MP) gener6 10 arboles igualmente parsimoniosos
(longitud TL=442, indice de consistencia Cl=0,5023 e indice de retencion RI=0,8151). El
arbol consenso (strict consensus tree) de estos 10 mejores arboles se muestra en la
Figura 21 (los parametros del arbol consenso son TL=454, CI=0,4890, RI=0,8050).

Los arboles consenso (extended majority rule consensus tree) resultado de los
analisis de neighbor-joining (o vecino mas proximo, NJ) y maxima verosimilitud (ML), se
representan en las Figuras 22 y 23 respectivamente.

Los tres arboles presentan topologias muy similares. Asi, todos los arboles
coinciden en agrupar a las especies pertenecientes a los géneros Bactrocera, Dacus,
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Ceratitis y Neoceratitis. El soporte de bootstrap de esta agrupacion es bajo en el arbol de
ML (21), pero muy elevado en los arboles de NJ (90) y MP (87). Ademas, también en
todos los arboles, este gran grupo se divide en otros dos: el que agrupa a los géneros
Ceratitis y Neoceratitis, y el formado por los géneros Bactrocera y Dacus. El soporte

estadistico es significativo tanto en el arbol de NJ (52) como en de MP (78).

Con respecto a los otros tres géneros analizados, Rhagoletis, Anastrepha y
Toxotrypana, observamos que en todos los arboles los dos ultimos géneros se
encuentran mas proximos entre si que a Rhagoletis.

El arbol resultante del analisis de NJ es el Unico en el que las especies del
género Rhagoletis se sitian en el mismo grupo que las especies de los géneros
Anastrepha y Toxotrypana; sin embargo, el valor de bootstrap que apoya este
agrupamiento es muy bajo (21). En los arboles de MP y ML este género aparece como
un grupo aparte, separado de todas las demas especies de la familia Tephritidae, siendo
ademas el soporte estadistico de esta separacion dado por el valor de bootstrap bastante
alto (84 y 74 respectivamente).

Por otra parte, la especie Toxotrypana curvicauda estd estrechamente
relacionada con el grupo formado por las especies del género Anastrepha tanto en el
arbol de ML como en el de NJ, en los que ambos géneros forman un grupo de orden
superior; sélo en el arbol de MP se sitla como un taxén separado de los demas, aunque

sigue estando mas proximo al género Anastrepha que a Rhagoletis.

Por Ultimo, en todos los arboles se agrupan las especies pertenecientes al mismo
género, con la Unica excepcion de la especie Bactrocera cucurbitae. Asi, no esta clara la
relacion entre esta especie y el resto de especies del género Bactrocera, ya que, en los
tres arboles, se situa como un grupo separado del formado por las demas especies de
este género y las especies del género Dacus.

Por otro lado, los agrupamientos de especies dentro de los diferentes géneros

son también practicamente idénticos en todos los arboles.
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[1.2. ESTRUCTURA POBLACIONAL DE LA ESPECIE Bactrocera oleae.

Los 7 cebadores utilizados en esta parte del estudio generaron un total de 115 bandas,
todas ellas reproducibles, en 420 individuos pertenecientes a 21 poblaciones de la especie
Bactrocera oleae. De estas 21 poblaciones, 14 se localizan en Espafia, 1 en Portugal y 6 se
distribuyen por el resto del mundo: 4 en otros paises mediterraneos (ltalia, Grecia, Israel y Tunez)

y dos en California (Estados Unidos).

En las Figuras 24 a 30 se muestran los perfiles de RAPD para cada uno de los cebadores
utilizados en el estudio. Como puede observarse, cada cebador produce un patrén de

amplificacién caracteristico, claramente distinguible del producido por los otros cebadores.

A partir de la lectura de los perfiles de RAPD se calculo la frecuencia de cada una de las
bandas amplificadas. Estas frecuencias se presentan en las Tablas 10 a 16, en las que aparece
también el tamafio de las bandas, que oscila entre 1031 y 248 pares de bases, encontrandose la
mayoria de ellas en el rango entre 900 y 300 pares de bases. En la Tabla 17, que resume las
anteriores, se comprueba que el numero de fragmentos amplificados varia dependiendo del
cebador utilizado, oscilando entre 23 con el cebador OPC-06 y 12 con el cebador OPC-18, siendo
el promedio de 16,4 bandas amplificadas por cebador. EI numero total de fragmentos
amplificados por los 7 cebadores es 115, oscilando entre 102 en la poblacion de Portugal (Por) y

112 en la poblacién de Jaén (Jae).

Del total de 115 bandas, 17 aparecian en todos los individuos analizados. Basandonos
en la frecuencia de cada una de las bandas en las diversas poblaciones, se calculd el
polimorfismo de cada una de las 21 poblaciones y de la especie por cebador y en total (Tabla 18).
Segun el criterio del 95%, la proporcion de loci polimorficos (P) es 0,63. El cebador que detecta
mayor variabilidad segun este criterio es el OPA-17 (P=0,82) y el que menor variabilidad detecta
es el OPC-05 (P=0,48). En cuanto a las poblaciones, las poblaciones que presentan mayor
variabilidad son las de Jaén (Jae) y Tarragona (Tar), con P=0,70; la poblacion con un menor
polimorfismo estimado es la de Mallorca (Mal), con un valor de P de 0,51.

También se llevd a cabo una prueba de %2 para cada una de las 98 bandas no

constantes con el fin de comprobar si existian diferencias significativas entre poblaciones en
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cuanto a la frecuencia de cada banda. Los resultados se muestran en las Tablas 19 a 25. Por
ultimo, se llevd a cabo un test de diferencias estandarizadas, cuyos resultados también se
muestran en las Tablas 19 a 25, para comprobar en cada una de las poblaciones si la frecuencia
de cada banda era mayor (valor mayor de 3) o menor (valor menor de -3) que su frecuencia en el
conjunto de las poblaciones. Los resultados de ambos anélisis se resumen en la Tabla 26. En ella
observamos que el menor nimero de bandas con frecuencia significativamente diferente de la
frecuencia media aparece en la poblacién de Madrid, con sbélo dos bandas de diferente
frecuencia; el mayor numero de bandas de diferente frecuencia aparece en la poblacién de
Céaceres (Cac) (12 de las 115 bandas), seguida por las poblaciones de Tunez (Tun) y una de las
de Estados Unidos (USA1), en las que 11 de las 115 bandas presentan una frecuencia
significativamente distinta de la media. Como promedio, en cada poblacion 6 bandas se apartan
de la frecuencia media.

Por otra parte, segun el analisis de y?2, las frecuencias son significativamente diferentes
entre poblaciones en 70 de las 115 bandas. De las bandas cuya frecuencia varia
significativamente entre poblaciones, la mayoria (42), se apartan de la media en una sola
poblacion, 15 en 2 poblaciones, 8 en 3 poblaciones, 4 en 4 poblaciones, 1 en 5 poblaciones y otra
en 10 poblaciones. Estos valores no suman 70 porque en ocasiones el valor de 2 es significativo
aun cuando la frecuencia de la banda no se aparta significativamente de la media en ninguna
poblacién. De la misma manera, en ocasiones la frecuencia de la banda se puede apartar de la
frecuencia media en una poblacion sin que la prueba de y?2 detecte que las frecuencias entre

poblaciones son estadisticamente significativas.

I11.2.1. indice de diversidad de Shannon.

La diversidad genética se estimé mediante el indice de diversidad de Shannon.
Los valores de esta medida para cada una de las poblaciones estudiadas (Ho) se recogen
en la Tabla 27. En la Tabla 28 se encuentran los valores medios de diversidad dentro de
poblaciones (Hpop) V¥ la diversidad total (Hsp), asi como la proporcion de la diversidad total
que encontramos dentro de poblaciones (Hpop/Hsp) ¥ entre poblaciones (Hsp-Hpop/Hsp).

Los indices de diversidad (Ho) de cada una de las poblaciones oscilan entre 2,93

(una de las poblaciones de California: USA1) y 5,28 (poblacion de Jaén), siendo la estima

48



de la diversidad dentro de poblaciones (Hpop) 4,61. La estima de la diversidad total (Hsp)
es 5,38.
Por otra parte, se observa que un gran porcentaje de la diversidad total (el 86%)

es atribuible a la diversidad dentro de poblaciones (Hpop/Hsp).

111.2.2. indice de similitud.

Se calcul6 el indice de similitud de Nei y Li (1979) para los 420 individuos
analizados. No se presentan los valores de similitud entre individuos puesto que
resultaria una tabla desmesurada y sus valores no son relevantes para la discusion de
los resultados. Los valores de similitud interpoblacional e intrapoblacional se presentan
en la Tabla 29.

Los indices de similitud intrapoblacionales oscilan entre 0,61 (poblaciones de
Caceres, Cac, Tarragona, Tar, y Gerona, Ger) y 0,70 (poblaciones de Mallorca, Mal, y
Malaga, Mig), con un valor medio de 0,66. Los valores interpoblacionales son ligeramente
menores: entre 0,54 (entre Tanez, Tun, y Caceres) y 0,69 (entre Mallorca, Mal, y
Malaga), con un promedio de 0,62. Lo mas destacable es el hecho de que los valores de

similitud inter e intrapoblacionales sean muy parecidos.

1.2.3. Distancias genéticas.

Se determinaron los valores de distancia genética de Nei (1972) entre las 21
poblaciones estudiadas. Las distancias genéticas, representadas en la Tabla 30, oscilan
entre 0,162 (entre la poblacién de Tunez, Tun, y una de las de Sevilla, Sev-1) y 0,024
(entre la poblacion de Grecia, Gre, y la de Madrid, Mad), con una media de 0,058. Las

mayores distancias son las que existen entre Tunez y el resto de poblaciones.

[11.2.4. Andlisis de la varianza molecular (AMOVA).

En primer lugar se llevd a cabo un analisis de la varianza molecular para el
conjunto de las 21 poblaciones, calculandose Unicamente la proporcidn de la variabilidad
total atribuible a la variacion entre poblaciones y entre los individuos pertenecientes a una
misma poblacion. A continuacién se llevaron a cabo una serie de AMOVAs que

consideraban diferentes grupos de poblaciones, calculandose en cada uno de ellos tanto
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la proporcién de la variabilidad atribuible a las dos fuentes de variacion anteriormente
citadas, como la debida a la variacion entre poblaciones pertenecientes a un mismo
grupo. Por dltimo, se llevd a cabo un AMOVA de las 15 poblaciones de Espafia y
Portugal. Los resultados de estos anélisis se presentan en la Tabla 31. En todos los
andlisis, todas las fuentes de variacién (entre grupos, en el caso en que se considera
esta fuente de variacion, entre poblaciones y entre individuos dentro de poblaciones)
contribuian a la varianza de forma significativa (P<0,001).

Como se puede observar al llevar a cabo la descomposicion de la varianza sin
tener en cuenta la existencia de grupos de poblaciones, el porcentaje de la varianza total
atribuible a las diferencias entre individuos pertenecientes a la misma poblacion es
elevadisimo (mayor del 90%), siendo la proporcion de la variabilidad atribuible a la
variacion entre poblaciones tan solo del 8,45%.

Puesto que podria esperarse que las poblaciones de Estados Unidos (USA1 y
USA2) constituyeran un grupo diferente del formado por las poblaciones situadas en el
area mediterranea, se llevo a cabo un AMOVA en el que se consideraba la existencia de
estos dos grupos de poblaciones. De igual modo se llevo a cabo un tercer analisis de la
varianza con dos grupos de poblaciones, uno que incluia sélo a Tunez (la Unica
poblacion africana incluida en el analisis) y otro que comprendia el resto de poblaciones.
En ambos casos, el porcentaje de variacion dentro de poblaciones seguia siendo muy
elevado (88,81 en USA / area mediterranea y 85,07% en Tunez / resto de poblaciones) y
el porcentaje de variacion entre poblaciones pasaba a situarse en torno al 7 % (7,50 y
7,07 respectivamente). Sin embargo, el porcentaje de variacion entre grupos era el doble
cuando se separaba a Tunez del resto de las poblaciones (7,86%) respecto a cuando
eran las poblaciones de Estados Unidos las que constituian un grupo aparte (3,69%). Es
decir, la poblacion de Tunez se diferencia mas del conjunto que las poblaciones
estadounidenses.

Se llevaron a cabo otros dos andlisis de la varianza molecular. En el primero se
consideran tres grupos: Tunez, poblaciones de Estados Unidos y resto de poblaciones
mediterraneas. En el segundo se consideran cuatro grupos que corresponden a los
diferentes continentes representados en la muestra: Europa (poblaciones de Espafia,

Portugal, Italia y Grecia), Asia Menor (poblacion de Israel), Africa (poblacién de Tinez) y
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América (USA-1 y USA-2). Los porcentajes de variacion dentro de poblaciones y entre
poblaciones son muy parecidos en ambos analisis: 5,85% en el AMOVA de 3 grupos
frente al 5,08% del AMOVA en el de 4 grupos.

También se llevaron a cabo dos analisis de varianza en los que se formaban dos
grupos: poblaciones del norte del mediterraneo (Portugal, Espafia, ltalia y Grecia) frente
al resto (Tunez, Israel y Estados Unidos) y poblaciones de Espafia y Portugal frente al
resto (Italia, Grecia, Tunez, Israel y Estados Unidos). En ambos casos se observa que el
porcentaje de variacion entre grupos, si bien continta siendo significativo (P<0,001) es de
los menores observados hasta el momento, siendo aun menor cuando se separa del
resto unicamente las poblaciones de Espafia y Portugal (3,52%).

Por ultimo se llevé a cabo un AMOVA incluyendo Unicamente las poblaciones de
Espafia y Portugal. La proporcion de la variabilidad total que es debida a variaciones
individuales dentro de poblaciones es aun mayor que cuando se analizan las 21

poblaciones de todo el mundo (92,28%).

[11.2.5. Test de Mantel.

Como se expuso en el apartado de Material y Métodos, si la matriz de distancias
genéticas y la matriz de distancias geograficas muestran relaciones similares, el
estadistico Z deberia ser mayor de lo que se espera por azar. Consideramos que el
resultado obtenido es significativo si el valor del 95 por ciento 0 mas de los estadisticos
generados es mayor que el valor observado.

En nuestro caso ( r=0,12, p[Z al azar < Z observado]= 0,87), los resultados del
test de Mantel indican que no existe relacion entre distancia geogréfica y distancia
genética.

Lo mismo ocurre cuando realizamos el test teniendo en cuenta Gnicamente las

poblaciones espafiolas ( r=-0,06, p[Z al azar < Z observado]= 0,33).

[11.2.6. Valores de Fsty Nm.

En la Tabla 32 se presentan los valores del indice de subdivisidn de la poblacién
(Fst) y de la tasa efectiva de migracién (Nm) obtenidas utilizando tres métodos distintos
(Wright, 1951; Weir and Cockerham, 1984 y Lynch and Milligan, 1994), tanto para el
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conjunto de poblaciones estudiadas, como para las poblaciones del area mediterranea y
las de Espafia y Portugal.

Se observa que, para el conjunto de 21 poblaciones, los valores de Fst oscilan
entre 0,081 y 0,250, lo que significaria que entre el 8 y el 25 por ciento de la variacion
genética de las poblaciones es atribuible a la diferenciacién genética entre ellas. A partir
del valor de Fst y asumiendo el modelo de poblacion subdividida de Wright (1931) se
puede calcular la tasa efectiva de migracion (Nm), es decir, el numero medio de
emigrantes entre una poblacidn y otra por generacion. En nuestro caso, dependiendo del
meétodo utilizado, este valor oscila entre 0,7 y 2,8. En teoria, un valor de Nm mayor que 1
seria suficiente para impedir la diferenciacion genética de las poblaciones (Wright, 1931).
En sus trabajos de 1970 y 1972, Maruyama llega a la conclusion de que esto también era
cierto para otros modelos de poblacién. El valor Nm es 0,7 si lo estimamos por medio del
método de Lynch y Milligan y mayor que 1 utilizando cualquiera de los otros dos
métodos.

Se realiza el mismo calculo para todas las poblaciones del area mediterranea,
puesto que parece logico suponer que el flujo génico sea mayor si restringimos el anélisis
al area mediterranea, excluyendo del mismo a las poblaciones de Estados Unidos.
Efectivamente, en este caso la diferenciacion entre poblaciones es menor (entre 0,053 y

0,097) y la tasa efectiva de migracion mayor (entre 2,3y 4,5).

[11.2.7. Dendrogramas.

A partir de las distancias genéticas de Nei (1972) se elaboraron dos
dendrogramas por los métodos del vecino méas proximo (NJ) y UPGMA. Los arboles, que
se muestran el las Figuras 31 y 32 indicando los valores de bootstrap, muestran
topologias muy similares.

En general, los valores de bootstrap obtenidos son muy bajos. Advertimos que la
poblacion de Tunez (junto con lIsrael la mas alejada del resto dentro del area
mediterranea, ver mapa en la Figura 15) es la primera en separarse de las demas
poblaciones. A continuacion se separan, por un lado, las dos poblaciones de California
(USA1 y USA2) y, por otro, el resto de poblaciones del area mediterrdnea. Las dos
poblaciones de Estados Unidos forman un grupo separado del resto en el arbol
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construido por el método UPGMA, este grupo esta sustentado por un valor de bootstrap
mayor de 50. Seguidamente, del grupo formado por todas las poblaciones mediterraneas
excepto Tunez (Tun), la poblacién de Israel se separa de las del norte del Mediterraneo
(poblaciones de Portugal, Espafia, Italia y Grecia). La poblacién griega (Gre) que en el
arbol NJ se separa del grupo constituido por las demas poblaciones del Mediterraneo
norte, en el arbol UPGMA forma parte de este grupo. En cuanto a la poblacion italiana
(Ita), en ninguno de los arboles se separa de las poblaciones espafiolas y de Portugal
(Por). Entre el resto de poblaciones no se observa un patrén claro de agrupamientos,
aunque se detectan algunos grupos: el constituido por las poblaciones de Portugal,
Malaga y Mallorca (Por, Mig, Mal), por un lado, las dos poblaciones de Valencia, una de
las de Sevilla y la de Caceres (Val1, Sev1, Val2, Cac), por otro, y, por Ultimo, el grupo

formado por las poblaciones de Alicante y la otra poblacion de Sevilla (Ali, Sev2).

El mismo anélisis se llevdé a cabo manteniendo Unicamente las poblaciones
espafiolas. Los arboles se representan en las Figuras 33 y 34. También en este caso la
mayoria de los valores de bootstrap son inferiores al 50%. Una de las poblaciones de
Sevilla (Sev2) y la de Alicante (Ali) son las primeras en separarse del resto de
poblaciones en ambos arboles. Como ocurria al tener en cuenta todas las poblaciones,
se mantienen en ambos arboles el grupo formado por las dos poblaciones de Valencia, la
otra poblacion de Sevilla y la de Céaceres (Val1, Sev1, Val2, Cac). Las poblaciones de
Malaga (Mig) y Mallorca (Mal) se mantienen cercanas a la de Portugal (Por), aunque en
el arbol de NJ estan ademas préximas a las de Madrid (Mad) y Ciudad Real (Ciu), lo que
no ocurre en el arbol UPGMA. En este caso, ademas, las poblaciones de Madrid y
Ciudad Real (Mad, Ciu, que s6lo aparecian juntas en el arbol de UPGMA de todas las
poblaciones) se mantienen agrupadas. Otras poblaciones que se mantienen préximas
son las de Jaén (Jae) y Cuenca (Cue), si bien no mantienen su relacién con el grupo

formado por las poblaciones de Valencia, Sevilla y Caceres (Val1, Sev1, Val2, Cac).
[11.2.8. Andlisis de coordenadas principales.

Se realizd un anélisis de coordenadas principales con las 21 poblaciones
incluidas en el estudio. En las Figuras 35 a y b se muestra la proyeccion de las
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poblaciones sobre los dos ejes principales y los tres ejes principales respectivamente. El
primer eje absorbe un 50,60% de la varianza, el segundo el 21,24% vy el tercero el
13,37%. En conjunto, las tres coordenadas principales explican el 85,21% de la varianza
total. Serian necesarios 5 ejes para explicar el 100% de la varianza.

En la representacion gréfica observamos que el primer eje ya separa a Tunez
(Tun) del resto de poblaciones. El segundo eje separa, por un lado, a las poblaciones de
Estados Unidos (USA1 y USA2) y, por otro, a las de Malaga y Mallorca (Mig y Mal).
Dentro del grupo formado por las deméas poblaciones se encuentran algo alejadas del
resto las poblaciones de Céaceres y una de las de Sevilla (Cac, Sev1). El tercer eje
separa a la poblacion de Israel de las poblaciones mas proximas a ella, separando

también a la poblacién griega (Gre) de las poblaciones cercanas.

También se realiz6 el andlisis de coordenadas principales con las poblaciones de
Espania y Portugal. En este caso las tres coordenadas principales absorben el 37,56%,
el 18,9% y el 15,22% de la varianza respectivamente, siendo necesarios 7 ejes para
explicar el 100% de a varianza.

La representacion grafica se encuentra en las Figuras 36 a y b. También en este
caso, ya en la representacion en dos dimensiones se observan claramente una serie de
agrupamientos formados por: las poblaciones de Malaga y Mallorca (Mlg, Mal), las
poblaciones de Tarragona, Madrid y Portugal (Tar, Mad, Por); las poblaciones de Gerona
y Alicante (Ger, Ali); las poblaciones de Jaén, Cuenca y una de las de Sevilla (Jae, Cue,
Sev2) y la poblacién de Caceres y una de las de Valencia (Cac, Val2). Por ltimo, y muy
separada de todas las demas, se encuentra la poblacién de Ciudad Real (Ciu) y también
separada de las demas se encuentra la otra poblacidn de Sevilla (Sev1). Al fijarnos en el
tercer eje observamos que: la poblacién de Tarragona (Tar) se separa de las de Madrid y
Portugal (Mad, Por) y la poblacion Sev1, de Sevilla, se acerca a las poblaciones Cac y
Val2, de Céceres y Valencia, mientras que la otra poblacién de Valencia (Val1) se separa

claramente de ellas.
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[11.3. GENOTECA DE LA ESPECIE Bactrocera oleae.

Se construyd una genoteca gendmica de Bactrocera oleae en el fago Lambda DASH |l
(Stratagene).

Se extrajo DNA gendmico de Bactrocera oleae hasta conseguir 150 g, cantidad
suficiente para la realizacion de las pruebas de digestién con la enzima Eco Rl (Boehringer-
Manheim) y la construccion de la genoteca.

Las pruebas de digestién mostraron que la concentracion de enzima y el tiempo de
digestién dptimos para conseguir una alta concentracion de fragmentos de DNA con un tamafio
adecuado era de 6 unidades de enzima por pl de reaccion y 15 minutos.

Se recuperaron 24 fracciones del gradiente sacarosa y se vio que las fracciones 16 a 24
contenian fragmentos de DNA de entre 9y 23 Kb, que es el rango de tamafios adecuado para la
construccion de la genoteca. EI DNA de estas fracciones, una vez lavado, se utilizd para la
elaborar la genoteca.

La titulacién de la genoteca mostré que se habia obtenido un total de 13.500 pfu, lo que
equivale (por homologia con Drosophila melanogaster, en la que 1 equivalente gendmico =
10.000 pfu) aproximadamente a 13,5 equivalentes genomicos.

Una vez conocido el titulo de la genoteca original, ésta se amplificd, siendo el titulo de la
genoteca amplificada 5,2x107 pfu/pl.
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Discusion.
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IV-DISCUSION

IV.1. RELACIONES FILOGENETICAS EN LA FAMILIA TEPHRITIDAE.

Para discutir las relaciones filogenéticas existentes en la familia Tephritidae nos
basaremos en las clasificaciones existentes hasta el momento, que se han elaborado utilizando
principalmente informacion procedente de caracteres morfoldgicos.

Segun la clasificacién de White y Elson-Harris (1994), las especies incluidas en nuestro
estudio pertenecerian a los siguientes grupos:

-Subfamilia Trypetinae

-Tribu Toxotrypanini (Anastrepha y Toxotrypana)

-Tribu Trypetini. Subtribu Carpomyinia (Rhagoletis)
-Subfamilia Dacinae

-Tribu Dacini (Bactrocera y Dacus)

-Tribu Ceratitini (Ceratitis y Neoceratitis)

Posteriormente se lleva a cabo una reorganizacion de la tribu Trypetini (Han et al., 1993;
Han and Freidberg, 1994). Al restringir esta tribu se excluye a la subtribu Carpomyina, que pasa a
adquirir categoria de tribu. Tanto en la clasificacion facilitada por el NCBI (National Centre for
Biotechnology Information, Estados Unidos: http://www.ncbi.nim.nih.gov/Taxonomy) como en la
del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA)
(http://www.sel.barc.usda.gov/Diptera) se adopta la definicion més estricta de la tribu Trypetini,

quedando la clasificacion de los grupos incluidos en este analisis de la siguiente forma:
-Subfamilia Trypetinae
-Tribu Toxotrypanini (Anastrepha y Toxotrypana)
-Tribu Carpomyini (Rhagoletis)
-Subfamilia Dacinae
-Tribu Dacini (Bactrocera y Dacus)
-Tribu Ceratitini (Ceratitis y Neoceratitis)
Nos centraremos en primer lugar en el examen de las secuencias tanto de nucleotidos
como, en el caso del citocromo b y la subunidad 1 de la NADH deshidrogenasa, de aminoéacidos.
A continuacion analizaremos las distancias genéticas entre diferentes taxones y, por ultimo,

discutiremos los arboles filogenéticos.
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IV.1.1. Andlisis de las secuencias.

Para llevar a cabo este trabajo se ha estudiado, en 46 individuos pertenecientes
a 22 especies (Tabla 1), una region de DNA mitocondrial (mtDNA) que corresponde a las
posiciones 11.546 a 11.840 de Drosophila yakuba. La longitud de las secuencias en las
distintas especies oscila entre 286 y 301 pb; la longitud de las secuencias alineadas es
de 308 sitios debido a la existencia de indels (inserciones y deleciones). La proporcion
A:T:G:C es 45:35:9:11 (Tabla 1). Esta proporcién no sélo esta altamente conservada en
todas las especies incluidas en el analisis, sino que es también representativa de las
proporciones existentes en otros taxones de dipteros, incluyendo Drosophila (Clary and
Wolstenholme, 1985) y otras especies de tefritidos (Han and McPheron, 1997). Se ha
observado en el mtDNA de los insectos un alto contenido en A+T que puede ser el
resultado, como proponen Clary y Wolstenholme (1985), de una asimetria en la
sustitucion de nucleotidos en determinados taxones o de la existencia de un origen
comun. En el mtDNA de Drosophila existe una seleccion continua de nuclettidos A+T en
todos los sitios en los que esto es compatible con la funcion (Wolstenholme and Clary,
1985).

La proporcion de transiciones respecto a las transversiones es en las especies
estudiadas, como promedio, 2,48 (Tabla 6). En mamiferos se sabe que la tasa de
sustitucion de nucledtidos en el DNA mitocondrial es muy superior a la del DNA nuclear y
que hay un notable exceso de transiciones (Brown, 1983). Sin embargo, datos
procedentes del analisis de secuencias de Drosophila (Clary and Wolstenholme, 1985;
Satta et al., 1987; Nigro et al., 1991) indican que la tasa de sustitucion en el DNA
mitocondrial es practicamente la misma que en los genes nucleares de copia Unica y que
no existe un exceso significativo de transiciones. No obstante, otros trabajos llevados a
cabo con Drosophila (DeSalle et al., 1981; Tamura, 1992) encuentran una tasa de
sustitucién mayor en el DNA mitocondrial que en el nuclear y un importante exceso de
transiciones. Tamura (1992) arguye que la razén de esta discrepancia puede ser que las
especies analizadas en los primeros estudios con Drosophila no estaban muy
relacionadas y que el numero de caracteres estudiados era muy pequefio. Asi, se ha

observado en estudios recientes un importante exceso de transiciones tanto en otros
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grupos de insectos (la proporcidn transiciones:transversiones encontrada en un género
de hemipteros por Damgaard, 2000, es 1,81), como en la familia Tephritidae (proporcion
transiciones:transversiones 1,78; Han and McPheron, 1994). En este trabajo también se

encuentra un exceso de transiciones.

La secuencia analizada corresponde, en Drosophila yakuba, a los ultimos 106
nucledtidos del gen cytb, una pequefia secuencia intergénica de 6 nucledtidos, el gen del
tRNA de serina y, solapando con este ultimo y en la cadena complementaria, los Ultimos
145 nucledtidos del gen ND1, que codifican la subunidad 1 de la NADH deshidrogenasa.
Los datos correspondientes a la secuencia de la region estudiada se resumen en la Tabla
7.

La longitud de la secuencia estudiada oscila, en las especies pertenecientes a la
familia Tephritidae, entre 286 y 301 pb. Las secuencias de nucledtidos alineadas se
representan en la Figura 18. Hay que tener en cuenta que todas las indels se sitian en
zonas que no afectan a la funcion de los genes estudiados, ya sea en la region
intergénica, en el extremo final de los genes codificadores de proteinas (en los ultimos 15
sitios del gen cytb y en los ultimos 21 sitios del gen ND1) o en zonas del gen de tRNA-
Ser que no corresponden ni al lazo del anticodon ni a regiones apareadas en la
estructura secundaria de mismo. Dicho de otra forma, las inserciones y deleciones
ocurren en las regiones que sufren una menor presion selectiva.

En cuanto a las sustituciones, la mayoria de las sustituciones nucleotidicas en las
regiones correspondientes a los genes cytb (55,8%) y ND1 (61,7%) se observan, como
era de esperar, en la tercera posicion del codén (Tabla 7). Estos porcentajes son del
orden de los observados en la familia Tephritidae en otros estudios; asi, el tanto por
ciento de sustituciones en la tercera posicion del codon observado en Rhagoletis
pomonella (Smith and Bush, 1997) es 69,1.

En la regién correspondiente al tRNA de serina se han detectado 17
sustituciones (Tabla 7). Se ha observado que los genes de tRNA estan muy conservados
en dipteros (Phasley and Ke, 1992), aunque los mitocondriales en menor medida que los
nucleares (Clary and Wolstenholme, 1985). De las 17 sustituciones, 9 corresponden a
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zonas del tRNA que no estan apareadas, de modo que no afectan a su estructura
secundaria. Por otra parte, tanto el lazo del anticodon como la regién apareada que lo
precede estan estrictamente conservados tanto en longitud como en secuencia.

Por tanto, en el caso de las sustituciones, como en el de las indels, observamos
que la mayoria tienen lugar en las zonas de la molécula que se espera estén sometidas a

una menor presion selectiva.

IV.1.2. Identificacion taxonomica.

Las secuencias de nuclettidos de las regiones correspondientes a los genes que
codifican el citocromo b (Cytb) y la subunidad 1 de la NADH deshidrogenasa (ND1) se
tradujeron para generar las correspondientes secuencias de aminoacidos, que se

representan en las Figuras 19y 20.

En la secuencia correspondiente a los ultimos 34 aminoacidos (35 en las dos
especies del género Rhagoletis, Rc y Rp) del citocromo b se observan en la familia
Tephritidae 13 sustituciones con respecto a la secuencia de Drosophila yakuba, 8 de las
cuales son sustituciones entre amino&cidos del mismo grupo (Tabla 7). En la secuencia
de 44 aminoacidos de ND1 (43 en Dacus ciliatus, Dc y 45 en Dacus demmerezi, Dd) se
observan 21 sustituciones en esta familia, de las cuales 10 ocurren entre aminoacidos del
mismo grupo (Tabla 7). Ademas de que gran parte de las sustituciones se producen entre
aminoacidos del mismo grupo, la regiéon que estudiamos es la correspondiente a los
ultimos aminoacidos del extremo carboxilo terminal tanto del citocromo b como de ND1,
que probablemente no desempefian una funcién importante en estas proteinas, por lo
que las mutaciones podrian no estar tan restringidas como en otros dominios de las
mismas. En el caso del citocromo b, esto queda demostrado en el articulo de Howell
(1989), en el que se comparan las secuecias de aminoacidos de Cytb de 7 organismos
tanto procariéticos como eucariéticos y se observa que, como era de esperar, el extremo

carboxilo terminal esta entre las regiones menos conservadas.

Por otra parte, se observan una serie de sustituciones de aminoacidos que

aparecen en todos los miembros de un determinado taxon, por lo que pueden ser
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consideradas sinapomorfias (caracteres derivados compartidos) propias de estos. Este
tipo de caracteres puede ser muy util para la identificacion del grupo al que pertenece
un determinado individuo. Recientemente se han comenzado a utilizar diferentes tipos
de marcadores moleculares para la identificacion de diferentes especies, incluyendo
especies de insectos (Kambhampati et al., 1992; Paskewitz et al., 1993; Raich et al.,
1993). En tefritidos, en los que practicamente toda la informacién taxondmica procede
de caracteres morfologicos de adultos, estos métodos presentan la ventaja afiadidasde
que permiten identificar a los individuos independientemente del estadio de desarrollo
en que se encuentren. Para la identificacion de especies de tefritidos se han utilizado
diversas técnicas: AFLP (Kakouli-Duarte et al., 2001), PCR-RFLP (Salazar et al., 2002),
PCR vy secuenciacion (Douglas and Haymer, 2001) y RAPD (Sonvico et al., 1996;
Fernandez et al., 2001). Sin embargo, en la bibliografia de tefritidos no existe
informacion relacionada con sustituciones en la secuencia de aminoacidos propias de
determinados grupos, por lo que los resultados que aqui se presentan son los primeros
datos de este tipo obtenidos en la familia Tephritidae.

Las sustituciones observadas, que se presentan en la Tabla 8, son las siguientes:

- Dentro la tribu Toxotrypanini (Anastrepha y Toxotrypana) observamos 2
sustituciones en la secuencia de ND1 compartidas por todas las especies de
la tribu, 3 sustituciones (1 en Cytb y 2 en ND1) compartidas por todas las
especies del género Anastrepha y otras 3 (todas en ND1) compartidas por
distintos subgrupos.

- De la misma forma, en el género Rhagoletis (tribu Carpomyini) se observan 2
sustituciones caracteristicas (1 en Cytb y otra en ND1).

- En la tribu Dacini, todas las sustituciones observadas se encuentran en la
region correspondiente a ND1. De ellas 3 son compartidas por todas las
especies de esta tribu representadas en este estudio (excepto Bactrocera
oleae en dos de los casos), 2 caracterizan al género Bactrocera exceptuando
a B. cucurbitae en uno de los casos y una sexta sustitucion es caracteristica

del subgrupo formado por las especies B. cacuminata y B. dorsalis.
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- Por ultimo, en la tribu Ceratitini encontramos 2 sustituciones en ND1
comunes a los dos géneros de esta tribu representados en el estudio

(Ceratitis y Neoceratitis) y una en Cytb que caracteriza al género Ceratitis.

En definitiva, puesto que estas sustituciones son caracteristicas de los
miembros de un determinado taxdn (y aun con las debidas reservas ya que solo se
estudian dos individuos por especie), podemos consideraralas como caracteres

taxondmicos moleculares.

IV.1.3. Distancias genéticas.

Las distancias genéticas (representadas en la Tabla 9) observadas en nuestra
muestra oscilan entre un 0 y un 18,3% de sustituciones en el total de sitios de la
secuencia estudiada, con una media de 12,1%. Estas distancias son del mismo orden
que las encontradas en otros estudios de tefritidos. Asi, en el estudio de la filogenia de
tefritidos llevado a cabo por Han y McPheron (1997), en el que se analizd una
secuencia del DNA ribosémico (rDNA) 16S de individuos de especies pertenecientes a
tres subfamilias de la familia Tephritidae, se encontraron unas distancias entre especies
que oscilaban entre el 1,8 y el 20%, con una media del 11%.

En nuestra matriz de distancias (Tabla 9) advertimos que las menores
distancias genéticas entre especies son las encontradas entre B. tryoni y B.
neohumeralis (Bt y Bn): entre 0 y 0,7. Estas distancias son del orden de las que existen
entre individuos de la misma especie cuando las secuencias de ambos no son
idénticas. Como se tratara con mayor detalle mas adelante, Bt y Bn son especies
gemelas que forman parte del complejo de especies tryoni.

También son muy pequefias las distancias entre los individuos que se ha
propuesto que podrian pertenecer a una nueva especie distinta de C. rosa, que recibiria
el nombre de C. fasciventris (comunicacion personal, Dr. N. Zenz), y los otros dos
individuos pertenecientes a esta especie (0 a 1,8). Si se trata de dos especies distintas,
estas no se pueden distinguir analizando esta secuencia. De hecho, las menores
distancias son las que existen entre el individuo denominado Crm y los dos individuos

que pertenecerian a la especie C. fasciventris (Cfh, 0,7, y Cfm, 0).
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Algo mayores, aun cuando siguen siendo bajas, son las distancias existentes
entre las distintas especies del género Anastrepha pertenecientes al grupo fraterculus:
1,8 entre A. ludens (Al) y A .suspensa (As), 2,1 entre A. ludens y A. obliqua (Ao) y 2,54
entre A .obliqua y A. suspensa.

En cuanto a las distancias entre especies del mismo género, las menores son las
observadas en el género Anastrepha (entre 1,8 y 7). En el género Bactrocera
encontramos el rango mas amplio (entre 0 y 13,4), lo que indicaria que se trata de un
grupo bastante heterogéneo. En el resto de géneros, las distancias entre especies
oscilan entre 4,9 y 10,2 sustituciones nucleotidicas por cada 100 sitios (10,2 en
Rhagoletis, 9,2 en Dacus y entre 4,9 y 7,7 en Ceratitis). En otros grupos de insectos se
han observado distancias entre especies del mismo género similares a las encontradas
en nuestro estudio: 0,3 a 13,4 entre las especies pertenecientes a distintos géneros de
lepidopteros (Wahlberg and Zimmermmann, 2000) y entre 3 y 10 % entre distintas
especies pertenecientes al género de coledpteros Ips (Cognato and Sperling, 2000); en
el género Rhagoletis, Smith y Bush (1997) encontraron distancias entre 0y 15,8.

De las distancias entre géneros de la misma tribu, las menores son las existentes
entre Toxotrypana y Anastrepha (8,8 a 10,6), lo que confirma la estrecha relacion
existente entre ellos, como se comentard con méas detalle al discutir los arboles
filogenéticos. La distancia entre los géneros Ceratitis y Neoceratitis, pertenecientes
ambos a la tribu Ceratitini, es algo mayor (8,5 a 11,3). Ain mayores son las distancias

encontradas entre los dos géneros de la tribu Dacini (Bactrocera y Dacus): 8,8 a 11,3.
En cuanto a las distancias entre tribus de la misma subfamilia, estas son
menores en la subfamilia Dacinae (Dacini y Ceratitini) que en la subfamilia Trypetinae

(Carpomyini y Toxotrypanini): 10,2 a 16,9y 8,8 a 14,4 respectivamente.

En definitiva, como cabria esperar, las distancias genéticas son cada vez mas

elevadas conforme vamos comparando taxones de orden superior.
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IV.1.4. Arboles filogenéticos.

En cuanto a la filogenia de los grupos de tefritidos analizados, las topologias de
los arboles obtenidos por los diferentes métodos (Figuras 21, 22 y 23) concuerdan en
lineas generales con las clasificaciones basadas en caracteres morfoldgicos.

Una caracteristica de todos los arboles filogenéticos elaborados en este estudio
es que el soporte estadistico dado por los valores de bootstrap a los grupos de taxones
de orden superior (subfamilias y tribus) en ocasiones no es significativo. En estudios de
simulacion (Sitnikova et al., 1995) se ha visto que el test de bootstrap puede subestimar
el grado de apoyo estadistico de los grupos de especies, sobre todo a medida que
aumenta el nimero de especies del arbol y disminuye la longitud de las ramas internas.
Este puede ser exactamente nuestro caso. Han y McPheron (1997) proponen que las
ramas que conectan estos taxones en la filogenia “real” podrian ser demasiado cortas
para ser reconocidas con un apoyo estadistico importante debido a las sustituciones
homoplésicas (paralelismos, convergencias y reversiones) que se han producido desde
la divergencia de estos taxones. Para hacer esta afirmacion se basan en el hecho de
que la familia Tephritidae, la de mayor tamafio dentro de la superfamilia Tephritoidea,
es también la Unica predominantemente fitdfaga (McAlpine, 1989), de modo que se
puede suponer que la fitofagia es una sinapomorfia de la familia Tephritidae o, al
menos, de la mayor parte de los integrantes de esta familia. Segun estos autores, poco
después de que el ancestro comun de los tefritidos evolucionara hacia la fitofagia, pudo
producirse una rapida radiacién adaptativa, de modo que se podria haber formado un
gran numero de taxones en un periodo de tiempo relativamente corto, lo que daria lugar
a ramas interiores cortas. A favor del argumento de la rapida radiacion adaptativa esta
el hecho de que se hayan formado més de 4.000 especies (actualmente se conocen
4.352) en un periodo de 40-70 millones de afios. Sin embargo, para comprobar esta
hipotesis seria necesario estudiar el registro fosil, y actualmente so6lo se tiene
conocimiento de un pequefio numero de especimenes fosiles de tefritidos. En cualquier
caso, si esta radiacion adaptativa explosiva se hubiera producido, probablemente se
podria resolver el problema del bajo soporte estadistico de los nodos cercanos a la raiz
aumentando el numero de caracteres estudiados, como se ha demostrado en recientes

estudios de simulacion (Hedges and Bezy, 1993).
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Como deciamos al comienzo de esta discusion, basandonos en las
clasificaciones morfolégicas esperariamos que nuestra filogenia siguiera el siguiente
esquema general:

-Subfamilia Trypetinae

-Tribu Carpomyini
-Género Rhagoletis
-Tribu Toxotrypanini
-Género Toxotrypana
-Género Anastrepha
-Subfamilia Dacinae
-Tribu Dacini
-Género Bactrocera
-Género Dacus
-Tribu Ceratitini
-Género Ceratitis
-Género Neoceratitis

Segun esta clasificacion, seria de esperar que una primera divisidn de los arboles
diera lugar a dos grupos de especies correspondientes a las subfamilias Trypetinae y
Dacinae respectivamente. Observamos que, efectivamente, los cuatro géneros de la
subfamilia Dacinae (Bactrocera, Dacus, Ceratitis y Neoceratitis) estan agrupados. Sin
embargo, el grupo formado por las especies Anastrepha, Toxotrypana y Rhagoletis, que
son las especies que se considera que forman parte de la subfamilia Trypetinae, solo
aparece en el arbol del vecino mas proximo (NJ; Figura 22), aunque con un soporte
estadistico muy bajo; en los arboles construidos por medio de los métodos de maxima
parsimonia (MP; Figura 21) y maxima verosimilitud (ML; Figura 23), el género
Rhagoletis no se agrupa con los demas géneros de la subfamilia Trypetinae, sino que
forma un grupo aparte. Hay que tener en cuenta, sin embargo, que la subfamilia
Trypetinae se caracteriza por la falta de caracteres derivados que se encuentran en
otras subfamilias de tefritidos, por lo que es probable que no se trate de un grupo
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monofilético (Foote et al., 1993). Si bien carecemos del grado de apoyo estadistico
necesario para afirmarlo con rotundidad, nuestros resultados apuntan en la direccion

del caracter polifilético de esta subfamilia.

Por tanto, dentro de la considerada hasta el momento como subfamilia
Trypetinae, distinguimos dos grupos: por una lado la tribu Carpomyini, representada por
el género Rhagoletis y, por otro, la tribu Trypetini, representada por los géneros
Anastrepha y Toxotrypana.

Las dos especies de Rhagoletis forman un grupo, pero el soporte estadistico de
esta agrupacion es muy bajo en los arboles de NJ y ML. En determinados estudios se
ha defendido la naturaleza no monofilética del género Rhagoletis (Han and McPheron,
1997). No obstante, ni el pequefio nimero de especies estudiadas ni el grado de apoyo
estadistico obtenido nos permiten confirmar o desmentir el caracter monofilético del
género.

En cuanto a la tribu Toxotrypanini, aunque en un primer momento se consider6
que el género Toxotrypana pertenecia a la tribu Dacini (Hardy, 1955; Loew, 1973),
existe una importante evidencia basada en caracteres morfoldgicos de que este género
y el género Anastrepha constituyen un grupo monofilético. Snow (1895, citado en
Norrbom et al, 1999b) fue el primero en sugerir la relacién entre los géneros Anastrepha
y Toxotrypana, pero sus afirmaciones pasaron inadvertidas o fueron ignoradas. Solo
recientemente se ha demostrado de forma convincente la estrecha relacion existente
entre ambos géneros utilizando datos procedentes de estudios inmunoldgicos (Kitto,
1983) y moleculares (Han and McPheron, 1994 y 1997), quedando claro que el
parecido entre Toxotrypana y los integrantes de la tribu Dacini es solo superficial
(Norrbom and Foote, 1989). El caracter monofilético de la tribu Toxotrypanini y la
estrecha relacion entre Anastrepha y Toxotrypana, aunque quedan menos evidentes
en el arbol de MP, son apoyados por los arboles de ML y NJ, con valores altos de
bootstrap. También apoyan la existencia de esta relacién la presencia en la secuencia
de aminoacidos de ND1 de dos sustituciones que afectan Unicamente a las especies de

los géneros Anastrepha (Al, Ao, As, Asp y Ast) y Toxotrypana (Tc) y que, como se
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comentd en el apartado dedicado al analisis de secuencias, pueden ser consideradas
sinapomorfias (caracteres derivados compartidos).

El estudio de Norrbom y colaboradores (1999b) apunta a que no existen
evidencias morfoldgicas del caracter monofilético del género Anastrepha con respecto a
Toxotrypana. McPheron y colaboradores (1999), baséandose en una secuencia de
mtDNA (el gen del rRNA 16S), sugieren que el género Anastrepha puede ser
parafilético con respecto a Toxotrypana. El presente estudio, sin embargo, apoya la
hipotesis del caracter monofilético del género Anastrepha, con un apoyo estadistico
significativo en todos los arboles (valores de bootstrap entre 76 y 90). Ademas, al
analizar las secuencias de aminoacidos de Cytb y ND1 observamos la existencia de
tres posibles sinapomorfias: tres sustituciones, una en Cytb y dos en ND1, compartidas
por todos las especies del género Anastrepha, pero que no aparecen en Toxotrypana.

No se sabe demasiado acerca de las relaciones entre las distintas especies de
Anastrepha. Se han descrito 18 grupos de especies, que se recopilan en Norrbom y
colaboradores (1999b), basandose principalmente en caracteres morfologicos, pero no
se ha llevado a cabo un andlisis cladistico detallado de las relaciones entre ellos.
Parece, sin embargo, que la mayoria de estos grupos son monofiléticos, aunque
algunos precisan un examen mas exhaustivo. Asi, tres sinapomorfias apoyan el
supuesto caracter monofilético del grupo fraterculus (Norrbom, 1999b); también el
andlisis de la secuencia del gen de rRNA 16S (McPheron et al., 1999) sugiere que este
grupo es monofilético, aunque no es concluyente al respecto. En nuestro caso se
observa que en todas las topologias, y con un apoyo estadistico significativo, se forma
un grupo con las especies A.ludens (Al), A.obligua (Ao) y A.suspensa (As),
representantes del grupo fraterculus en nuestra muestra. Existen también en este caso
dos posibles sinapomorfias en la secuencia de aminoacidos de ND1 que avalan la
hipotesis de la naturaleza monofilética del grupo fraterculus, si bien una de ellas es
compartida con Toxotrypana curvicauda. La otra posible sinapomorfia consiste en la
sustitucion de una fenilalanina por una valina. En esta Ultima posicion aparece una
isoleucina en las especies A.serpentina (Asp) y A.striata (Ast) (pertenecientes,
respectivamente, a los grupos serpentina y striata) que ademas se agrupan en los
arboles de NJ, ML y el de MP (aunque los valores de bootstrap no son muy altos). Se
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ha hablado de la posible existencia de una relacion entre los grupos de especies striata

y serpentina (Norrbom et al., 1999b); nuestros datos también apuntan en esta direccion.

En cuanto a la subfamilia Dacinae, la topologia de todos los arboles confirma su
caracter monofilético, aunque los valores de bootstrap no son muy elevados. No
obstante, la coincidencia de varios arboles obtenidos por distintos métodos otorga
mayor credibilidad a la filogenia inferida por medio de ellos (Kim, 1993; Avise, 1994).
Estudios previos tanto morfologicos (Foote et al., 1993) como moleculares (Han and
McPheron, 1997) avalan este resultado.

Asimismo, se deduce de todos los arboles, con un apoyo estadistico significativo,
que las tribus Dacini y Ceratitini son también monofiléticas, como sugiere Korneyev
(1999). Existen ademas, en la secuencia de aminoacidos de ND1, sustituciones
exclusivas de cada una de estas tribus (dos en Ceratitini y tres en Dacini) que pueden
ser consideradas sinapomorfias que avalan el caracter monofilético de ambos grupos.

La tribu Dacini esta constituida por las moscas que en principio se agruparon en
el género Dacus; este género fue dividido en dos géneros siguiendo el criterio de Drew
(1989):

-Dacus:  Especies con los terguitos abdominales  fusionados,
predominantemente africanas; atacan principalmente a las familias de plantas
endémicas Asclepiadaceae y Cucurbitaceae.

-Bactrocera: Especies con los terguitos abdominales libres, mayoritariamente
del sudeste asiatico y el Pacifico sur; atacan principalmente a las frutas endémicas de
la selva tropical y subtropical.

Los conocimientos de las relaciones entre especies son mayores en esta tribu
que en otras tribus pertenecientes a la familia Tephritidae. Tanto en el género
Bactrocera como en el género Dacus se han establecido varios subgéneros. Las
especies de la tribu Dacini incluidas en este estudio pertenecen a los subgéneros
Bactrocera (especies Bactrocera cacuminata, B. dorsalis, B. latifrons, B. neohumeralis,
B. tryoni y B. zonata), Daculus (B. oleae), Zeugodacus (B. cucurbitae), Dacus (Dacus
demmerezi) y Didacus (D. ciliatus) (datos procedentes de White and Elson-Harris,
1994).
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En nuestro estudio no existe una separacién clara de los géneros Bactrocera
(Bc, Bca, Bd, BI, Bn, Bo, Bt y Bz) y Dacus (Dc y Dd) en ninguno de los &rboles. La
especie Bactrocera cucurbitae (Bc) se separa del resto de las especies del género
Bactrocera, quedando mas cerca que éstas de las especies de Dacus, que todos los
arboles sefialan como un grupo monofilético. Esta especie, como otras del subgénero
Zeugodacus, tiene un tipo de relacion con sus hospedadores que le diferencia de otras
especies del género, atacando, mas que a la fruta, a las flores de las cucurbitaceas,
una caracteristica mas tipica de Dacus que de Bactrocera (White and Elson-Harris,
1994). Resultados similares a los nuestros, en los que B. cucurbitae esta mas proxima
a Dacus que a otras especies de Bactrocera, se han obtenido anteriormente utilizando
otros marcadores (Malacrida et al, 1996).

Continuando con el género Bactrocera, llama la atencién la imposibilidad de
distinguir por medio del procedimiento utilizado a las especies B. neohumeralis (Bn) y B.
tryoni (Bt), ambas simpatridas en toda la zona ocupada por B. neohumeralis y
pertenecientes al complejo de especies tryoni. También en este caso existen
antecedentes. Morrow y colaboradores (2000) observan que, a pesar de la evidencia
fenotipica de que estas son dos especies distintas, la diferenciacion genética utilizando
cuatro marcadores moleculares (secuencias de los genes nucleares white e ITS2 y
secuencias mitocondriales de los genes citocromo b y subunidad Il de la citocromo
oxidasa) es muy pequefia. Segun estos autores, el gran parecido genético sugiere, bien
que la especiacion ha ocurrido recientemente y de forma muy rapida, o bien que los
polimorfismos compartidos son debidos a introgresion o hibridacion.

Por ultimo, las especies B. cacuminata (Bca) y B. dorsalis (Bd), ambas
pertenecientes al complejo de especies dorsalis (White and Elson-Harris, 1994),
forman un grupo avalado por un valor de bootstrap alto en todos los arboles. Existe,
ademas, una posible sinapomorfia en la secuencia de ND1 que confirmaria la
existencia de una estrecha relacion entre estas especies.

La otra tribu de la subfamilia Dacinae incluida en este trabajo es la tribu Ceratitini.
Sus representantes en nuestra muestra son los géneros Neoceratitis y Ceratitis. El
caracter monofilético de esta tribu, asi como la estrecha relacion de los dos géneros
queda claro, con un elevado soporte estadistico, en todos los arboles. También en

69



todos los arboles el género Ceratitis aparece como un género monofilético, con un
apoyo estadistico significativo en los arboles de MP y ML. De nuevo, existe una
sustitucion en la secuencia de aminoacidos de una proteina (en este caso citocromo b)
que corrobora el caracter monofilético del grupo. En este género, como en Bactrocera y
Dacus, se han propuesto varios subgéneros. En nuestro estudio se incluyen tres
especies del género Ceratitis: Ceratitis (Ceratalapsis) cosyra, C. (Ceratitis) capitata y C.
(Pterandrus) rosa (datos sobre los subgéneros procedentes de White and Elson-Harris,
1994).

En todos los arboles se observa, con un soporte estadistico alto, una estrecha
relacion entre las especies C.rosa (Cr) y C.capitata (Cc), que forman un grupo.

Como se expuso en el apartado de Material y Métodos, en este analisis se
incluyeron dos individuos que se ha propuesto que podrian pertenecer a una nueva
especie a la que se le daria el nombre de Ceratitis fasciventris (N.Zenz, comunicacion
personal). Nuestros resultados no apoyan claramente esta hipdtesis, ya que estos dos
individuos sélo se separan de los otros dos ejemplares de Ceratitis rosa en el arbol de
NJ. Ademas, como se indicd anteriormente, las distancias genéticas entre los cuatro
individuos son del orden de las que se observan entre otros individuos de la misma

especie.

En resumen, a pesar de la multitud de trabajos basados en caracteres morfolégicos y
ecologicos llevados a cabo hasta el momento, aun existen controversias en cuanto a la
clasificacion de los tefritidos. Los estudios moleculares pueden proporcionar una nueva fuente de
caracteres que ayuden a esclarecer esta clasificacion. Hasta el momento sélo se han llevado a
cabo tres estudios moleculares sobre la filogenia de la familia Tephritidae (Han and McPheron,
1994; Malacrida et al, 1996; Han and McPheron, 1997), de los cuales solo el ultimo utilizé una
secuencia de DNA mitocondrial (mtDNA), concretamente el gen del RNA ribosémico 16S.

Este trabajo muestra la utilidad de los datos procedentes de la secuenciacién de una
nueva region de mtDNA para estudiar las relaciones filogenéticas entre tefritidos a todos los
niveles taxondmicos, desde grupos de especies a subfamilias.

El estudio de esta regién de DNA mitocondrial, por tanto, nos permite explorar la historia
evolutiva de la familia Tephritidae. Aclarar las relaciones entre distintos linajes de tefritidos hace
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posible tanto comprobar las hipdtesis morfoldégicas como construir nuevas hipétesis que
determinen la direcciéon que deben seguir los nuevos estudios. Un conocimiento mas exhaustivo
de la filogenia de la familia contribuird a la comprension de la evolucion de los caracteres
relacionados con el caracter de plaga de este grupo y, por tanto, podra aportar informacién util

para el desarrollo de programas de control integrado.

IV.2. ESTRUCTURA POBLACIONAL DE Bactrocera oleae.

En este trabajo se analizaron, por medio de la técnica RAPD-PCR, 420 individuos de la
especie Bactrocera oleae. Estos individuos pertenecian a 21 poblaciones procedentes de
diferentes continentes. Por medio de este andlisis se trataba de determinar los niveles de
variabilidad genética y los patrones de distribucion de la misma en la especie Bactrocera oleae,
asi como esclarecer las relaciones entre las poblaciones de esta especie incluidas en el estudio.
También se discute la utilidad de esta técnica para la identificacion de bandas caracteristicas de

especie.

IV.2.1. Cantidad de variabilidad genética.

Para el estudio se utilizaron 7 cebadores diferentes, obteniéndose 115 bandas.
De estas 115 bandas, 17 resultaron ser comunes a todos los individuos estudiados
(Tablas 10 a 16; resumen en la Tabla 17). Estos resultados concuerdan con los
obtenidos, también mediante RAPD-PCR, por Callejas et al. (1998), que utilizando 7
cebadores diferentes a los empleados en este trabajo obtienen 17 bandas constantes de
un total de 94 fragmentos amplificados.

Por otra parte, el indice de polimorfismo segun el criterio del 95% fue de 0,63
(Tabla 18). Los niveles de polimorfismo observados en otros insectos utilizando la técnica
RAPD-PCR son muy variados. Asi, se encuentran en torno a 0,8 en distintas especies
pertenecientes al género Anopheles (de Sousa et al., 1999: 0,82 en A. albifasciatus;
Manguin et al., 1999: 0,8 en A. darlingi); en la especie Myzus persicae (Zitoudi et al.,
2001) el polimorfismo estimado es 0,53; en la especie Daktulosporia vitifoliae, Downie
(2000) estima un valor de polimorfismo de 0,51, mientras que en otro estudio Lin y

colaboradores (1999) estiman valores de 0,14 en una poblacion de esta especie y 0,15
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en otra. Desgraciadamente, no disponemos de datos para la comparaciéon procedentes
de la familia Tephritidae, en general, y de Bactrocera oleae, en particular, ya que apenas
se han llevado a cabo estudios de genética de poblaciones en esta especie, y los pocos
que se han llevado a cabo utilizaban en su mayor parte isoenzimas. Los datos
procedentes de RAPD e isoenzimas no son directamente comparables, dado que se
espera que el nivel de variabilidad detectado por las isoenzimas sea mucho menor que el
detectado a nivel de DNA en general y de RAPD en particular (Nei, 1987; Clegg, 1989;
Lu and Rank, 1996). En cualquier caso, los datos de este estudio, que indican que el
63% de los loci son polimérficos segun el criterio del 95%, asi como la comparacion de
los mismos con los obtenidos en otras especies de insectos, nos indican que los niveles
de polimorfismo en |a especie Bactrocera oleae son bastante elevados.

Los valores del indice de diversidad de Shannon (H,) de cada una de las
poblaciones oscilan entre 2,93 y 5,28, siendo la estima de la diversidad dentro de
poblaciones (Hpop) 4,61y la de la diversidad total (Hsp) 5,38 (Tablas 27 y 28).

Como deciamos, se han llevado a cabo muy pocos estudios de genética de
poblaciones en la especie Bactrocera oleae. De estos, la mayor parte se han realizado
con isoenzimas e incluyen muy pocas poblaciones (entre 1y 4) (trabajos recopilados en
Loukas, 1989 y Zouros and Loukas, 1989; Ochando et al., 1994; Ochando and Reyes,
2000). También se ha publicado un trabajo aplicando la técnica RAPD al estudio de las
caracteristicas genéticas de dos poblaciones espafiolas (Callejas et al., 1998). En todos
ellos se llega también a la conclusion de que la especie Bactrocera oleae presenta una
elevada variabilidad genética, lo que parece indicar que esta elevada variabilidad es una
caracteristica de la especie.

Durante mucho tiempo se mantuvo que, de acuerdo con la teoria (Gillespie and
Langlay, 1974) y algunos estudios experimentales (Powell, 1971; Levinton, 1973), cabia
esperar una correlacion positiva entre la cantidad de variabilidad genética de una especie
y su grado de diversidad ambiental. En la especie Bactrocera oleae, por tanto, se
esperaria una escasa variabilidad dada la total dependencia de la aceituna de este
insecto. Los resultados experimentales, sin embargo, indican que en esta especie existe
una gran variabilidad. Por otra parte, la comparacién del grado de variabilidad genética
de diversas especies de tefritidos que presentan un unico hospedador con la especie
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Ceratitis capitata, que presenta un gran numero de hospedadores, muestra que los
niveles de variabilidad genética en la familia Tephritidae no se ajustan a estas
expectativas. Asi, la variabilidad genética estimada por medio de la heterocigosis en
Ceratitis capitata es muy baja (entre 0,021 y 0,071, datos recopilados en Loukas, 1989;
0,096 en el estudio de Roda et al., 1996). Sin embargo, en las especies estrictamente
mondfagas Rhagoletis pomonella y R. completa, asi como en Bactrocera oleae, los
niveles de variabilidad son, en general, mucho mas altos; los valores de heterocigosis
son, respectivamente, 0,181, 0,075 (Berlocher and Bush, 1982) y 0,188 (Loukas, 1989).
Todos estos datos proceden de isoenzimas. Parece, por tanto, que la hipétesis de que la
cantidad de variabilidad esta directamente relacionada con el grado de diversidad
ambiental de una especie no se cumple en el caso de la familia Tephritidae, en general, y
de la especie Bactrocera oleae, en particular, que se caracteriza por una gran variabilidad

genética.

El elevado grado de diversidad genética observado en Bactrocera oleae puede
deberse al hecho de que se trate de una especie establecida desde hace largo tiempo en
el area mediterranea, de donde proceden la mayor parte de las muestras incluidas en el
estudio. Se considera que llegd a Europa en el siglo VIl a.C., con la introduccién de los
olivos silvestres procedentes de Africa y Asia occidental, posiblemente por los fenicios
(Ruiz, 1948).

Otro factor que puede contribuir a la variabilidad de la especie es el elevado
tamarfio efectivo que cabe esperar en poblaciones como éstas, dado que el hospedador

de la mosca, el olivo, se cultiva de forma extensiva.

IV.2.2. Distribucion de la variabilidad genética.

El analisis de los resultados de este trabajo conduce a la conclusion de que la
diferenciacion genética entre poblaciones es escasa, aunque hemos de tener en cuenta
que la mayor parte de las poblaciones proceden del norte del Mediterraneo,
fundamentalmente de la Peninsula Ibérica, si bien esta zona comprende la mayor parte

del area de distribucion de la especie.
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Asi, a pesar de que en el andlisis de x2 (Tablas 19 a 25, resumen en Tabla 26)
71 de las 115 bandas (61,7%) presentan diferencias significativas entre poblaciones, el
test de diferencias estandarizadas muestra que en la mayoria de las ocasiones estas
diferencias se deben a que la banda presenta una frecuencia significativamente distinta
de la frecuencia media en una poblacion (42 bandas) o dos poblaciones (15 bandas). Es
decir, la frecuencia de la mayoria de las bandas es muy parecida en todas o la mayor
parte de las poblaciones.

También los indices de similitud de Nei y Li (1979), presentados en la Tabla 29,
nos indican que las poblaciones son muy similares genéticamente. El indice de similitud
interpoblacional toma valores que oscilan entre 0,55 y 0,79, con un valor medio de 0,62.
Estos valores son parecidos a los indices de similitud intrapoblacional (entre 0,61y 0,70,
con un promedio de 0,66). Valores de similitud interpoblacionales como estos, mayores
de 0,5 y del mismo orden que los intrapoblacionales, indican que las poblaciones son
muy similares genéticamente (Haymer et al., 1997; Infante-Malachias et al., 1999).
Resultados similares a los de este trabajo (indices de similitud, en este caso de Jaccard,
interpoblacional elevados y del mismo orden que los intrapoblacionales) se observan en
Callejas et al. (1998). De nuevo, disponemos de muy pocos datos para la comparacion,
dado que la mayoria de los escasos trabajos de genética de poblaciones realizados en la
familia Tephritidae se han llevado a cabo utilizando isoenzimas. No obstante, se dispone
de datos procedentes del trabajo llevado a cabo por Haymer y colaboradores (1997)
utilizando marcadores RAPD-PCR para el estudio de la especie Ceratitis capitata, que
estan en claro contraste con los obtenidos para la especie Bactrocera oleae. Asi,
mientras los valores del indice de similitud intrapoblacional son so6lo algo menores en
Ceratitis capitata (0,51 a 0,71; promedio 0,64), los indices de similitud interpoblacional
son mucho menores que en Bactrocera oleae (0,04 a 0,63; promedio 0,39).

También el indice de diversidad de Shannon (Tabla 28) indica que la variabilidad
interpoblacional no contribuye de manera importante a la variabilidad total de la especie.
Asi, el porcentaje de variabilidad total debido a diferencias entre individuos dentro de
poblaciones es del 86%, frente a un 14% debido a diferencias entre poblaciones. El
analisis de la varianza molecular (AMOVA), atribuye a las diferencias entre poblaciones

una contribucion aun menor a la variabilidad total (8,45%, Tabla 31).
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En resumen, los andlisis llevados a cabo en este estudio nos conducen a la
conclusion de que la diferenciacion genética entre las poblaciones de la especie
Bactrocera oleae es escasa, fundamentalmente en el norte del Mediterraneo, que
probablemente constituye la zona de mayor cultivo olivarero del mundo. A la misma
conclusion se llega en otros trabajos (Zouros and Loukas, 1989; Ochando et al., 1994;
Callejas et al., 1998).

Varias son las posibles explicaciones de la escasa diferenciacion poblacional
observada en Bactrocera oleae.

Una posibilidad es la existencia de polimorfismos ancestrales que seguirian
siendo compartidos por las poblaciones incluso si estas estuvieran aisladas (Avise and
Ball, 1990; Harrison, 1991). La ventaja de los RAPDs es que las bandas obtenidas
constituyen una muestra de todo el genoma que comprende muchos loci no ligados, por
lo que la probabilidad de que la ausencia de diferenciacion poblacional se deba a
polimorfismos ancestrales compartidos es bastante remota (Downie, 2000).

El parecido entre poblaciones también podria deberse a la reciente dispersion de
la especie, que no habria dejado tiempo suficiente para una evolucién diversificadora
(Gibbs et al., 1994; Rossetto et al., 1995). Esta posibilidad, sin embargo, es incompatible
con la gran cantidad de variabilidad genética observada en la especie, ya que tras la
introducciéon de una especie en un nuevo entorno se espera una disminucion de la
variabilidad genética (Mayr, 1963). Ademas, como ya se ha mencionado, se considera
que la llegada a Europa (de donde proceden la mayor parte de las poblaciones
analizadas, que son ademas las méas parecidas genéticamente) de Bactrocera oleae se
produjo en el siglo VIII a.C. (Ruiz, 1948). El tiempo transcurrido parece, por tanto,

suficiente para permitir la diferenciacion de las poblaciones.

La similitud de las poblaciones también podria atribuirse a la existencia de
seleccion normalizadora, que tiende a igualar las frecuencias génicas en todas las
poblaciones. Este tipo de seleccion podria relacionarse con la estricta monofagia de la
especie analizada, que implicaria la adaptacion a condiciones semejantes en diferentes
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zonas geograficas. No obstante, debemos considerar que las presiones selectivas
pueden ser distintas en diferentes zonas geogréficas por efecto, no del sustrato nutritivo,
sino de otros factores como las diferentes condiciones climéticas (aun dentro del rango
de temperaturas y precipitaciones que caracterizan al clima mediterraneo; ver Tabla 3
para comparacion), el uso de diferentes insecticidas en distintas zonas, etcétera. Por otra
parte, a diferencia de la deriva genética, la seleccion actua de forma diferente en
diferentes loci, por lo que resulta dificil pensar que el mismo tipo de seleccién actue sobre
todos o la mayor parte de los loci, siendo el Gnico proceso responsable de la estructura
genética observada en la especie. Ademas, los RAPDs son considerados marcadores
neutrales (Williams et al., 1990; Lu and Rank, 1996; Ross et al, 1999; Stenoien and
Samstad, 1999), por lo que no se puede invocar la seleccién para explicar la distribucion
de la variabilidad genética detectada por este método en 98 de los 115 loci estudiados en
la especie. Persiste, empero, la posibilidad de que la seleccion natural pueda actuar
sobre algunos loci concretos. No obstante, para demostrarlo seria necesario caracterizar

estas secuencias y hacer un seguimiento de las mismas.

Por ultimo, cabe la posibilidad de que la ausencia de diferenciacion genética
entre poblaciones se deba a la existencia de flujo génico entre las mismas (Gaspari et al.,
1991; Schwerck et al., 1998; Downie, 2000). Asi, mientras que la existencia de
poblaciones pequefias y aisladas deberia conducir a la existencia de divergencia entre
poblaciones y homogeneidad dentro de las mismas, la existencia de poblaciones grandes
y comunicadas entre si conduciria a una menor diferenciacion de las poblaciones y a una
mayor diversidad dentro de ellas (Lin et al., 1999). Los resultados de nuestro estudio
coinciden con estas expectativas.

Por otra parte, si la existencia de flujo impide la diferenciacién entre poblaciones
y este flujo no esta restringido, se espera que las distancias genéticas y geograficas no
estén correlacionadas. La existencia de flujo génico no restringido es facil de imaginar en
esta especie, ya que su hospedador, el olivo, presenta una distribucion practicamente
continua a lo largo de todo el area mediterranea. Como esperabamos, al comparar las
distancias genéticas (Tabla 30) y geograficas por medio de un test de Mantel
observamos que no existe relacion entre ellas (r=0,12, P=0.87). Para explicar este punto
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es necesario discutir la capacidad de dispersion de la especie. Se ha comprobado que
estas moscas son excelentes voladoras, informandose de movimientos de hasta 4 Km
(Economopoulos et al., 1978) para encontrar hospedadores y hasta de 10 Km a través de
mar abierto (Rice, 2000). Naturalmente, también es necesario tener en cuenta la posible
dispersion pasiva a través del intercambio comercial de frutos infestados. No obstante, no
es probable que esta fuente de flujo génico sea tan importante como la movilidad de los
individuos, ya que la mayor parte de las exportaciones son de aceitunas en conserva o

bien directamente de aceite de oliva.

Como se mencioné anteriormente, segun Wright (1931) y Maruyama (1970,
1972) una tasa efectiva de migraciéon (Nm) aproximadamente igual a 1 es suficiente para
impedir la diferenciacién genética de las poblaciones. En nuestro caso los valores de Nm
obtenidos a partir del indice de subdivision de la poblacion (Fst) por los métodos
diferentes de Wright, Weir y Cockerham y Lynch y Milligan, respectivamente, son 2,8 , 1,8
y 0,7 (Tabla 32). Si excluimos del calculo a las poblaciones estadounidenses, que es de
suponer que apenas mantengan intercambio con las poblaciones mediterraneas, los
valores de Nm son aun mayores (4,5, 2,3 y 2,7). En otro estudio de la estructura de
poblaciones de Bactrocera oleae, en este caso utilizando isoenzimas, también se han
encontrado valores altos de Nm (8,9; Ochando and Reyes, 2000). La comparacién de los
datos del presente trabajo con los obtenidos por medio de RAPD-PCR en otros dipteros
voladores parece indicar que el valor de Nm en esta especie es intermedio respecto al de
otros insectos. Asi, las estimas de Nm en Aedes albifasciatus, obtenidas también por los
métodos de Wright, Weir y Cockerham y Lynch y Milligan son, respectivamente 2,3, 6,2 y
9 (de Sousa et al., 1999), mientras que en Aedes aegypti (Apéstol et al., 1996) los
valores son 11,7, 12,2 y 9,7. Sin embargo, los valores observados en 5 especies de
dipteros pertenecientes al género Culicoides (Sebastian et al., 2001) son menores que
los observados en Bactrocera oleae, encontrandose las estimas de Nm, calculadas por el
método Excoffier et al. (1992), de entre 0,23y 0,73.

En cualquier caso, los valores de Nm parecen suficientes para impedir la
diferenciacion geografica de las poblaciones. La significacion de estas cifras se hace mas

patente si tenemos en cuenta que el valor de Nm hace referencia al nimero de individuos
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emigrantes reproductores por poblacion y generacion, y que estamos hablando de una
especie multivoltina (hasta 5 generaciones por afio) y en la que una hembra puede poner
en su vida entre 200 y 300 huevos (Rice, 2000).

Los resultados, por tanto, parecen indicar que el flujo ha ocurrido lo bastante a
menudo y a lo largo de un periodo de tiempo suficiente como para impedir la
diferenciacion de las poblaciones . Es posible, no obstante, que la seleccidn natural esté
actuando sobre determinados loci.

La existencia de flujo génico ha de ser tenida en cuenta si se quiere llevar a cabo
una lucha efectiva contra esta plaga, haciendo necesaria la coordinacion de diferentes

administraciones a la hora de disefiar estrategias de control .

IV.2.3. Relaciones entre poblaciones: dendrogramas y analisis de coordenadas
principales.

Como se ha dicho anteriormente, la mayor parte de la variabilidad genética de la
especie Bactrocera oleae es variabilidad intrapoblacional, siendo la diferenciacion entre
poblaciones poco importante. Asi, en los dendrogramas se observa que los valores de
bootstrap obtenidos son, en general, muy bajos, lo que apoya la idea de que las
poblaciones son tan similares genéticamente que resulta muy dificil separarlas en un
dendrograma (Haymer et al., 1997; Clements et al., 2000). A pesar de ello, los
dendrogramas (Figuras 31 a 34) y los andlisis de coordenadas principales (Figuras 35 y
36) elaborados a partir de la matriz de distancias genéticas de Nei (Tabla 30) nos
permiten extraer de los datos alguna informacién acerca de las relaciones entre
poblaciones.

En los dos dendrogramas en los que se incluyen todas las poblaciones (Figuras
31 y 32) observamos que la poblacion de Tunez es la primera en separarse de las
demas, seguida de las dos poblaciones de Estados Unidos. Estas dos ultimas, ademas,
forman un grupo, con un valor de bootstrap mayor de 50, separado del resto en el
dendrograma UPGMA. Segun Felsenstein (1988), para asegurar que un agrupamiento es
legitimo, este debe ocurrir al menos en la mitad de las estimas de bootstrap, de modo
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que podemos considerar que este grupo es suficientemente fiable. A continuacién la
poblacion de Israel se separa del grupo formado por todas las poblaciones europeas.
También en el andlisis de componentes principales (Figura 35 a y b) observamos que las
poblaciones de Tunez, Estados Unidos e Israel se separan del resto de poblaciones y
que las dos poblaciones estadounidenses se mantienen agrupadas.

El hecho de que las dos poblaciones de Estados Unidos se parezcan mucho mas
a las poblaciones del area mediterranea de lo que cabria esperar dada la enorme
distancia geografica que las separa de ellas, hace pensar que la especie Bactrocera
oleae se ha establecido en América recientemente, probablemente desde el norte o el
este del Mediterraneo, por lo que las poblaciones americanas aun no han tenido tiempo
de diferenciarse genéticamente de las mediterraneas. De hecho, la mosca del olivo fue
detectada por primera vez en California, donde actualmente esta presente en 17 de los
58 condados, en octubre de 1998; también se ha detectado la presencia de B. oleae en
Baja California (Mexico) (Rice, 2000). Parece evidente que la introduccion de este insecto
en Norteamérica ha sido mediada por el hombre, lo que pone de manifiesto la necesidad
de controlar cuidadosamente los cargamentos de productos que son hospedadores
potenciales de plagas. Por ofra parte, se observa que las dos poblaciones
estadounidenses se parecen mas entre si que a cualquiera de las demas poblaciones, o
que nos hace descartar la hipdtesis de que provengan de dos ‘“introducciones”
separadas. Es decir, es probable que la introduccion de esta especie en Norteamérica
sea relativamente reciente y debida a un suceso Unico, pero en la actualidad la especie
parece haberse extendido por la zona de California y Baja California, de modo que las
poblaciones estadounidenses se parecen mas entre si que a las del Mediterraneo.
Nuestros datos apuntan, por tanto, a una introduccién unica de la especie en Estados
Unidos y a su posterior expansién, posiblemente debido entre otros factores a que los
programas de control se centraron en un principio en el tratamiento de los olivares
cultivados y no tuvieron en cuenta la gran cantidad de olivos ornamentales existentes en
esta parte de Estados Unidos, que han podido constituir un reservorio para la especie.

En cuanto a las reatantes poblaciones, las diferencias genéticas entre ellas no
permiten establecer separaciones claras. Soélo algunos grupos de poblaciones se

mantienen constantes, pero no asi las relaciones entre grupos. Asi, las poblaciones

79



procedentes de Grecia e Italia aparecen mezcladas con las espafiolas. En cuanto a las
poblaciones de Espafia y Portugal, los agrupamientos que se mantienen tanto en los
arboles construidos por los dos métodos (Figuras 33 y 34) como en el analisis de
coordenadas principales (Figura 36 a y b) no guardan, aparentemente, ninguna relacion
con la proximidad geografica. Asi, en el grupo formado por las dos poblaciones de
Valencia, una de las de Sevilla y la de Caceres (Val1, Sev1, Val2, Cac), Val2 y Cac estan
situadas en la mitad oeste de la Peninsula Ibérica (la de Caceres se encuentra, ademas,
bastante mas al norte que la de Sevilla), mientras que las de Valencia se encuentran al
este. Por otra parte, la segunda poblacion de Sevilla y la de Alicante (Sev2, Ali), se
encuentran situadas respectivamente al oeste y al este de la Peninsula. Tampoco estan
proximas las poblaciones de Méalaga y Mallorca (Mig, Mal) ni las de Jaén y Cuenca (Jae,
Cue).

En definitiva, de las poblaciones analizadas, las pertenecientes al continente
americano y africano (USA1, USA2 y Tun) son claramente diferentes del resto. También
se diferencia del resto, aunque en menor grado, la poblacién de Oriente Medio (lIsr). El
resto de poblaciones, todas ellas pertenecientes al norte del Mediterraneo, muestran una
escasa diferenciacion entre ellas, posiblemente debido a la existencia de un intercambio

de individuos entre poblaciones bastante frecuente y mantenido a lo largo del tiempo.

IV.2.4. Identificacion de la especie Bactrocera oleae.

En este trabajo se han analizado 420 individuos pertenecientes a 21 poblaciones
diferentes por medio de la técnica RAPD-PCR. Para el estudio se han utilizado 7
cebadores diferentes (Tabla 5), obteniéndose 115 bandas, de ellas 17 estaban presentes
en todos los individuos analizados. De estas 17 bandas, 5 eran productos de
amplificacion del cebador OPC-05; en los patrones de amplificacion de cada uno de los
restantes cebadores aparecian 2 bandas constantes (Tablas 10 a 16).

Es probable que estas 17 bandas sean bandas diagnostico de especie, aunque
para poder afirmarlo seria necesario comprobar que no estan presentes en especies
relacionadas. La capacidad de identificar especies utilizando una técnica rapida, sencilla

y barata como la técnica RAPD-PCR puede ser de gran ayuda en la lucha contra esta
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plaga. Por otra parte, una caracteristica de los marcadores de DNA es que son estables
a lo largo de todos los estadios del ciclo de vida, por lo que permite identificar estadios
inmaduros de estos insectos (larvas y pupas), enlos que las especies son practicamente
indistinguibles morfolégicamente. Ademas, esta técnica es especialmente til para el
andlisis de organismos, como los insectos, de los que sdlo se pueden extraer pequefias
cantidades de DNA (del orden de nanogramos). La técnica RAPD-PCR ya ha demostrado
su utilidad para identificar otras especies de insectos (Wilkerson et al., 1995; Kengne et
al., 2001), incluyendo tefritidos (Sonvico et al, 1996).

En resumen, la técnica RAPD-PCR ha demostrado su utilidad para proporcionar datos
sobre la variabilidad genética inter e intrapoblacional de esta especie, permitiendo establecer las
relaciones entre poblaciones y obtener informacion acerca de la existencia de flujo génico, todo lo
cual tiene una extraordinaria importancia en el campo del control de plagas. Esta técnica también
puede ser adecuada para descubrir bandas diagnéstico de especie, lo que facilitaria la
identificacion de la especie en cualquier estadio de desarrollo (larva, pupa o adulto) de forma
relativamente rapida y sencilla, lo que resultaria muy valioso para los laboratorios de cuarentena.
Los conocimientos adquiridos por medio de esta técnica pueden ser de gran ayuda en el
desarrollo de programas de lucha contra la plaga mas respetuosa con el medio ambiente y

econdmicamente mas rentable.

IV.3. GENOTECA DE LA ESPECIE Bactrocera oleae.

Llevados por nuestro interés en profundizar en el conocimiento de la mosca del olivo
(B.oleae), construimos una genoteca de esta especie en colaboracion con el Dr. Lucas Sanchez y
la Dra. M@ Fernanda Ruiz, del Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB) perteneciente al Centro
Superior de Investigaciones Cientificas.

La genoteca constituye una herramienta de extraordinaria utilidad para muy diversos
fines. Nos permite avanzar no sélo en el conocimiento de las especies a través del aislamiento y
caracterizacion de genes y otras secuencias presentes en las mismas, sino incluso en la
comprension de las relaciones entre estas especies. Asi, por ejemplo, la existencia de genotecas
de diversas especies de dipteros ha permitido el aislamiento y caracterizacion del gen fruitless en
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21 especies; gracias a la comparacion de estas secuencias se han podido inferir las relaciones
entre ellas (Davis et al., 2000).

Una genoteca también puede ser utilizada para obtener marcadores polimorficos que se
pueden emplear en estudios de genética de poblaciones. Una aproximacion de este tipo se ha
llevado a cabo en la especie Bactrocera tryoni en la que el rastreo de una genoteca por medio de
sondas procedentes de secuencias repetidas permitid identificar 22 loci con este tipo de
secuencias, a partir de los cuales se obtuvieron 16 cebadores. Los productos de amplificacion
obtenidos por medio de estos cebadores resultaron ser polimérficos y, por tanto, utilizables en
estudios de genética poblacional (Kinnear et al., 1998).

En el caso de las especies de interés econémico, como Bactrocera oleae, los
conocimientos obtenidos gracias a las genotecas pueden contribuir a la lucha contra la plaga.
Asi, el conocimiento de los genes de expresion especifica de sexo y de sus elementos
reguladores puede permitir aislarlos y utilizarlos para construir lineas de insectos transgénicos de
las que se pueden eliminar especificamente las hembras; estas lineas pueden contribuir al
control de la plaga (Tolias et al., 1990). Por otra parte, la caracterizacion de genes que codifican
proteinas implicadas en la resistencia a insecticidas y el estudio de la base molecular del
aumento de expresion de estos genes en las lineas resistentes (Huang et al., 1998) puede
contribuir a la lucha contra la resistencia a insecticidas asi como al desarrollo de plaguicidas mas
eficaces.

En definitiva, la genoteca presenta un gran nimero de aplicaciones muy interesantes en
muy diversos campos.

Una copia de esta genoteca se encuentra depositada a disposicion de los investigadores
interesados en utilizarla en el Departamento de Genética de la Facultad de Ciencias Biologicas

de la Universidad Complutense de Madrid.
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V. CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten inferir las siguientes conclusiones:

1)

La secuencia de DNA mitocondrial estudiada presenta un alto contenido de A+T, como
ocurre en la mayoria de los insectos, y una elevada proporcion de transiciones frente a

transversiones.

Todas las inserciones y deleciones y la mayoria de las sustituciones observadas en esta
secuencia se encuentran en zonas que, al no afectar a la funcién de los productos

génicos, no se espera que sufran una fuerte presién selectiva.

Al traducir la secuencia de nucledtidos de las regiones correspondientes a los genes cytb
y ND1, obtenemos unas secuencias de aminoacidos en las que se observan
sustituciones compartidas por todos los miembros de determinados taxones que pueden

ser consideradas sinapomorfias y podrian ser utiles como marcadores taxondmicos.

En cuanto a la filogenia de la familia Tephritidae, se infieren de nuestro estudio las
siguientes conclusiones relativas a la clasificacion la misma.

- Posible caracter no monofilético de la subfamilia Trypetinae: relacion entre
los géneros Anastrepha y Toxotrypana mas estrecha que entre estos y el
género Rhagoletis

- Caracter monofilético de la tribu Toxotrypanini

- Caracter monofilético del género Anastrepha y estrecha relacion de este con
el género Toxotrypana

- Caracter monofilético, dentro del género Anastrepha, del grupo de especies
fraterculus

- Relacion entre las especies Anastrepha striata y Anastrepha serpentina

- Nuestros resultados apoyan topoldgicamente el caracter monofilético de la
subfamilia Dacinae, representada por los géneros Bactrocera, Dacus,

Ceratitis y Neoceratitis, que aparecen siempre agrupados
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- Especie Bactrocera cucurbitae mas estrechamente relacionada con el género
Dacus mas estrecha que el resto de las especies del género Bactrocera

- Gran parecido genético de las especies Bactrocera neohumeralis y
Bactrocera tryoni

- Estrecha relacién entre las especies Bactrocera cacuminata y Bactrocera
dorsalis

- Caracter monofilético de las tribus Dacini y Ceratitini

- Caracter monofilético del género Dacus.

- Caracter monofilético del género Ceratitis

La especie Bactrocera oleae presenta un gran variabilidad intrapoblacional a pesar de

tratarse de una especie estrictamente monéfaga.

La diferenciacion poblacional es escasa, probablemente debido a la existencia de flujo
génico, si bien es posible que la seleccion natural esté actuando sobre determinados loci.

Del conjunto de poblaciones estudiadas, la mas divergente de todas las demas es la
poblacion de Tunez, seguida de las dos poblaciones de Estados Unidos y de la de Israel.

Las restantes poblaciones no forman grupos claramente diferenciados.

Las poblaciones de Estados Unidos probablemente provengan de un uUnico suceso de

“introduccién” ocurrido en un momento relativamente reciente.

La técnica RAPD-PCR permitié la detecciéon de 17 bandas presentes en todos los
individuos analizados; estas bandas podrian ser bandas diagnostico de la especie

Bactrocera oleae.

10) La técnica RAPD ha demostrado su eficacia en la determinacién de la cantidad de

variabilidad genética y sus patrones de distribucion, asi como su potencial utilidad para la

deteccién de bandas que permitan la rapida identificacion de especies.
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VI. RESUMEN.

La familia Tephritidae, constituida por las llamadas “moscas de la fruta”, es el grupo de
plagas mas importante de todas las familias de moscas. A esta familia pertenece la especie
Bactrocera oleae, de enorme importancia econémica como plaga del olivo, principalmente en los
paises mediterraneos. Las técnicas moleculares desarrolladas en los ultimos afios constituyen
una herramienta que puede contribuir en gran medida al conocimiento profundo de estos
insectos.

En este trabajo se plantearon tres objetivos. El primer gran objetivo fue tratar de contribuir
al esclarecimiento de las relaciones filogenéticas de la familia Tephritidae, utilizando para ello una
secuencia de DNA mitocondrial (mtDNA); el segundo gran objetivo fue tratar de determinar la
estructura poblacional de la especie Bactrocera oleae; por ultimo, se contruyé una genoteca de la

especie Bactrocera oleae.

Para estudiar las relaciones filogenéticas en la familia Tephritidae se analizo, en 22
especies pertenecientes a 7 géneros diferentes, una secuencia de DNA mitocondrial que
comprende una region del gen cytb, un gen de tRNA (tRNA-Ser) y una region del gen ND1.

Para estudiar la estructura poblacional de Bactrocera oleae se analizaron, por medio de
la técnica RAPD-PCR, 420 individuos pertenecientes a 21 poblaciones utilizando 7 cebadores
diferentes. De estas 21 poblaciones, 17 procedian del norte del Mediterraneo (15 de Espafia y
Portugal, 1 de ltalia y 1 de Grecia), una del Mediterraneo este (Israel) y otra del Mediterraneo sur

(Tunez); las dos poblaciones restantes procedian de California (Estados Unidos).

La secuencia de DNA mitocondrial utilizada para el analisis de las relaciones filogenéticas
de la familia Tephritidae fue una secuencia rica en A+T (como ocurre con la mayor parte de las
secuencias de mtDNA en insectos) y presentar una elevada proporcién de transiciones frente a
transversiones. Todas las inserciones y deleciones, asi como la mayor parte de las sustituciones,
se situan en zonas en que no afectan a la funcion de los productos de expresion de estos genes,
por lo que, en principio, no deberian sufrir una presion selectiva demasiado intensa.

Al traducir la secuencia de nucleétidos de las regiones codificantes de las proteinas
citocromo b y ND1, obtenemos unas secuencias de aminoacidos que presentan una serie de

sustituciones compartidas por todos los miembros de determinados taxones. Estas sustituciones
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pueden ser consideradas sinapomorfias y podrian permitir identificar el grupo al que pertenece un
determinado individuo.

En cuanto a la filogenia de la familia Tephritidae, en principio esperariamos encontrar dos
grandes grupos correspondientes a las subfamilias Trypetinae y Dacinae. Sin embargo, mientras
que nuestros resultados no ofrecen dudas acerca del caracter monofilético de la subfamilia
Dacinae, no ocurre lo mismo con la subfamilia Trypetinae.

En este ultimo caso se agrupan, por un lado, las especies que forman parte de la tribu
Trypetini, pertenecientes a los géneros Toxotrypana y Anastrepha, y, por otro, las especies del
género Rhagoletis, lo que apunta a un posible caracter polifilético de esta subfamilia que ya ha
sido sugerido por otros autores. En cuanto a la tribu Toxotrypanini, nuestros datos confirman el
caracter monofilético de la misma, asi como del género Anastrepha, y confirman la existencia de
una estrecha relacion entre los géneros Anastrepha y Toxotrypana.

Como se ha mencionado, la subfamilia Dacinae, representada por las tribus Dacini y
Ceratitini, si presenta caracter monofilético. Centrandonos en la tribu Dacini, uno de los rasgos
que mas llama la atencion en los arboles filogenéticos elaborados en este estudio es la estrecha
relacion existente entre la especie Bactrocera cucurbitae y las especies del género Dacus. Con
esta excepcion, las especies de los géneros Bactrocera y Dacus quedan claramente separadas,
no existiendo dudas acerca del caracter monofilético de este ultimo. Por Ultimo, en la tribu
Ceratitini se separan claramente los géneros Neoceratitis y Ceratitis, cuyo caracter monofilético
es confirmado por nuestra filogenia. Dentro del género Ceratitis, las especies C. rosa y C.
capitata forman un grupo en todos los arboles, lo que sugiere la existencia de una estrecha
relacion entre ellas. Por otra parte, se debate la posibilidad de la existencia de una nueva especie

(C. fasciventris) muy parecida a C.rosa, lo que no es apoyado por nuestros datos.

El segundo gran objetivo del trabajo fue tratar de determinar la variabilidad intra e
interpoblacional de la especie Bactrocera oleae.

El analisis de los resultados reveld que, como se habia observado en estudios anteriores,
la especie Bactrocera oleae presenta una gran variabilidad a pesar de ser una especie
estrictamente monofagica. Esto puede ser atribuido al largo tiempo transcurrido desde el

establecimiento de las poblaciones estudiadas y al tamafio efectivo de las mismas,
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probablemente grande. Por otra parte, la mayor parte de esta variabilidad es intrapoblacional,
siendo la diferenciacion entre poblaciones escasa.

A pesar de la escasa diferenciacion entre poblaciones, los datos permitieron obtener
alguna informacion acerca de las relaciones entre las mismas. Asi, de entre las poblaciones del
Mediterraneo, la mas alejada de todas las deméas es la poblacion de Tunez, seguida de la
poblacion de Israel. En cuanto a las poblaciones de Estados Unidos, en los dendrogramas se
observa que son las primeras en separarse de las poblaciones del norte del Mediterraneo
después de Israel. De las relaciones de las poblaciones norteamericanas entre si y con el resto
de las poblaciones parece desprenderse que las primeras proceden de un Unico evento de
colonizacion que se produjo de forma relativamente reciente.

Por otra parte, la escasa variabilidad interpoblacional, de la que ya se ha hecho mencion,
podria explicarse por la existencia de flujo génico entre estas poblaciones, que impediria a las
mismas llegar a diferenciarse. No obstante, no puede descartarse la existencia de la accion de la
seleccion natural actuando sobre determinados loci.

Por ultimo, al analizar los patrones de amplificacion obtenidos por medio de la técnica
RAPD-PCR, se observa la existencia de 17 bandas que estan presentes en los 420 individuos
analizados. Estas bandas podrian ser bandas diagndstico de especie, aunque para afirmarlo con

seguridad seria necesario confirmar que no estan presentes en especies cercanas.

El tercer y ultimo objetivo de este trabajo fue la construccion de una libreria gendémica de
Bactrocera oleae, con el fin de disponer de una nueva herramienta para avanzar en el
conocimiento de la misma. Esta genoteca se encuentra depositada en el Departamento de
Genética de la Facultad de Biologia de la Universidad Complutense de Madrid a disposicion de

los investigadores interesados en utilizarla.
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Especie Origen Afio

Anastrepha ludens (Loew) (Alh'y Alm) México 1999
Anastrepha obliqua (Macquart) (Aoh y Aom) México 1999
Anastrepha serpentina (Wiedemann) (Asph y Aspm)  México 1999
Anastrepha striata (Schiner) (Asth y Astm) México 1999
Anastrepha suspensa (Loew) (Ash y Asm) EEUU (Florida) 1999
Bactrocera cacuminata (Hering) (Bcah y Bcam) Australia 1999
Bactrocera cucurbitae (Coquillet) (Bch y Bem) EEUU (Hawai) 1999
Bactrocera dorsalis (Hendel) (Bdh y Bdm) EEUU (Hawai) 1999
Bactrocera latifrons (Hendel) (Blh y Blm) EEUU (Hawai) 1999
Bactrocera oleae (Gmelin) (Bom y Boh) Espafia 1998
Bactrocera neohumeralis (Hardy) (Bnh y Bnm) Australia 1999
Bactrocera tryoni (Frogatt) (Btl y Bt2) Australia 1999
Bactrocera zonata (Saunders) (Bzh y Bzm) Islas Mauricio 1998
Ceratitis capitata (Wiedemann) (Cch y Ccm) Espafia 1997
Ceratitis cosyra (Walker) (Ccsl y Ccs2) Sudafrica 1999
Ceratitis rosa (Karsch) (Crh y Crm) Isla Mauricio 1998
Ceratitis rosa (Karsch) (Cth y Cfm) Kenia 2000
Dacus ciliatus (Loew) (Dch y Dcm) Isla Reunién 1998
Dacus demmerezi (Bezzi) (Ddh y Ddm) Isla Reunion 1998
Neoceratitis cyanescens (Bezzi) (Nch y Ncm)* Isla Reunion 1998
Rhagoletis cerasi (Linnaeus) (Rcly Rc2) Suiza 1998
Rhagoletis pomonella (Walsh) (Rpm y Rph) EEUU (Nueva York) 1999
Toxotrypana curvicauda (Gerstaecker) (Tchy Tcm)  EEUU (Florida) 1998

*Sinonimia; Trirhithromyia cyanenses.
Tabla 1. Especies analizadas, nomenclatura utilizada para designarlas (1), origen y afio de obtencién.
(1) La primera letra corresponde al género, la segunda —y en ocasiones la tercera- a la especie y la ultima

letra es una m si se trata de un macho y una h si se trata de una hembra; en el caso de Rhagoletis
cerasi se secuencia DNA procedente de pupas, por lo que hablamos de Re1y Re2.
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Nomb.  Procedencia Afo Localizacion

Ali Alicante, Alicante, Espafia. 1998 38°20' N 30°46' O
Cac Las Vifias, Caceres, Espana. 1997 39°58' N 06°21' 0O
Ciu Argamasilla de Calatrava, Ciudad Real, Espafia. 1998 38°%3'N 05°5'0
Cue Tarancon, Cuenca, Espaiia. 1998 40°00'N 04°59'0O
Ger Regencds, Gerona, Espafia. 1998 41°57'N 03°10'E
Gre Tesalonica, Grecia. 1998 40°38'N 22°56’' O
Isr lksal, Israel. 2000 32°41'N 35°19'E
Ita Viterbo, Lazio, Italia. 1998 42°24'N 12°06’'E
Jae Huelma, Jaén, Espaiia. 1997 37°39'N 04°32'0
Mad Algete, Madrid, Espafia. 1998 40°35' N 04°30' O
Mal Soller, Mallorca, Espania. 1999 39°45'N 02°43'E
Mig Ardales, Malaga, Espafia. 1998 36°52'N 05°59' O
Por Castelo Branco, Portugal. 1997 39°49'N 07°30' 0
Sev-1 Alanis, Sevilla, Espana. 1997 38°02'N 06°17' O
Sev-2 Sevilla, Sevilla, Espafia. 1998 37°22'N 07°59' 0
Tar Cambrils, Tarragona, Espania. 1997 42°08'N 01°23'E
Tun Sfax, Tunez. 2001 34°44'N 10°46'E
USA-1  Fresno-Bakersfield, California, EEUU. 2000 35°53'N 119°23'0
USA-2  San Diego, California, EEUU. 2001 32°42°N 117°09 O
Val-1 Requena, Valencia, Espafia. 1997 39°29'N 02°53' O
Val-2 Tabernes de Valldigna, Valencia, Espafia. 1997 39°04' N 43°4' 0

Tabla 2. Poblaciones de Bactrocera oleae analizadas, localidad de procedencia, afio de

obtencién y localizacién geografica exacta.
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Poblacion T minima T maxima T media Precipitacion
total
Ali 17,0 25,9 215 8,4
Cac 15,9 28,1 22,0 48,5
Ciu 12,5 26,0 19,3 26,8
Cue 10,5 26,4 18,4 37,0
Ger 12,2 25,2 18,7 61,1
Gre 16,5 25,5 20,9 38,4
Isr 1,4 23,3 16,8 80,0
Jae 16,2 25,8 21,0 32,7
Mad 10,9 23,6 17,2 31,0
Mal 19,0 26,7 22,8 16,8
Mig 1,5 21,3 16,4 26,7
Sev-1 11,9 23,4 17,6 42,7
Sev-2 15,4 29,6 22,4 32,4
Tar 15,6 25,5 20,5 34,7
Tun 13,7 24,8 19,2 13,6
USA-1 14,8 29,9 224 04
USA-2 14,4 21,1 17,4 18,3
Val-1 11,4 26,0 18,7 43,0

Tabla 3. Temperaturas minima, maxima y media (en °C) y precipitacién total mensual (en mm) en las
zonas de procedencia de las poblaciones estudiadas. Los valores se refieren a las medias para los 7
meses anteriores a la recogida de los individuos. (No se dispone de los datos correspondientes a las

poblaciones Ita, Por y Val-2).
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Especie

Simbolo

NUmero de acceso

Anastrepha ludens
Anastrepha obliqua
Anastrepha suspensa
Anastrepha serpentina
Anastrepha striata
Bactrocera cacuminata
Bactrocera cucurbitae
Bactrocera dorsalis
Bactrocera dorsalis
Bactrocera ludens
Bactrocera neohumeralis
Bactrocera neohumeralis
Bactrocera oleae
Bactrocera tryoni
Bactrocera tryoni
Bactrocera zonata
Ceratitis capitata
Ceratitis cosyra
Ceratitis cosyra
Ceratitis rosa

Ceratitis rosa

Ceratitis rosa

Dacus ciliatus

Dacus demmerezi
Neoceratitis cyanescens
Rhagioletis cerasi
Rhagoletis cerasi
Rhagoletis pomonella
Toxotrypana curvicauda

Alm
Aom
Asm
Aspm
Astm
Bca
Bc
Bdm
Bdh
BI
Bnm
Bnh
Bo
Btm1
Btm2
Bz
Cc
Ccshl
Ccsh2
Crm
Crh
Cfth
Dc
Dd
Nc
Rcl
Rc2
Rpm
Tem

AY096075
AY096076
AY096077
AY096078
AY096079
AY096080
AY096081
AY096082
AY096083
AY096084
AY096085
AY096086
AY096087
AY096088
AY096089
AY096090
AY096091
AY096092
AY096093
AY096094
AY096095
AY096096
AY096097
AY096098
AY096099
AY096100
AY096101
AY096102
AY096103

Tabla 4. NUmeros de acceso en el banco de datos GeneBank de las secuencias
de los individuos indicados.
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Oligonucledtido Secuencia

OPA-02 TGCCAGAGCTG
OPA-07 GAAACGGGTG
OPA-17 GACCGCTTGT
OPC-05 GATGACCGCC
OPC-06 GAACGGACTC
OPC-11 AAAGCTGCGG
OPC-18 TGAGTGGGTG

Tabla 5. Secuencia de los cebadores utilizados.
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Sitios Proporcion bases Proporcion ts/tv

constantes variables A T G C

156 12 no informat. + 140 informat. 45 35 9 11 248

Tabla 6. Resumen de los datos obtenidos a partir de las secuencias alineadas.
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region

cytb intergénica tRNA-Ser ND1
Sec. de longitud 105-111 0-8 65-68 142-148
nucledtidos
n° sustituciones 47 - 17 54
32 posic. codon (1) 55,8% - - 61,7%
Sec. de longitud 34-35 - - 43-45
aminodcidos
n° sustituciones 13 - - 21
mismo tipo aa (2) 8 - - 10

Tabla 7. Longitud y nimero de sustituciones en las distintas regiones de la secuencia analizada.

(1)Porcentaje de cambios que ocurren en la tercera posicién del codén.
(2) Numero de sustituciones de un aminoacido por otro del mismo grupo.
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Cytb ND1

posicion! aminoacido posicién! aminoacido

Tr. Toxotrypanini

(Al, Ao, As, Asp, Ast, Tc) - - 289 Cys
- - 313 Leu
-Género Anastrepha
(Al, Ao, As, Asp, Ast) 346 Asp - -

- - 309 Met
- - 316 Asp

grupo fraterculus (al, Ao, As+Te - - 304 Val
grupo fraterculus (al, Ao, As) - - 307 Phe
Ast + Asp - - 304 lle

Tr. Carpomyini

- Género Rhagoletis (re, Rp) 346 Asn - -
- - 31 Leu
Tr. Dacini
(Bc, Bca, Bd, Bl, Bn, Bo, Bt, Bz, Dc, Dd) _ _ 297 Phe
- - 301 llg?
- - 315 Met?
-Género Bactrocera
(Bc, Bea, Bd, B, Bn, Bo, Bt, Bz) - - 304 Leu
- - 324 Val?
Bca + Bd - - 307 Met
Tr. Ceratitini (cc, Ccs, Cf, Cr, No) - - 310 Ser
323 Asn

-Género Ceratitis
(Cc, Ccs, Cfy Cr) 351 Thr - -

Tabla 8. Aminoacidos caracteristicos de determinados taxones. (X Posicién respecto a la
secuencia de la proteina en Drosophila yakuba) (2excepto en Bactrocera oleae; excepto
en Bactrocera cucurbitae)
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Ao 2,1

As 18 25

Asp 63 70 67

Ast 60 63 63 53

Bca |14 144 1377 13,7 148

Bc 148 151 151 144 148 10,6

Bdh | 134 141 134 141 144 28 113

Bdm | 134 13,7 13,0 13,7 141 21 113 07

BI 148 144 144 141 144 81 102 92 88

Bnh | 144 148 141 137 141 56 106 49 42 85

Bnm |144 148 141 137 141 60 109 53 46 88 04

Bo 14,8 155 148 16,5 148 116 134 11,6 109 130 116 120

Btl 148 151 144 134 144 53 109 53 46 88 04 07 120

Bt2 144 148 141 137 141 60 109 53 46 88 04 00 120 07

Bz 144 155 141 12,7 144 56 134 63 56 92 63 67 109 60 67

Cc 144 148 151 13,7 148 148 137 155 148 165 12,7 13,0 144 13,0 130 148

Cesl |11,6 12,7 123 130 134 130 134 13,0 123 155 120 123 13,0 123 123 134 6,3

Ces2 |11,6 12,0 123 123 12,7 130 12,7 130 123 148 120 123 13,0 123 123 134 56 07

Cfh 151 16,2 151 144 141 141 134 148 141 148 12,7 13,0 155 13,0 130 148 60 77 70

Cfm |144 155 144 137 134 134 127 141 134 141 120 123 148 123 123 141 53 70 63 07

Crh 134 144 134 12,7 13,7 137 130 144 13,7 137 123 12,7 151 12,7 127 130 49 67 60 18 11

Crm |[144 155 144 137 134 134 127 141 134 141 120 123 148 123 123 141 53 70 63 07 00 11

Dc 13,7 13,0 13,0 148 144 116 109 116 109 127 109 11,3 127 11,3 11,3 13,7 130 10,9 102 134 127 123 127

Dd 16,2 169 16,2 16,5 162 116 106 123 116 116 88 92 141 92 92 127 130 130 130 134 12,7 123 127 9,2

Nc 13,7 141 151 141 144 144 137 158 151 151 148 151 162 151 151 169 85 92 85 113 106 102 106 14,1 148

Rc2 |134 144 144 123 144 183 165 176 176 176 162 165 162 165 16,5 17,3 144 13,0 12,7 155 148 13,7 148 176 158 15,1

Rcl |134 144 144 123 144 183 162 176 176 176 155 158 162 158 158 16,5 13,7 12,7 123 148 141 13,0 141 176 151 151 07

Rp 12,0 123 123 106 106 134 13,7 13,0 12,7 134 120 123 13,0 123 123 127 116 11,3 109 11,6 109 106 10,9 13,0 134 123 10,2 10,2

Tc 88 99 95 106 95 162 148 165 158 158 144 148 155 148 148 162 127 109 102 12,7 120 116 120 12,7 144 130 13,7 130 109
Al Ao As Asp Ast Bca Bc Bdh Bdm BI Bnh Bnm Bo Btl Bt2 Bz Cc Ccsl Ccs2 Cth Cfm Crh Crm Dc Dd Nc Rcl Rc2 Rp

Tabla 9. Distancia, en porcentaje de sustituciones de nucleétidos, entre las secuencias de las especies incluidas en el estudio (en el caso de que las secuencias de los dos
individuos de la misma especie analizados no fueran idénticas, ambas se incluyen en la matriz).



Ali Cac Ciu Cue Ger Gre Isr Ita Jae Mad Mal Mg Por Sevl Sev2 Tar Tun USAl USA2 Vall Val2

0,75 085 09 1 080 0% 1 09% 1 09 1 1 1 0% 1 09 060 09 065 090 075
03 015 010 0 025 005 030 015 0,45 035 005 O 0,0 005 015 0,15 030 0,0 035 0,10 0,20
0,15 0,05 005 035 020 040 045 020 047 040 005 005 0115 0,10 015 030 035 030 030 0,10 0,20
0,05 0,05 005 0,05 020 005 015 0 0,6 0,15 005 005 0 020 0,05 005 030 015 015 0 0,05
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
005 0 010 005 005 0 010 015 005 005 0 010 0 025 0 0 010 0 0,05 0,05 0,10
005 0 010 0 O O 005 005 015 030 005 005 030 005 005 017 025 0,0 010 0 0,05
0 0 00500 0 0 010 0 010 0 0 o 0 015 010 011 0,75 0,05 0 0 005
09 035 080 085 075 0,75 0,90 080 061 095 080 09 080 075 0,70 094 050 09 095 040 058
0,10 060 0,15 0,05 0,10 035 0,15 025 0,11 025 045 015 0,10 037 035 O 030 005 015 030 035
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0,30 025 060 0115 055 0,50 0,53 040 035 050 050 055 060 015 040 045 055 055 055 025 025
0 005 005 005 005 0 o010 O 020 005 010 0 005 015 010 018 O 010 040 0 0,10
1 045 1 055 075 065 0,70 0,90 055 085 09 09 1 055 09 087 0% 070 055 050 0,65
0,30 0,20 0,55 0,20 0535 0,75 0,55 0,30 0,20 0,35 035 025 025 040 045 031 055 090 065 0,30 0,35

Tabla 10. Frecuencia de cada una de las bandas de RAPD amplificadas con el cebador OPA-02 en las 21
poblaciones de Bactrocera oleae analizadas. En la primera columna se muestra, entre paréntesis, el
ndmero de pares de bases de estas bandas.
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Ali Cac Ciu Cue Ger Gre Isr Ita Jae Mad Mal MIlg Por Sevl Sev2 Tar Tun USAl USA2 Vall Val2

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

0 0 0 0 007 O 0 0 0 0 0 0 0 0 015 005 010 0 0 0 0
0,10 0530 0,6 0,15 0,07 0,10 0239 037 024 040 040 055 015 050 026 026 015 015 021 0715 0,35
055 025 005 020 021 020 012 025 0,33 030 050 0,70 055 0,10 023 026 015 0,15 021 005 0,05
005 025 011 025 029 020 006 019 022 030 O 005 0 060 023 044 005 010 016 030 0,115
0,15 0110 0,21 0,15 0,14 0,10 0,06 006 0,18 0,15 005 005 005 015 023 O 030 030 005 O 0
075 070 0 060 057 016 011 037 044 050 060 075 085 0,70 0,75 044 025 065 0,05 045 0,65
005 010 0 020 029 025 o0 007 011 010 O 0,10 025 015 008 012 0,70 O 026 0,10 025
085 08 08 1 079 1 1 088 1 1 1 08 075 1 1 094 055 095 109 09
0,05 005 011 005 0,14 005 0417 023 0 005 020 005 0 005 005 O 050 0 016 010 0
050 055 022 050 047 030 028 035 026 040 060 040 050 030 055 050 030 005 032 050 035

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

058 056 061 047 035 020 031 061 037 045 035 035 045 09 - 035 037 010 0,8 0,55 0,40
0,05 039 029 023 060 045 044 012 032 045 020 039 020 020 - 012 032 09 035 025 025
053 0,17 0,77 047 0775 0,75 062 056 042 075 065 035 040 08 - 076 063 026 035 065 035
0,79 0,72 047 0,70 046 021 0,71 063 047 040 005 071 030 047 - 061 08 020 053 080 080

032 061 008 035 015 025 031 0110 021 015 0,10 012 0,10 020 0 026 020 0 0,35 0,90 037
042 017 026 030 008 015 044 084 053 005 025 029 005 015 022 042 045 005 028 0,75 044
0,53 0,56 0,37 050 046 060 083 053 042 025 - 055 020 015 050 068 090 1 0,59 0,95 0,26

Tabla 11. Frecuencia de cada una de las bandas de RAPD amplificadas con el cebador OPA-07 en las 21
poblaciones de Bactrocera oleae analizadas. En la primera columna se muestra, entre paréntesis, el
numero de pares de bases de estas bandas. (No se muestra la frecuencia de las bandas en aquellos
casos en los que solo se disponia de datos procedentes de 10 0 menos individuos).
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Ali Cac Ciu Cue Ger Gre Isr Ita Jae Mad Mal MIlg Por Sevl Sev2 Tar Tun USAl USA2 Vall Val2

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0,60 063 060 0110 053 080 050 080 065 085 0,70 079 085 090 0,79 057 - 064 050 095 095
0,30 0,53 0,08 035 029 042 005 058 065 021 030 021 005 015 063 021 - 027 040 015 050
055 0,70 025 055 060 068 050 058 055 058 074 063 070 1 063 038 050 062 05 1 095
085 085 080 060 080 075 0,79 095 1 068 09 089 070 09 095 077 - 09 087 095 090
050 0,15 047 040 040 035 053 037 020 035 020 042 055 040 058 046 030 028 044 065 020
025 025 064 010 031 030 0,16 053 030 037 050 030 040 030 032 067 060 061 031 035 040
0,30 0,15 0,07 030 062 050 053 053 060 032 050 050 075 0,70 042 0,71 036 050 044 0,60 040
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
021 005 033 039 026 030 053 0,10 037 022 035 021 0,05 020 037 047 061 035 042 025 0,25
021 050 082 053 026 060 026 040 033 035 015 047 0,75 035 037 006 033 050 026 040 0,65
032 015 044 018 0,16 020 047 020 039 053 030 026 060 045 032 047 050 0,30 0 045 025
067 021 056 047 030 065 058 055 068 067 030 050 060 075 058 053 042 090 058 090 0,80
063 060 059 082 047 065 063 080 063 071 055 057 040 045 042 071 042 070 089 085 0,65
0,10 0,20 0,6 0,29 0,32 050 032 035 037 033 030 050 025 015 032 035 033 045 021 025 030
069 015 1 085 090 1 1 080 085 085 0,75 054 09 035 063 094 1 075 089 075 025

Tabla 12. Frecuencia de cada una de las bandas de RAPD amplificadas con el cebador OPA-17 en las 21
poblaciones de Bactrocera oleae analizadas. En la primera columna se muestra, entre paréntesis, el
numero de pares de bases de estas bandas. (No se muestra la frecuencia de las bandas en aquellos
casos en los que solo se disponia de datos procedentes de 10 0 menos individuos).
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Ali Cac Ciu Cue Ger Gre Isr Ita Jae Mad Mal Mg Por Sev- Sev- Tar Tun USA- USA- Val- Val-
1 2 1 2 1 2

005 010 0 005 010 O 005 0 005 010 0 010 005 005 0 005 005 O 0 005 0,10
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
021 0,05 0,05 005 0,15 005 031 010 016 0 010 0 0 025 022 030 044 016 0,6 020 0,15
005 0 005 005 030 020 020 0110 0,10 0,05 0,15 005 O 005 005 020 026 015 026 005 0,10
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0,16 0111 040 020 025 025 045 060 0,16 0,15 025 0,15 006 020 032 035 067 030 0,0 020 0,30
0,75 065 0,70 0,75 085 0,75 0,75 0,90 080 060 075 058 068 080 079 075 0,74 080 065 080 0,75
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
028 065 089 035 050 050 065 025 050 085 089 060 055 055 0,70 065 0,72 047 060 047 0,68
0,10 0,15 0,05 0,05 044 030 050 011 030 021 0 0 0 005 020 030 047 045 030 035 0,15
022 006 047 045 021 085 089 095 050 08 09 1 045 020 045 09 1 070 060 047 0116
084 09 084 075 0,74 0,70 0,70 0,79 085 067 1 1 080 09 09 09 084 060 045 090 0,85
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Tabla 13. Frecuencia de cada una de las bandas de RAPD amplificadas con el cebador OPC-05 en las 21
poblaciones de Bactrocera oleae analizadas. En la primera columna se muestra, entre paréntesis, el
ndmero de pares de bases de estas bandas.
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Ali Cac Ciu Cue Ger Gre Isr Ita Jae Mad Mal Mg Por Sev- Sev- Tar Tun USA- USA- Val- Val-
1 2 1 2 1 2
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0,70 0,35 044 055 0,10 044 068 065 0,75 037 015 050 0 020 090 O 022 065 035 0,15
0,50 060 0239 0,70 0,60 068 089 045 050 063 060 050 060 065 030 0,65 09 062 085 0,85
025 060 006 040 021 005 0,11 010 025 033 025 025 025 0,10 020 0,24 0,10 050 0,0 0,35
0,35 020 0,05 020 021 O 0 005 02 01 005 010 0 025 035 0,1 - 033 020 020
0,55 060 089 0,75 0,68 05 033 035 035 089 1 065 0,75 030 080 0084 0,36 0,90 0,70
0,10 020 0,06 0,15 0 0 0 035 010 005 0 0 005 005 010 0,16 0 0 010
0,30 0,10 0,06 015 0 005 032 025 010 O 005 010 0 010 015 0,16 - 020 015
006 020 0 040 031 017 006 020 015 0 015 020 0,15 020 0,90 0,53 - 015 015
08 1 081 09 044 1 035 075 1 079 1 09 0% 1 09 089 - 075 1
0,28 060 053 0,0 0,31 0,11 065 055 028 044 045 0,70 020 040 0,60 0,26 - 040 0,10
0,53 025 0,13 060 025 050 047 025 039 028 020 020 045 030 045 0,26 0,30 0,65
0,50 020 040 035 044 044 050 045 0,39 039 065 0,70 030 0,35 060 0,37 - 0,60 0,80
0,19 025 0,73 045 047 0,17 033 0,35 050 058 020 030 025 0,10 0,10 0,26 0,20 0,10 0,40
029 09 060 045 - 030 016 0,5 0,53 0,37 0550 0,50 0,30 0,55 0,35 0,68 0,50 0,35 0,65
059 015 067 080 - 08 1 080 063 089 1 09 09 035 085 058 0,57 - 09 040
0,53 040 033 0,10 0,13 0,15 0,32 0,35 0,32 0,33 0,25 0,35 0,30 0,35 0,35 0,58 0,30 033 0,35 0,50
006 0 014 010 O 005 037 0 005 047 005 020 0,15 005 O 0,16 0 007 015 O
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0,67 045 050 032 0,70 065 053 0,75 042 0,78 095 1 095 0,70 0,72 0,74 041 046 075 0,15
044 045 058 032 - 055 0,76 050 063 056 060 0,70 055 0,50 0,50 0,89 0,79 031 080 0,80
0,50 0,85 0,50 0,90 08 1 09 068 079 09 1 090 09 083 0,79 029 085 045 040
064 070 084 1 09 08 1 079 089 09 1 090 065 0,71 0,89 0,80 0,38 0,10 0,95

Tabla 14. Frecuencia de cada una de las bandas de RAPD amplificadas con el cebador OPC-06 en las 21
poblaciones de Bactrocera oleae analizadas. En la primera columna se muestra, entre paréntesis, el
numero de pares de bases de estas bandas. (No se muestra la frecuencia de las bandas en aquellos
casos en los que solo se disponia de datos procedentes de 10 0 menos individuos).
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Ali Cac Ciu Cue Ger Gre Isr Ita Jae Mad Mal Mg Por Sev- Sev- Tar Tun USA- USA- Val-
1 2 1 2 1

09 0% o072 1 070 050 085 0,77 065 080 0,75 080 085 084 095 085 095 090 080 0,85
0,05 005 017 0,10 0,05 0,15 0,10 0,31 030 0,05 005 0,10 0,15 0,16 0,45 0,10 0,45 025 0,30 0,10
1 1 1 1 09 1 1 095 1 1 1 1 1 109 09 089 09 1 1
09 1 1 1 08 1 09 1 095 1 1 080 1 1 09 08 05 1 095 1
0,30 0,50 0,68 080 065 080 095 0,71 065 060 045 080 0,75 084 040 085 089 1 1 065
0,10 015 021 040 018 0 010 027 0,10 0,10 005 0O 005 016 0,5 0,10 021 035 040 0,15
085 0,70 0,75 0,75 080 085 0,75 032 065 085 050 0,75 085 058 065 065 055 0,75 080 0,65
090 045 0,70 0,95 095 065 080 09 08 08 1 08 070 09 09 1 080 080 080 085
025 025 0,115 025 026 050 035 0115 040 030 030 030 050 016 0,15 025 035 035 025 0,25
055 065 09 085 080 0,70 065 065 09 085 09 0,75 090 084 080 060 085 035 045 0,55
015 0 0 0 0 0 0 0 010 0 0 0 0 0 0 0 0 030 025 005
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
09 1 0% 1 1 1 1 1 0% 1 09% 1 09% 1 1 1 1 1 1 1
09 085 09 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 09 1 1 1 1 1 1
09 045 0,75 0,70 0,85 0,75 0,65 0,85 0,90 0,70 0,65 0,75 0,80 0,90 0,80 090 0,90 080 0,70 0,75

Tabla 15. Frecuencia de cada una de las bandas de RAPD amplificadas con el cebador OPC-11 en las 21
poblaciones de Bactrocera oleae analizadas. En la primera columna se muestra, entre paréntesis, el
ndmero de pares de bases de estas bandas.
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Ali

Cac

Ciu

Cue

Ger

Gre

Isr

Ita

Jae

Mad

Mal

Mlg

Por

Sev-

Sev-
2

Tar

Tun

USA-

1

USA
2

- Val-
1

Val-

12(498)

0,60
1

0,20
0,15
0
1
0,05
0
0,90
1
0,05
0,40

0,75
1
0,15
0,40
0,30
1

0,20
0,10
1
1
0,55
0,65

0,65
1

0,15

0,15

0,05
1

0,15
0,05
0,83
1
0,17
0,33

0,45
1
0,05
0,40
0,15
1
0,55
0,20
1
1
0,60
0,50

0,40
1
0,05
0,25
0,20
1
0,35
0,30
1

1
0,55
0,30

0,50
1
0,25
0,20
0
1
0,25
0,05
0,90
1
0,25
0,55

0,60
1

0,10
0,10
0,10
1
0,05
0,05
0,90
0,95
0,05
0,10

0,45
1
0
0,10
0,05
1
0
0,05
1

1
0,20
0,65

0,45
1
0,25
0,30
0,20
1
0,40
0
1
0,95
0,20
0,50

0,70
1
0,30
0,15
0,35
1

0,40
0,05
1

0,95
0,05

0,60
1

0,40
0,15
0,15
1
0,20
0
0,95
1
0

0,70
1
0,25
0,30
0,10
1
0,55
0,05
1

1
0,20

0,58 0,35 0,75

0,50

0,25
0,10
1
0,60
0
1
1
0,63

0,90
1

0,25
0,45
0,10
1
0,25
0
1
1
0,30

0,70
1
0

0,10

0,10
1

_ a o000

0

0,25
1
0,15
0,15
0,30
1

0,25
0,25
0,95
1
0,45

0,68 045 0,230 0,55

0,32
1

0,22
0,16
0,21
1
0,26
0,05
0,94
0,95
0,17
0,56

0,45
1
0,10
0,20
0
1
0,30
0
0,90
1
0,05
0,50

0,45
1
0,10
0,05
0,10
1
0,20
0,20
0,94
1
0,44
0,61

0,53
1
0
0,20
0,15
1
0,45
0,05
1

1
0,50
0,45

0,55
0,25
0,50
0,21

0,10

0,10
0,50

Tabla 16. Frecuencia de cada una de las bandas de RAPD amplificadas con el cebador OPC-18 en las 21
poblaciones de Bactrocera oleae analizadas. En la primera columna se muestra, entre paréntesis, el
ndmero de pares de bases de estas bandas.
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Ali Cac Ciu Cue Ger Gre Isr Ita Jae Mad Mal Mlg Por Sevl Sev2 Tar Tun USAl USA2 Vall Val2

Media Total
OPAO2 13 12 15 13 13 1 15 12 15 14 13 11 13 15 14 13 14 14 14 11 15 133 15
OPAO7 18 18 16 18 19 18 17 18 17 18 - 18 16 18 - 17 19 15 18 17 16 174 19
OPA17 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 - 16 15 16 16 159 16
OPCO5 14 13 13 14 14 13 14 13 14 13 12 12 1 14 13 14 14 13 13 14 14 133 14
OPCO6 23 22 22 23 - 20 20 22 23 20 22 22 20 22 2 22 - - - 2 2 219 23
opCc1t 16 15 15 15 15 14 15 15 16 15 15 14 15 15 15 15 15 16 6 16 15 151 16
OPC18 10 12 12 12 12 1 12 10 1 12 10 12 10 11 8 122 12 10 2 11 11 11 12
Media 157 156 156 159 149 153 151 16,0 156 149 146 159 156 - 153 156 154 164
Total 110 109 109 111 104 107 106 112 109 104 102 111 109 - 107 109 108 115

Tabla 17. En la parte superior se muestra el nimero de bandas por cebador en cada poblacion, el nimero
medio de bandas por poblacién para cada cebador y el nimero total de bandas obtenidas con cada uno
de los cebadores. En la parte inferior se muestran el nimero medio de bandas por cebador y el numero
total de bandas obtenidas con todos los cebadores en cada poblacion y en el conjunto de poblaciones.

(No se facilita el nimero de bandas de distinto peso molecular para aquellos cebadores y poblaciones en
los que se carece de informacién para una 0 mas bandas; en las poblaciones en las que falta informacion
para alguno de los cebadores no se hace la media de bandas de distinto peso molecular por poblacion ni
se facilita el total de bandas).
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Ali

Cac

Ciu

Cue

Ger

Gre

Isr

Ita

Jae

Mad

Mal

Mlg

Por

Sevl

Sev2

Tar

Tun USALl USA2 Vall

Val2

OPAQ2

OPAOQ7

OPA17

OPCO05

OPCO06

OPC11

OPC18

0,40
0,63
0,87
0,50
0,91
0,63

0,42

0,47
0,79
0,81
0,43
0,83
0,56

0,67

0,47
0,68
0,81
043
0,87
0,63

0,58

0,33
0,74
0,87
0,36
0,87
0,44

0,58

0,60
0,79
0,87
0,64
0,72
0,56

0,58

0,47
0,74
0,81
0,50
0,61
0,50

0,58

0,73
0,74
0,75
0,57
0,74
0,56

0,50

0,53
0,84
0,81
0,50
0,74
0,56

0,33

0,73
0,74
0,81
0,57
0,83
0,63

0,58

0,53
0,68
0,87
0,50
0,78
0,50

0,50

0,40
0,56
0,87
0,36
0,57
0,31

0,50

0,33
0,68
0,87
0,29
0,70
0,56

0,58

0,47
0,63
0,75
0,36
0,66
0,50

0,50

0,73
0,74
0,81
0,36
0,78
0,50

0,58

0,60
0,67
0,81
0,50
0,83
0,44

0,33

0,60
0,74
0,87
0,50
0,87
0,56

0,67

0,80
0,84
0,77

0,50

0,63

0,67

0,67
0,47
0,87
0,57
0,71
0,56

0,50

0,67
0,68
0,81
0,57
0,79
0,56

0,67

0,53
0,63
0,69
0,50
0,83
0,56

0,50

0,67
0,68
0,75
0,64
0,78
0,50

0,58

0,56
0,70
0,82
0,48
0,77
0,54

0,54

0,63

0,65

0,64 060 0,68

0,60

0,66

0,62

0,70

0,62

0,51 057 0,55

0,64

0,60

0,69

0,70

0,62

0,68

0,61

0,66

0,63

Tabla 18. Polimorfismo estimado, con el criterio del 95%, para cada uno de los cebadores utilizados y para
el conjunto de cebadores, de cada una de las poblaciones analizadas y del conjunto de poblaciones.
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Frec. x2 Ali Cac Ciu Cue Ger Gre Isr Ita Jae Mad Mal MIg Por Sevl Sev2 Tar Tun USAl USA2 Vall Val2
pb | global
7221 89,5 61,5%| - - - - - - - - - - - - - - - - 44 _ 3.7
703 | 16,2 38,3* | - - - - - - - - - - - - - - - ) - . N
682 | 22,7 44 6%
655 9,3 301 | - - - - - - - - - - .
5911 6,0 217 | - - - - - - - - - - - - - 37
552189 437% | - - - - - - - - - 34 - - 34 - - 3 B,
535|722 158,6% | - - - - - - - - - - - - - - - - 120
512|759 69,2 | - -44 - - - - - - - - - - - 3 3
500 | 22,4 53,0* | - 41
422 | 42,5 354 | - - - - - - - - - - - - - - - . . ; .
302(82 | 468 | - - - - - - - - - - - - . . . . . . 53
383|755 73,2 | - 32 - - - - - - - - - - . . . 3 N N
340406 | 593*| - - - - - 32 - - . . . . . . . . . 4p

Tabla 19. Frecuencia global (frecuencia de la banda en el conjunto de 21 poblaciones) y valor de y?2 para
cada una de las bandas no constantes obtenidas con el cebador OPA-02 y valores significativos de las
diferencias estandarizadas para cada una de las poblaciones. En la primera columna se muestra el
numero de pares de bases (pb) de cada una de las bandas.

* valores de 2 significativos, con un nivel de significacion de 0,01

128



Frec. G Ali Cac Ciu Cue Ger Gre Isr Ita Jae Mad Mal Mlg Por Sevl Sev2 Tar Tun USAl USA2 Vall Val2
pb | global
857 (1,7 38,2¢| - - - - - - - - - - - - - 47
7950259 [384*| - - - - - - - - - - - 30 -
750 | 26,1 65,8* |30 - - - - - - - - - - 46 30
710|18,7 |56,6*| - - - - - - - - . - - - - 49
694 | 11,7 299 | - - - - - - - - . - - - - - - .. . _
646 | 494 |953*| - - - - - 30 3—3 - - - - - 33 - - .. . 3,9
622 | 15,3 735%| - - - - - - - - - - - - R R - - 70
607 | 91,1 61,9%| - - - - - - - - - - - - . . . . 58
563 |94 61,2%| - - - - - - - - - - - - - - - .. .
5171392 302 | - - - - - - - - - - - - - - B - - 32
479 | 424 | 47,7%| - - - - - - - - - - - - - - - - - 30
4211325 |61,3%| - - - - - - - - - - - - - . . .. 56
406 | 55,5 |54,7%| - -34 - - - - - - - - - - . ; .. .
365 |54,8 |78,3*| - - - - - 30 - - - - - - - . - . .32
46
340|254 |836*| - 36 - - - - - .- - - - - - . .. . _ 6,8
307 (31,8 |[82,7%| - - - - - - - 50 - - - - - - - .. . _ 43
294 | 544 883+ - - - - - - - - - - - - - 36 - - 33 42 - 37
3,2

Tabla 20. Frecuencia global (frecuencia de la banda en el conjunto de 21 poblaciones) y valor de y?2 para
cada una de las bandas no constantes obtenidas con el cebador OPA-07 y valores significativos de las
diferencias estandarizadas para cada una de las poblaciones. En la primera columna se muestra el
numero de pares de bases (pb) de cada una de las bandas.

* valores de 2 significativos, con un nivel de significacién de 0,01
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Frec, %2 Ali Cac Ciu Cue Ger Gre Isr Ita Jae Mad Mal Mlg Por Sevl Sev2 Tar Tun USAl USA2 Vall Val2

pb | global
896 | 71,0 470% | - - - - - - - - - oo - - - 3.1
800 | 32,7 5g2x| - - - - - - - - 32
755 | 64,6 B1A*| - - - - - - - . - - - - . 34 - - - - - 34
711 | 84,1 25| - - - =30
682 | 38,9 29,7
663 | 36,9 36,5
627 | 47,0 | 45,0* -

3.2
5271 29,2 36,2 -
511 | 411 55,8*% | - - 35 - - - - . . .32 }

3,0

4910325 | 394 | - - - - - - - - - - - . - - - - 23,1
440 (58,7 | 52,0% | - -34
4051629 32,5
3591 29,8 19,0
347|753 |1246%| - 64 - - - - - - - - - - - 43 - - - - - - 53

Tabla 21. Frecuencia global (frecuencia de la banda en el conjunto de 21 poblaciones) y valor de 2 para
cada una de las bandas no constantes obtenidas con el cebador OPA-17 y valores significativos de las
diferencias estandarizadas para cada una de las poblaciones. En la primera columna se muestra el
numero de pares de bases (pb) de cada una de las bandas.

* valores de 2 significativos, con un nivel de significacion de 0,01
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Frec. x? |Ali Cac Ciu Cue Ger Gre lIsr Ita Jae Mad Mal Mlg Por Sevl Sev2 Tar Tun USAl USA2 Vall Val2
pb | global

837 14,6 13,5 - - - - - - - - - - - - - - - - -
716 | 14,7 39,4* | - - - - - - - - - - - - R R R - 36

623|116 | 312 | - - - - - .. oL
573267 | 485 | - - - - - - - . . . . . o . 39

544 | 74,3 12,6
400 [ 58,5 | 49,2*

31
337|213 | 65.2* T
3,2
316|595 |156,8*|33 48 - - 35 - - 33 - - 33 38 - 37 - 33 37 - - - 40
283|811 | 480¢ | - - - - - - o o ... a2

Tabla 22. Frecuencia global (frecuencia de la banda en el conjunto de 21 poblaciones) y valor de 2 para
cada una de las bandas no constantes obtenidas con el cebador OPC-05 y valores significativos de las
diferencias estandarizadas para cada una de las poblaciones. En la primera columna se muestra el
numero de pares de bases (pb) de cada una de las bandas.

* valores de 2 significativos, con un nivel de significacién de 0,01
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Frec. x2 |Ali Cac Ciu Cue Ger Gre Isr Ita Jae Mad Mal MIlg Por Sevl Sev2 Tar Tun USAl USA2 Vall Val2
pb | global
985 (41,0 |1054*| - - - - - - - =32 - - - 38 N
966 | 62,6 | 446% | - - e Y
915|233 | 42,5¢
870 | 16,7 53,3 | - - - - - - - - - - - - - - - 32 32
835(656 | 753* | - - Y 30 - - - - 34
799 | 8,1 383 | - - .- ... 45
780 (12,7 | 273
7051178 375% | - - - - - - - - - - - - - - - 41
690 (86,0 | 87,9*| - - - - 50 -

6,2

675(39,5 | 50,0 -
632 36,0 | 337
605|481 | 363
555130,7 | 450* | - - 37
511 458 | 52,2*
490|723 |1043*| - 59 - - - - - - - - - - - 38 - - - - ; - 33
453 | 33,1 232
420106 | 694*| - - - - - - 38 - - 53
358633 | 774*| - - S - 30 35 30 - - - - - - - 46
3421593 | 368
317|749 97,0% | - - - 1 - - - - - - e | . 32 37
205|785 | 1129%| - - - - - e e - - - - - - - - 36 17

Tabla 23. Frecuencia global (frecuencia de la banda en el conjunto de 21 poblaciones) y valor de 2 para
cada una de las bandas no constantes obtenidas con el cebador OPC-06 y valores significativos de las
diferencias estandarizadas para cada una de las poblaciones. En la primera columna se muestra el
numero de pares de bases (pb) de cada una de las bandas.

* valores de 2 significativos, con un nivel de significacion de 0,01
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Frec. | 2 [Ali Cac Ciu Cue Ger Gre lIsr Ita Jae Mad Mal MIg Por Sevl Sev2 Tar Tun USA1 USA2 Vall Val2
pb | global

858 |82,7 |395%| - - - - - 40
838|134 239 | - - - - - -
803 | 98,1 243 | - - - - - - - - - - - - - - . . .
767193,7 |90,1*%| - - - - - - - - - - - - - - . .78
707|712 69,842 - - - - - - - - - - - - - 32 - . 3 .
669 | 15,6 39,7%| - - - 3.1 - - - - - - - R - - . N N R 31
646 |70,3 |33,7*| - - - - - - - - - - - - - - . ; . . .
38
634 (826 |483*| - -45 -
609 28,7 193 | - - - - - - - - - - - - - 3 . _ _ _
546 | 72,8 |551%| - - - - - - - - - - - - - - - . . 3,9 .
517 | 4.1 78,6% | - - - - - - - - - - - - - 3 . . _ 6.0 49 )
405|976 |414%| - - - - - - - - - - - - - - - - - . . 53
310|979 |408*| - -41 )
270|769 [284 | - -35

Tabla 24. Frecuencia global (frecuencia de la banda en el conjunto de 21 poblaciones) y valor de 2 para
cada una de las bandas no constantes obtenidas con el cebador OPC-11 y valores significativos de las
diferencias estandarizadas para cada una de las poblaciones. En la primera columna se muestra el
numero de pares de bases (pb) de cada una de las bandas.

* valores de 2 significativos, con un nivel de significacion de 0,01
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Frec. y2 |Ali Cac Ciu Cue Ger Gre Isr Ita Jae Mad Mal Mlg Por Sevl Sev2 Tar Tun USAL USA2 Vall Val2
pb | global
858 |54,8 |37,8%| - - - - - - - - - - - _ - 32
803 | 15,3 |40,0%| - - - - - - - - - - 31 - - - - - - - - - -
7671224 1358 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 30
7071139 (329 | - - - - - R - - - - - - - - . . B,
646 |26,5 |658%| - - - 30 - - - - - - - 30 35 -
634 16,9 504%| - - - - 42 - - - - - - - - 33
609|964 |27,7 | - - - - - -

30
546 (99,0 |174 | - - - - - - - - - - - -
517|262 |932*| - 30 - 35 30 - - - - - - - 37
498 (48,8 371 | - - - - - - - .. - . N _
3,6

Tabla 25. Frecuencia global (frecuencia de la banda en el conjunto de 21 poblaciones) y valor de 2 para
cada una de las bandas no constantes obtenidas con el cebador OPC-18 y valores significativos de las
diferencias estandarizadas para cada una de las poblaciones. En la primera columna se muestra el
numero de pares de bases (pb) de cada una de las bandas.

* valores de 2 significativos, con un nivel de significacién de 0,01
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Ali Cac Ciu Cue Ger Gre Isr Ita Jae Mad Mal Mlg Por Sev Sev Tar Tun USA USA Val Val G
1 2 1 2 1 2
OPAO2
) o 4 0o 0 0o 1 000 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 00
oo 0 0 0 00 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0
o 3 0 0 0 1 00 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 10
Total
OPAO7
B 4 4 0 0 0 o0 1 0 0 0 2 1 1 0 2 30
0 1 0 0 0 2 1 0 0 1 0 1 1 0 1 3 1 0 0
1 0o 0 0 2 11 0 0 1 2 2 1 0 5 1 3 0 15
Total
OPA17
@ 9 o 1 0 0 000 1 0 0 0 1 1 0 0 0 10
0 2 1 1 0 0 00 0 0 0 0 10 1 1 0 1 1
o 2 2 1 0 0 00 1 0 0 0 1 2 0 1 1 0 1 1 1 8
Total
OPCO5
SR 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 3 0 0 0
* 41 0 0 1 0 110 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1
1 1 0 0 1 0 1 o 0 1 1 0 1 0 1 3 0 1 0 1 6
Total
OPC06
@) 1 0 0 0 11 1 1 1 1 1 0 11 2 0 0
0 1 0 0 2 0 1 1 f 0 0 1 2 1 f 11 2 3
0 1 1 0 2 0 2 1 1 1 2 1 2 1 3 1 2 3 16
Total
oPC11
W 0 0o 0o 1 o0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 0
* 43 0 0 0 1 010 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 f
1 3 0 1 0 1 01 0 0 0 0 0 0 1 0 1 2 2 0 1 10
Total
OPC18
@ %9 4 0o 2 2 0000 0 1 1 2 1 0 1 0 0 0 0 f
oo 1 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
o 1 1 2 2 0 10 0 0 1 1 2 1 0 1 0 0 0 0 1 5
Total
3 13 4 4 5 4 5 6 3 2 4 5 9 9 3 5 1 1 8 6 7
Todos

Tabla 26. Numero de bandas por poblacion y cebador cuya frecuencia es significativamente menor (-) o
mayor (+) que la frecuencia media de la banda en el conjunto de poblaciones. Debajo del nombre de cada
cebador se indica, entre paréntesis, el nimero total de bandas amplificadas por el mismo. En la ultima fila
se muestra la suma de estas bandas para todos los cebadores. La Ultima columna sefiala el nimero de
bandas cuya frecuencia presenta diferencias significativas entre diferentes poblaciones segun un analisis
de 2.

135



Ho

Ali

Cac

Ciu

Cue

Ger

Gre

Isr

Ita

Jae

Mad

Mal

Mlg

Por

Sevl

Sev?2

Tar  Tun

USAl USA2 Vall

Val2

OPC05
OPCO06
OPC11
OPC18
OPA02
OPAQ7
OPA17

Media

3,18
9,10
3,35
2,41
3,34
5,84
6,17

4,77

2,42
8,16
3,77
3,44
3,71
6,55
5,70

4,82

2,41
7,54
3,36
3,25
3,52
5,51
5,31

4,41

3,00
8,01
2,56
3,55
3,16
6,83
6,09

4,74

3,78

3,05
3,76
4,08
7,10
6,31

4,68

3,07
5,58
2,94
3,29
3,15
6,37
5,76

4,31

3,45
7,06
2,98
2,63
4,50
5,77
5,78

4,60

2,36
741
3,42
2,15
3,52
6,43
5,04

4,33

3,39
8,73
3,54
3,57
5,02
6,90
5,83

5,28

2,66
7,37
2,73
3,31
4,29
6,56
6,05

4,71

1,77
6,05
2,83
2,86
3,14
4,99
6,09

3,96

1,86
6,80
2,76
3,18
2,36
6,15
6,29

4,20

2,09
6,36
2,70
2,57
3,01
5,66
5,03

3,92

2,88
8,30
2,77
3,03
4,94
5,79
5,38

4,73

2,97
7,46
2,96
1,55
3,99

6,20

4,20

3,17 3,01
759 -
2,87 3,35
3,90 3,68
3,74 526
6,26 7,04
573 -

4,75 447

3,44

3,64
2,69
3,61
4,02
6,17

2,93

3,59

3,77
3,67
4,78
6,74
5,53

4,68

3,31
7,63
3,45
3,11
3,59
5,05
4,62

4,39

3,32
3,08
7,34
3,1
4,97
6,10
5,39

4,76

Tabla 27. Estimas de las medidas de diversidad genética de Shannon (H,) para las 21 poblaciones de
Bactrocera oleae y los 7 cebadores utilizados.

Cebador Hpop Hsp Hpoo/Hsp (Hsp-Hpop)/Hsp
OPC05 2,91 3,45 0,84 0,16
OPC06 744 8,82 0,84 0,16
OPC11 3,14 3,46 0,91 0,09
OPC18 3,08 3,62 0,85 0,15
OPAQ2 3,89 4,63 0,84 0,16
OPAQ7 6,08 7,33 0,83 0,17
OPA17 572 6,37 0,90 0,10
Media 4,61 5,38 0,86 0,14

Tabla 28. Estimas de la diversidad dentro de poblaciones (Hpop), la diversidad total (Hsp) y la
proporcién de diversidad dentro de poblaciones (Hoop/Hsp) ¥ €ntre poblaciones (Hsp-Hpop/Hsp)
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Ali 0,63

Cac 0,58 0,61

Ciu 061 057 067

Cue 061 060 062 0,65

Ger 059 05 061 061 061

Gre 060 057 063 063 061 0,65

Isr 061 05 063 062 060 065 0,67

Ita 062 057 063 063 05 064 064 0,67

Jae 060 058 061 062 05 062 062 063 062

Mad 061 058 065 063 061 064 064 063 062 0,66

Mal 063 060 065 064 062 066 064 065 063 067 0,70

Mig 063 061 064 065 061 065 065 066 063 067 069 0,70

Por 062 05 064 065 062 065 062 063 062 066 067 068 0,67

Sevl 061 060 061 062 060 061 060 062 061 062 064 064 064 0,66

Sev2 064 060 065 064 061 064 064 065 063 065 067 067 065 063 067

Tar 061 058 063 063 062 064 064 064 062 064 066 066 065 062 064 0,66

Tun 059 054 061 060 060 060 063 062 05 060 061 062 05 058 062 064 0,65

USAL1 |061 057 063 062 062 065 065 063 062 063 063 064 063 061 063 064 061 068

USA2 059 05 061 061 060 062 063 061 060 061 060 061 05 05 061 062 05 063 0,62

Vall 062 05 062 063 061 063 063 063 061 062 063 064 063 063 064 064 060 063 0,61 0,68

Val2 060 060 061 062 058 060 060 060 061 061 062 063 062 062 062 061 058 0,62 0,58 0,62 0,64
Al Cac Ciu Cue Ger Gre lsr Ita Jae  Mad Mal Mlg Por  Sev-l Sev-2 Tar Tun USA-1 USA-2 Val-l Val2

Tabla 29. indices de similitud interpoblacionales (por debajo de la diagonal) e intrapoblacionales (en la diagonal) calculados por el método de Nei y Li.



Cac | 0,048+0,022

Ciu  ]0,038+0,020 0,065+0.026

Cue ] 0,048+0,022 0,047+0.022 0,052+0.023

Ger ]0,032+0,018 0,050+0.023 0,043+0.021 0,044+0.021

Gre ] 0,050+0,023 0,066+0.026 0,035+0.019 0,035+0.019 0,038+0.020

Isr 0,055+0,024 0,090+0.030 0,043+£0.021 0,045+0.021 0,046+0.022 0,026:+0.016

Ita 0,045£0.021 0,065+0.026 0,051+0.023 0,038+0.020 0,045+0.022 0,035£0.019 0,042+0.020

Jae ] 0,041+0.021 0,043+£0.021 0,046+0.022 0,035+0.019 0,036+0.019 0,037+0.019 0,047£0.022 0,037+0.020

Mad | 0,042+0.021 0,058+0.025 0,031+0.018 0,031+0.018 0,040+0.020 0,024+0.016 0,036+0.019 0,041+0.021 0,039+0.020

Mal | 0,064+0.026 0,075+0.028 0,054+0.024 0,053+0.024 0,068+0.027 0,051+0.023 0,065+0.026 0,055+0.024 0,052+0.023 0,032+.0.018

Mig ] 0,060+0.025 0,072+0.028 0,070+0.027 0,054+0.024 0,067+0.027 0,053+0.024 0,055+0.024 0,037+0.020 0,057+0.024 0,039+0.020  0,037+0.020

Por ] 0,043£0.021 0,062+0.026 0,043+0.021 0,039+0.020 0,046+0.022 0,041+0.021 0,058+0.024 0,047+0.022 0,047+£0.022 0,030+0.018 0,044+0.021 0,037+0.020

Sevl | 0,051£0.023 0,040+0.020 0,073+0.028 0,053+0.024 0,053+0.024 0,058+0.025 0,082+0.030 0,057+0.025 0,043+0.021 0,051+0.023 0,064+0.026 0,068+0.027 0,057+0.024

Sev2 | 0,027+0.017 0,045+0.022 0,043+0.021 0,039+0.020 0,031+0.018 0,046+0.022 0,044+0.021 0,031+0.018 0,026+0.016 0,038+0.020 0,043+£0.021 0,045+0.022 0,043+0.021 0,046+0.022

Tar ] 0,046+0.022 0,070+0.027 0,049+0.023 0,041+0.021 0,030+0.018 0,038+0.020 0,042+0.021 0,036+0.019 0,043+0.021 0,034+0.019 0,045£0.022 0,045+0.022 0,050+0.023 0,057+0.024 0,041+0.021

Tun ]0,129+0.038 0,157+0.042 0,114+0.035 0,136+0.039 0,106+0.034 0,121+0.036 0,096+0.032 0,114+0.035 0,116+0.036 0,116+0.035 0,144+£0.040 0,127+0.037 0,148+0.040 0,162+0.042 0,105£0.034 0,085+0.030

USAL | 0,063+0.026 0,083+0.030 0,068+0.027 0,063+0.026 0,049+0.023 0,039+0.020 0,049+0.023 0,058+0.025 0,062+0.025 0,061+0.025 0,101+0.033 0,088+0.031 0,075+0.028 0,078+0.029 0,066+0.026 0,055+0.024 0,128:+0.037

USA2 | 0,046+0.022 0,062+0.026 0,050+0.023 0,047+0.022 0,036+0.019 0,034+0.019 0,040+£0.020 0,053+0.024 0,047+0.022 0,042+0.021 0,087+0.030 0,083+0.030 0,073+0.028 0,070+0.027 0,058+0.025 0,044+0.021 0,104+0.034 0,038+0.020

Vall |0,054+0.024 0,061£0.025 0,074+0.028 0,059+0.025 0,043+0.021 0,052+0.023 0,059+0.025 0,060+0.025 0,052+0.023 0,056+0.024 0,070+0.027 0,079+0.029 0,063+0.026 0,053+0.023 0,042+0.021 0,053+0.024 0,129+0.038 0,064+0.026 0,063+0.026
Val2 ] 0,046:+0.022 0,034+0.019 0,063+0.026 0,042:+0.021 0,053+0.024 0,060+0.025 0,082:+0.030 0,058+0.025 0,039+0.020 0,052+0.023 0,070+0.027 0,078+0.029 0,057+0.024 0,042+0.021 0,045+0.022 0,060+0.025 0,134:0.038 0,066:+0.026 0,065:+0.026 0,049:+0.023

Ali Cac Ciu Cue Ger Gre Isr Ita Jae Mad Mal Mlg Por Sevl Sev2 Tar Tun USA1 USA2 Vall

Tabla 30. Distancias genéticas de Nei entre las 21 poblaciones analizadas.



Fuente de variacion Grados de Componente de P % de
libertad la varianza variacion
Todas las poblaciones
-1 grupo
Entre poblaciones 19 0,587 < 0,001 8,45
Entre individuos de la misma 380 6,354 < 0,001 91,55
poblacion
-2 grupos: América (USA) /
resto
Entre grupos 1 0,264 < 0,001 3,69
Entre pobls. dentro de grupos 18 0,537 < 0,001 7,50
Entre individuos de la misma 380 6,354 < 0,001 88,81
poblacion
-2 grupos: Africa (Tun) / resto
Entre grupos 1 0,587 < 0,001 7,86
Entre pobls. dentro de grupos 18 0,528 < 0,001 7,07
Entre individuos de la misma 380 6,354 < 0,001 85,07
poblacion
-2 grupos: Norte del Mediterraneo
(Esparia, Por, Gre, Ita) / resto
Entre grupos 1 0,288 < 0,001 4,03
Entre pobls. dentro de grupos 18 0,490 < 0,001 6,87
Entre individuos de la misma 380 6,354 < 0,001 89,1
poblacién
-2 grupos: Esparia y Portugal /
resto
Entre grupos 1 0,249 < 0,001 3,52
Entre pobls. dentro de grupos 18 0,476 < 0,001 6,73
Entre individuos de la misma 380 6,354 < 0,001 89,7
poblacion
-3 grupos: América (USA) /
Africa (Tun) / resto
Entre grupos 2 0,424 < 0,001 5,85
Entre pobls. dentro de grupos 17 0,469 < 0,001 6,47
Entre individuos de la misma 380 6,354 < 0,001 87,69
poblacion
-4 grupos: Europa, Asia (Isr),
Africa (Tun), América (USA)
Entre grupos 3 0,364 < 0,001 5,08
Entre pobls. dentro de grupos 16 0,454 < 0,001 6,34
Entre individuos de la misma 380 6,354 < 0,001 88,59
poblacion
Poblaciones espafiolas y de
Portugal
-1 grupo
Entre poblaciones 13 0,685 < 0,001 7,72
Entre individuos de la misma 266 8,189 < 0,001 92,28

poblacion

Tabla 31. Resultados del anélisis molecular de la varianza (AMOVA).
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Todas las poblaciones Area mediterranea

Nm Nm
Fst (Wright) 0,081+0,023 2,8 0,053+0,020 4,5
& (Weir y Cockerham) 0,124+0,033 1,8 0,097+0,030 2,3
Fst (Lynch y Milligan) 0,250+0,054 0,7 0,086+0,026 27

Tabla 32. Valores del estadistico Fst y estimas de Nm en las poblaciones de Bactrocera oleae.

140



Figura 1. Hembra de la especie Anastrepha ludens.
Fotografia procedente de la pagina web de la Universidad de Florida
(http://creatures.ifas.ufl.edu)

Figura 2. Hembra de la especie Anastrepha suspensa.
Fotografia procedente de la pagina web de la Universidad de Florida
(http://creatures.ifas.ufl.edu)
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FFi-g'ur 3. Hembra de la especie Bactrocera cucurbitae.
Fotografia procedente de la pagina web de la Universidad de Florida
(http://creatures.ifas.ufl.edu)

Figura 4. Hembra (a la izquierda) y macho (a la derecha) de la especie Bactrocera dorsalis.
Fotografia procedente de la pagina web de la Universidad de Florida
(http://creatures.ifas.ufl.edu)

143



Figura 5. Hembra de la especie Bactrocera latifrons.
Fotografia procedente de la pagina web de la Universidad de Florida
(http://creatures.ifas.ufl.edu)

Figura 6. Machos de las especies Bactrocera tryoni
(izquierda) y Bactrocera neohumeralis (derecha).
Fotografia procedente de la pagina web de la Universidad de Sydney
(http://www.bio.usyd.edu.au/fruitfly)
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Figura 7. Hembras de las especies Bactrocera zonata (izquierda) y Dacus ciliatus (derecha).
Fotografia procedente de la pagina web del Museo de Historia Natural de Londres
(http://www.iaea.or.at)

Figura 8. Hembra de la especie Ceratitis capitata.
Fotografia procedente de la pagina web de la Universidad de Florida
(http://creatures.ifas.ufl.edu)
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Figura 9. Hembra de la especie Neoceratitis cyanescens.
Fotografia procedente de la pagina web del Cirad francés

(http://www.cirad.fr)

Figura 10. Hembra de la especie Rhagoletis cerasi.
Fotografia procedente de la pagina web del HYPPZ francés
( http://www.inra.fr/Internet/Produits/HYPPZ)
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Figura 11. Hembra de la especie Bactrocera oleae.
Fotografia procedente de la pagina web de la Universidad de Florida
(http://creatures.ifas.ufl.edu)

Figura12. Macho de la epece Bactrocera oleae.
Fotografia procedente de la pagina web de la Universidad de Florida
(http://creatures.ifas.ufl.edu)
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Figura 13. Aceituna con el orificio producido por la salida de una larva de la especie
Bactrocera oleae.

Figura 14. Vista del interior de una aceituna infestada.
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Figura 15. Situacion de las 21 poblaciones de Bactrocera oleae estudiadas.

Los numeros corresponden a las siguientes poblaciones:

1-USA1
2-USA2
3-Tun
4-lsr
5-Gre
6-Ita
7-Ali

8-Cac
9-Ciu
10-Cue
11-Ger
12-Jae
13-Mad
14-Mal

15-Mig
16-Por
17-Sev1
18-Sev2
19-Tar
20-Val1
21-Val2
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Figura 16. Productos de amplificacion de la secuencia de mtDNA de cada una de las especies estudiadas.
Carriles 1y 25: Marcador escalera de peso molecular de 100 pb; las flechas indican la banda de 500pb.
Carriles 2 a 24: Anastrepha ludens, Anastrepha obliqua, Anastrepha serpentina, Anastrepha striata,
Anastrepha suspensa, Bactrocera cacuminata, Bactrocera cucurbitae, Bactrocera dorsalis, Bactrocera
ludens, Bactrocera neohumeralis, Bactrocera oleae, Bactrocera tryoni, Bactrocera zonata, Ceratitis
capitata, Caeratitis cosyra, Ceratitis rosa (Cr y Cf), Dacus ciliatus, Dacus demmerezi, Neoceratitis
cyanescens, Rhagoletis cerasi, Rhagoletis pomonella y Toxotrypana curvicauda.
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Figura 17. Ejemplo de reproducibilidad. Patron de RAPD de la poblacién de Malaga empleando el
cebador OPC18. Imagenes resultantes de dos reacciones de amplificacién diferentes visualizadas en dos
geles de agarosa distintos.
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Posicidn 1 50
Al -AGAAGATCC TTATGTACTA GTTGGACAAA TTTTAACAGT AGTTTACTTC

AO -...... o e e aeeaan G-. A_.......
As -...... G e e N
Asp —...... C.o. ..., L T
Ast -..._.. C.. oot il e Coo ooiooo.. T
Bca —-...... Aol ool T.. AL C..... T.. Al ......
B -—-......... G..C..C B TA. TAC......
Bdh - ... ... ...... T.. AL C..... T.C .A........
Bdm -...... Al ool T.. AL ... C.o.... T.. Alo......
BI —-...... L AL C..... TA. TAL...T...
Bnh —____.. Aol ool T SALLTooo. Cooll. T.. .AC......
Bnm —_ .. ... AL oo T ALToo.. Cooll. T.. . AC......
Bo -...... AL C..T AL .CC....TA. CA....T..T
Btl —...... Al oL T SALLToLo. Cooll. T.. .AC......
Bt2 —...... Aol ool T SALLTooo. Cooll. T.. .AC......
Bz -...... Al ool T SALLToooL Cooll. T.o. ... .. T...
Cc -T..... Al oo, TT.. ACA..T. ... ... AL TLT
Ccsl-T..... Al oL .. TT.. AC...Co... ... Al
Ccs2-T. .. .. Al oo .. TT.. AC...Coo.. oo .. Ao
Cfh -T..... Al oL TT.. ACA. . T. .. it ooaan T...
Cfm -T..... A C..TT.. ACA. T .. i ooiaan T...
Crh -T..... A C..TT.. ACA. . TTT.. i caeaan T...
Crm -T..... A C..TT.. ACA. T fiiiiiiaas aeeaas T...
Dc -...... Al oL .. L T.. TAL.......
Dd -...... Al ool T S TA. TA.C..T...
Nc -T..... Al oL T.. .AL..... C ..C..... Al TA. .. .....
Rcl AGAG.A. ... ....... 8 ACOTLLT
Rc2 AGAG.A. ... ....... I AACOTLT
Rp -....A.C O AL TLT
Tc T...... Aol o Coo Tos AL T oo T..C..... T
Dy -T..... Aol oo T.o. Al .. TA. TAL...T..T

Figura 18 (posiciones 1 a 50). Alineamiento de las secuencias de nucledtidos correspondientes a las 22
especies objeto de estudio y a la especie fuera de grupo Drosophila yakuba. En aquellos casos en los que
la secuencia de los dos individuos de la misma especie analizados eran idénticas, ésta so6lo se representa
una vez

El punto () indica que el nucleétido en la posicién indicada es el mismo que el de la secuencia de la
primera fila; el guién (-) indica que en la posicion indicada hay un hueco.
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Posicién 51 100
Al TTATACTACA TTATTAATCC ACTAATTAAT AAATGATGAG ATA----ATT

o Coer et N
As ..... T i e Cocn eiie oo e
Asp ..... T..T. ... G -..———_.C.
Ast .. ... Toooe o C T -..——-.C.
Bca C.G..T.. C..... C T..G.AL .. ... .C.——-..C
Bc C.T..T..T. ....... C L ee.——..C
Bdh ..G..T.... ....... C T..G.AL .. ... Co— ..
Bdm ..G..T.... ... .... C T..G.AL .. ... Co——. ..
Bl C.C..T..T. .......... O .C.-———-.CC
Bnh ..... T..T. ....C..C.. CT..G.A. .. ... .C.-——-.C.
Bnm ..... T..T. ....C..C.. CT..G.A. .. .o ... .C.-——-.C.
Bo ..... T..T. ... O e
Btl1 ..... T..T. ....C..C.. CT..G.A. .. ... ... .C.-———-_C.
Bt2 ..... T..T. ....C..C.. CT..G.A. .. ... ... .C.-———-_.C.
Bz C....Teooo cooaoaa. T..G.AL .. ... -...——-.C.
Cc ........ T. .C..C..C.. N ...——-.C.
Ccsl..... T..T. ... C R e
Ccs2..... T..T. ... C T e
Cfh ..... T..T. Co....... 1 C -..—-.C.
Cfm ..... T..T. .C..... C TG .C.-——-_.C.
Crh _.... T..T. .C..... C 1 C .C.-——-_.C.
Crm ..... T..T. .C..... C L1 .C.-——_.C.
Dc ..... T..T. ... Coo oo C..C ... e
Dd ..... T..T. C..C.. TT....... C i ...——=.CC
Nc C....... T. .CG....C.. T et . .————.A.
Rcl ..... T..T. Al... A .- -AACT.A.
Rc2 ..... T..T. Al.... A .- -AACT.A.
Rp  -.--. T..T. oo Al ...———-.C.
T Al T T e i e e
Dy ..... T..TT A..... C G...CA ... ... N

Figura 18 (continuacion; posiciones 51 a 100). Alineamiento de las secuencias de nuclettidos
correspondientes a las 22 especies objeto de estudio y a la especie fuera de grupo Drosophila yakuba. En
aquellos casos en los que la secuencia de los dos individuos de la misma especie analizados eran
idénticas, ésta so6lo se representa una vez.

El punto (.) indica que el nucledtido en la posicion indicada es el mismo que el de la secuencia de la
primera fila; el guién (-) indica que en la posicion indicada hay un hueco.
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Posicién 101 150

Al  TAATTAATTA —--———————- GTTAATGAGC TTGAACA--A GCATATGTTT
AO . mmm—— e e e e T e e
As . ...... C.. —— i e e e
ASP i e i iae aaea To—— e
Ast ... ....... AC--TAATTA .. iia. oe... T e -
Bca ...... . mmmmm— i iee aeaaaaa e e e
Bc I O S T e e a .
Bdh ... i mm—m e e -—. ..G.o......
Bdm ..l e e —. ..G.......
Bl ... e e e T e -
Bnh ... ———m———— i e -——. ..G.o......
2] 1 1 —. ..G.......
Bo ... S O -—. ...CG.....
Btl ... mmmm—————— i eeaeaa -——. ..Go......
Bt2 ... e it e e -——. ..G.o......
Bz ... ... S O -——. ..G.o......
Cc ....... C.. —————————- Coiieee e T e -
Cesl. o mmm e ee e e e
CCS2. e eeee mmmmm e i - T e e e
Cfth ....... C.. e e T e e e -
Cfm ....... C.. e e T e e e -
Crh ....... C.. mmmmmme— e e T e e e a
Crm ....... C.. ——— i . T e e a -
Dc  ....... C.. ——— e e T e e e -
Dd .C..... Co e s e eeeaa. e e eea-
NC  eeaiaa... A-—-TTATTA i ees o ... T e e e -
Rel .......... AAATTAACTA oo e . o A—— . ...
Rc2 ... ....... AAATTAACTA e e e e e - A—— . ...
o o AACTTAATAA ... ..-.CA.TA. .. ....
Tc ...C.T.... AA--TAA-——— . iiee .. T e e e -
Dy ..T.A..... AT--TAATTA .. iee. oe... -C-A. ..G.......

Figura 18 (continuacion; posiciones 101 a 150). Alineamiento de las secuencias de nucleétidos
correspondientes al fragmento de mtDNA analizado en las 22 especies objeto de estudio y a la especie
fuera de grupo Drosophila yakuba. En aquellos casos en los que la secuencia de los dos individuos de la
misma especie analizados eran idénticas, ésta sélo se representa una vez.

El punto () indica que el nucleétido en la posicién indicada es el mismo que el de la secuencia de la
primera fila; el guién (-) indica que en la posicion indicada hay un hueco.
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Posicion 151 200
Al TGAAAACATA ATATAGGAAC AAAAATTTCC TATTAACTTT A----CTAAA

Y T e
AS e e e e eae e eemaaa eemmaaaaaa e
N o e ——— -
N e
Bca .......... G....A..- TC..CC..T. ....G..... B
B .......... G....A..- TC...... T. ....G..... . ...T
Bdh .......... G....A..- TC..CC..T. ....G..... e
Bdm .......... G....A..- TC..CC..T. ....G..... e
BI  .......... G....A._.ATC..CC..T. ..oc.o.... e il
Bnh .......... G....A..- TC..CC..T. ....G..... B
Bnm .......... G....A..- TC..CC..T. ....G..... e
Bo ........ C. .G....A..- TT..CC..T. ....G..... e
Btl .......... G....A..- TC..CC..T. ....G..... e
Bt2 .......... G....A..- TC..CC..T. ....G..... e
Bz .......... G....A..- TC..CC..T. ....G..... B
CC i, G....A..- T....A..T. ....G..... e
Cesl.......... G....A..- TC...A..T. ... e
Ccs2. ... ...... G....A..- TC...A..T. ... ..... e
Cfh .......... G....A..- TT...G..T. ... ..., e
Cfm ..., G....A..- TT...G..T. ... .. B
Crh ... ...... G....A..- TT...G..T. ... .. e
(OF g 1 G....A..- TT...G..T. ... e
Dc  .......... G....A..- TC..CC..T. ... .... A —-TA....T
Dd .......... G....A..- TC..CC..T. ..oc..... ATTAL LT
NC ... .... G....A..—- _.... AT, ... B
Rel .......... G...AA. .- TT...... TT i i - e
Rc2 .......... G...AA. .- TT...... B I I e
o T G....A..- TTC..... L e
TC e i i ie e AT T.o.——..T. ..., e
Dy .o...... G AT- TT..-...T. ..., T--TA. .. ..

Figura 18 (continuacion; posiciones 151 a 200). Alineamiento de las secuencias de nucleétidos
correspondientes al fragmento de mtDNA analizado en las 22 especies objeto de estudio y a la especie
fuera de grupo Drosophila yakuba. En aquellos casos en los que la secuencia de los dos individuos de la
misma especie analizados eran idénticas, ésta sélo se representa una vez.

El punto () indica que el nucledtido en la posicién indicada es el mismo que el de la secuencia de la
primera fila; el guion (-) indica que en la posicién indicada hay un hueco.
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Posicion 201 250
Al ATCAATTAAC AATATATAAT ATATTAAAAA TAATTTAACT CCAATAAAAA

2 0
AS e e eeaaaa maaaaaaaaa meeeammmee memeeaaaaa
Asp _..T...... S O L [ O [
Ast ... ... ... ..... A... .C..C..T.. oeno.... [
Bca T.TT...... C.Coc.... A..C..C.T ...C..T.AC ....... T..
Bc T.TT...... C.C..G C .A..... Tee oo A . ..... T..
Bdh T.TT...... C.C....... A..C..C.T ...C..T.AC ....... T..
Bdm T.TT...... C.C....... A..C..C.T ...C..T.AC ....... T..
BI T.TT...... C.Coo.... A..C..C.. ..G...T.G. ....... T..
Bnh T.TT...... C.Cooo.... A..C..T.. ..G...T.AC ....... T..
Bnm T.TT...... C.C....... G..C..T.. ..G...T.AC ....... T..
Bo TAA....... Coeeeee oo - W O O S AC ..... T.C..
Btl T.TT...... C.C....... ALCLoUT.. L.GLL.T.AC ....... T..
Bt2 T.TT...... C.Coc.... G..C..T.. ..G...T.AC ....... T..
Bz TAAT...... C.Cooo.... A..C..C.. ...C..T.AC ....... T..
Cc Teeeo. .. C.C...... C TA..ATT.. .. ...... AA ...
Ccsl.AA....... C.C...... CTA..ATT.. ... .... AA ...
Ccs2.AA. .. .... C.C...... C TAL.ATT.. . ...... AA ...
Cfh T.T....... C.C..... TC TA..ACT.. .ceo.... Al ...
Cfm T.T....... C.C..... TC TA..ACT.. .cee.... Al ...
Crh T.T....... C.C..... TC TA..ACT.. ........ Al ...
Crm T.T....... C.C..... TC TA..A.CT.. ... ...... Al ...
Dc T.TT...... Coeeeee oo ACCLTo . ool AA ... ... T..
Dd T.TT...... C.Coo.... TA.AC..T.G ... A o ...... T..
Nc T...C... C.C...A..C TA..A.GT.. ...... G.AA ... ......
Rcl .AA....... C..TA... TA..... Tee e -. A, . .... T....
Rc2 AA....... C..TA... TA..... Tee e A, ..... T....
Rp T.T....... C.C..TA.. Ao.... Tee oooo.. C.AA ... ......
B I A.A..T.. Co....... A ...
Dy AA C .- AALG LALALLLT.. ALT. ... AC ... ......

Figura 18 (continuacion; posiciones 201 a 250). Alineamiento de las secuencias de nuclettidos
correspondientes al fragmento de mtDNA analizado en las 22 especies objeto de estudio y a la especie
fuera de grupo Drosophila yakuba. En aquellos casos en los que la secuencia de los dos individuos de la
misma especie analizados eran idénticas, ésta solo se representa una vez.

El punto (.) indica que el nucledtido en la posicion indicada es el mismo que el de la secuencia de la
primera fila; el guién (-) indica que en la posicion indicada hay un hueco.
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Posicion 251 300
Al ATAATAAATA ATTTAAAGAA AAAGGTAAAA AACACTTTCA AGCTAAATAT

Y o
AS e e aaaa meaaaaaaaa memmamemee meeeeaaaaa
Asp ... O -..Co.... C
Ast . ......... O
Bca ........ A. . ..... 1 [ N C
Bc ........ A, . ..... [ T R ...Co.....
Bdh ........ A. G..... T e e e T
Bdm ........ A. G..... I T
BI  ........ A, . .... T.. Cocnn T
Bnh ........ A, ...... [ T
Bnm ........ A. ...... 1 [ e
Bo ..C...A. ..., T e e e T
Btl ........ Al o ..... I T o
Bt2 ........ A .. .... P T
Bz ........ A O T C
O o P I I T..C......
Cesl. oo iiies e a. T e e e e e B I
CCS2 i iee eeaaa [ S N
(O i o 1 [ U I Tee e e e
(O 1 1 P I I J I
(O ol o [ P I I J I
(04 o1 I PR I Tee e e
Dc ....C...A. ...... Coon oo... Coces T.TT..... O
Dd .C...... A, .. .... C.. Teeeoo . T
NC e e e aea . P L..IT..C.. ...Co.....
Rcl .C. i e e s e IR I ...C.o.....
Rc2 .C..e e e e o [C T I ...C......
Rp oo S O I I
L o2 S T
DY e e SLTLAL L. T

Figura 18 (continuacion; posiciones 251 a 300). Alineamiento de las secuencias de nuclettidos
correspondientes al fragmento de mtDNA analizado en las 22 especies objeto de estudio y a la especie
fuera de grupo Drosophila yakuba. En aquellos casos en los que la secuencia de los dos individuos de la
misma especie analizados eran idénticas, ésta solo se representa una vez.

El punto (.) indica que el nucledtido en la posicion indicada es el mismo que el de la secuencia de la
primera fila; el guién (-) indica que en la posicion indicada hay un hueco.
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Posicion 301 308
Al  ATTAATTT
AO . .......

Figura 18 (continuacion; posiciones 301 a 308). Alineamiento de las secuencias de nuclettidos
correspondientes al fragmento de mtDNA analizado en las 22 especies objeto de estudio y a la especie
fuera de grupo Drosophila yakuba. En aquellos casos en los que la secuencia de los dos individuos de la
misma especie analizados eran idénticas, ésta solo se representa una vez.

El punto (.) indica que el nucledtido en la posicion indicada es el mismo que el de la secuencia de la
primera fila; el guién (-) indica que en la posicion indicada hay un hueco.
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Posicién .. 345 378

Al EDPYVLVGQILTVVYFLYY I INPLINKWWDNL IN-
Ao EDPYVLVGQILTVIYFSYY 1 INPLINKWWDNL IN-
As EDPYVLVGQILTVVYFLYY I INPLINKWWDNL IN-
Asp EDPYVLVGQILTVVYFLYY I INPLVNKWWDNL IN-
Ast EDPYVLVGQILTVVYFLYY I INPLVNKWWDNL IN-
Bca EEPYVLVGQILTVIYFLYY I INPLVNKWWDNL IN-
Bc EDPYVLVGQILTITYFLYY 1 INPLVNKWWDNL IN-
Bdm EEPYVLVGQILTVIYFLYY 1 INPLVNKWWDNL IN-
Bdh EDPYVLVGQILTATYFLYY I INPLVNKWWDNL IN-
BI EEPYVLVGQILTITYFLYY I INPLVNKWWDNL IN-
Bnm EEPYVLVGQILTVIYFLYY I INPLVNKWWDNL IN-
Bnh EEPYVLVGQILTVIYFLYY 1 INPLVNKWWDNL IN-
Bo EEPYVLVGQILTITYFLYY 1 INPLINKWWDNL IN-
Btl EEPYVLVGQILTVIYFLYY I INPLVNKWWDNL IN-
Bt2 EEPYVLVGQILTVIYFLYY I INPLVNKWWDNL IN-
Bz EEPYVLVGQILTVVYFLYY I INPLVNKWWDNL IN-
Cc EEPYVLTGQILTVIYFLYY 1 INPLINKWWDNL IN-
Ccsl EEPYVLTGQILTVIYFLYY 1 INPLINKWWDNL IN-
Ccs2 EEPYVLTGQILTVIYFLYY I INPLINKWWDNL IN-
Cth EEPYVLTGQILTVVYFLYY I INPLVNKWWDNL IN-
Cfm EEPYVLTGQILTVVYFLYY I INPLVNKWWDNL IN-
Crh EEPYVLTGQILTVVYFLYY I INPLVNKWWDNL IN-
Crm EEPYVLTGLILTVVYFLYY I INPLVNKWWDNL IN-
Dc EEPYVLVGQILTVIYFLYY I INPLINKWWDNL IN-
Dd EEPYVLVGQILTITYFLYY I INPLINKWWDNLIN-
Nc EEPYVLVGQLLTITYFLYY IVNPL INKWWDKL IN-
Rcl SNPYVLVGQILTVIYFLYY IMNPLVNKWWDKL INL
Rc2 SNPYVLVGQILTVIYFLYY IMNPLVNKWWDKL INL
Rp ENPYVLVGQILTVIYFLYY 1 INPMINKWWDNL IN-
Tc EEPYVLIGQILTVVYFMYY I INPLINKWWDNLTY -
Dy EEPYVLIGQILTIIYFLYYLINPLVTKWWDNLLN-

Figura 19. Secuencias de aminoacidos correspondientes al fragmento analizado de Cytb alineadas en las
22 especies estudiadas y en la especie fuera de grupo Drosophila yakuba. En la primera fila se indica la
posicidn que ocupa el aminoacido respecto a la secuencia de esta proteina en Drosophila yakuba.
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Posicién ...281 324

Al KLMYLAWKCFLPFSLNYLLFFIGVKLFLMYYMLL IDFSKVNSKF-
Ao KLMYLAWKCFLPFSLNYLLFFIGVKLFLMYYMLL IDFSKVNSKF-
As KLMYLAWKCFLPFSLNYLLFFIGVKLFLMYYMLL IDFSKVNSKF-
Asp KLMYLAWKCFLPFSLNYLLFF1GIKLLLMYYMLLMDFSKVNSKF-
Ast KLMYLAWKCFLPFSLNYLLFFIGIKLLLMYFMLL IDFSKVNSKF-
Bca KLMYLAWKSFLPFSLNFLLF I 1GLKLMLIYYMWLMKFSKVNSKYV-
Bc KLMYLAWKSFLPFSLNFLLF 1 1GFKLLLICYMWLMKISKVNSKF-
Bdh KLMYLAWKSFLPFSLNFLLF I 1GLKLMLTYYMWLMKFSKVNSKYV-
Bdm KLMYLAWKSFLPFSLNFLLF I 1GLKLMLIYYMWLMKFSKVNSKYV-
BI KLMYLAWKSFLPFSLNFLLFI1GLKLLLIYYMWLMKLSKVNSKYV-
Bnm KLMYLAWKSFLPFSLNFLLF I IGLKLLLIYYMWLMKFSKVNSKYV-
Bnh KLMYLAWKSFLPFSLNFLLF I IGLKLLLTYYMWLMKFSKVNSKV-
Bo KLMYLAWKSFLPFSLNFLLFVIGFKLLLIYYMWL ILFSKVNSKV-
Btl KLMYLAWKSFLPFSLNFLLF I 1GLKLLLIYYMWLMKFSKVNSKYV-
Bt2 KLMYLAWKSFLPFSLNFLLF I IGLKLLLIYYMWLMKFSKVNSKYV-
Bz KLMYLAWKSFLPFSLNFLLFIIGLKLLLIYYMWLMLFSKVNSKYV-
Cc KLMYLAWKSFLPFSLNYLLFFIGFKLLI1SYMWL INFSKVNSNF-
Ccsl KLMYLAWKSFLPFSLNYLLFFIGFKLLT ISYMWL I FFSKVNSNF-
Ccs2 KLKYLAWKSFLPFSLNYLLFFIGFKLLIISYMWL I FFSKVNSNF-
Cfh KLMYLAWKSFLPFSLNYLLFFIGFKLLV ISYMWL IKFSKVNSNF-
Cfm KLMYLAWKSFLPFSLNYLLFFIGFKLLY ISYMWL IKFSKVNSNF-
Crh KLMYLAWKSFLPFSLNYLLFFIGFKLLVISYMWL IKFSKVNSNF-
Crm KLMYLAWKSFLPFSLNYLLFFIGFKLLVISYMWL 1KFSKVNSNF-
Dc KLMYLAWKSFLPFSLNFLLFI1GFKLLLVYYMWLMKISIKLMESL
Dd KLMYLAWKSFLPFSLNFLLF I 1GFKLLLFNYMWLMKISN--SKGW
Nc KLMYLAWKSFLPFSLNYLLFFIGFKLLL ISFMWL INFSKVNSNF-
Rcl KLMYLAWKCFLPFSLNYLLFLIGFKLLL INLMLL I FFSKVNKKF-
Rc2 KLMYLAWKCFLPSSLNYLLFLIGFKLLL INLMLL I FFSKVNKKF-
Rp KLMYLAWKCFLPFSLNYLLFFIGLKLLLI'YLMWL IKFSKVNSKL -
Tc KLMYLAWKCFLPFSLNYLLFFIGVKLLFIYYMLL INFSKVNSNY -
Dy KLMYLAWKCFLSFSLNYLLFFIGFKILLFSFLLWIFFSKKLMEN-

Figura 20. Secuencias de amino&cidos correspondientes al fragmento analizado de ND1 alineadas en las
22 especies estudiadas y en la especie fuera de grupo Drosophila yakuba En la primera fila se indica la
posicion que ocupa el aminoacido respecto a la secuencia de esta proteina en Drosophila yakuba.
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Cochliomyia hominivorax
Chrysomya chforopyga

Figura 21. Arbol consenso (strict consensus tree) de los 10 mejores arboles obtenidos por el método de
maxima parsimonia. En los nodos se muestran los valores de bootstrap. La nomenclatura utilizada para
designar las especies se muestra en la Tabla 1.
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Drosophiia yakuba
Ag
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Figura 22. Arbol consenso (majority rule consensus tree) de los arboles obtenidos por el método del
vecino mas préximo. En los nodos se muestran los valores de bootstrap. La nomenclatura utilizada para
designar las especies se muestra en la Tabla 1.
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Drosophiia yakuba
= Cochitomyia hominivorax
b= Chrysomiva chloropygs
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Figura 23. Arbol consenso (majority rule consensus tree) de los arboles obtenidos por el método de
méaxima verosimilitud. En los nodos se muestran los valores de bootstrap. La nomenclatura utilizada para
designar las especies se muestra en la Tabla 1.
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Figura 24. Perfiles de RAPDs obtenidos utilizando el cebador OPA-02 en la especie Bactrocera oleae.
Marcador escalera de peso molecular de 100 pb; la banda mas intensa es la de 500 pb.
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Figura 25. Perfiles de RAPDs obtenidos utilizando el cebador OPA-07 en la especie Bactrocera oleae.
Marcador escalera de peso molecular de 100 pb; la banda mas intensa es la de 500 pb.
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Figura 26. Perfiles de RAPDs obtenidos utilizando el cebador OPA-17 en la especie Bactrocera oleae.
Marcador escalera de peso molecular de 100 pb; la banda mas intensa es la de 500 pb.
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Figuras 27. Perfiles de RAPD obtenidos utilizando el cebador OPC-05 en la especie Bactrocera oleae.
Marcador escalera de peso molecular de 100 pb; la banda mas intensa es la de 500 pb.

Figura 28. Perfiles de RAPD obtenidos utilizando el cebador OPC-06 en la especie Bactrocera oleae.
Marcador escalera de peso molecular de 100 pb; la banda mas intensa es la de 500 pb.
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Figura 29. Perfiles de RAPD obtenidos utilizando el cebador OPC-11 en la especie Bactrocera oleae.
Marcador escalera de peso molecular de 100 pb; la banda mas intensa es la de 500 pb.

Figura 30. Perfiles de RAPD obtenidos utilizando el cebador OPC-18 en la especie Bactrocera oleae.
Marcador escalera de peso molecular de 100 pb; la banda mas intensa es la de 500 pb.
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Figura 31. Dendrograma elaborado mediante el método del vecino mas proximo a partir de las distancias
de Nei entre las 21 poblaciones de Bactrocera oleae estudiadas. En los nodos se muestran los valores de
bootstrap.
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Figura 32. Dendrograma elaborado mediante el método UPGMA a partir de las distancias de Nei entre las
21 poblaciones de Bactrocera oleae estudiadas. En los nodos se muestran los valores de bootstrap.
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Figura 33. Dendrograma elaborado por el método del vecino méas préximo a partir de las distancias de Nei
entre las 15 poblaciones de la especie Bactrocera oleae procedentes de Espafia y Portugal. En los nodos

se muestran los valores de bootstrap.
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Figura 34. Dendrograma elaborado por el método UPGMA a partir de las distancias de Nei entre las 15
poblaciones de la especie Bactrocera oleae procedentes de Espafa y Portugal. En los nodos se muestran

los valores de bootstrap .
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Figura 35 a. Representacion gréfica en 2 dimensiones del analisis de coordenadas principales de las 21
poblaciones de Bactrocera oleae estudiadas.

Figura 35 b. Representacién grafica en 3 dimensiones del analisis de coordenadas principales de
las 21 poblaciones de Bactrocera oleae estudiadas.
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Figura 36 a. Representacion grafica en 2 dimensiones del andlisis de coordenadas principales de las

15 poblaciones de Bactrocera oleae procedentes de Espafia y Portugal.
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Figura 36 b. Representacion gréfica en 3 dimensiones del analisis de coordenadas principales de las
15 poblaciones de Bactrocera oleae procedentes de Espafia y Portugal.
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