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Resumen

Tovar L, Diaz A, ArnaL E, Ramis C. 2005. La diversidad isoenzimatica de Bemisia tabaci Gennadius 1889 (Hemiptera:
Aleyrodidae) en el cultivo del ajonjoli (Sesamum indicum L) en Venezuela. ENTomoTROPICA 20(3): 249-263.

Para cuantificar la diversidad y caracterizar la estructura genética de la poblacién de Bemisia tabaci en la regién productora
de ajonjoli de Venezuela, se estudiaron siete subpoblaciones del insecto colectadas sobre el cultivo en diferentes localidades
o ambientes. Se caracterizaron las frecuencias de los patrones (genotipos) de las isoenzimas a-esterasa, b-esterasa, enzima
malica y malato deshidrogenasa, obtenidos en geles de poliacrilamida. La diversidad genética de toda la poblacién (H.,)
fue de 0,42, entendida como la probabilidad de encontrar dos genotipos distintos al tomar aleatoriamente dos individuos
de la poblacién. La proporcién de la diversidad genética total distribuida entre subpoblaciones fue de un 22%, indicando
cierta fragmentacién genética. Una prueba de independencia y? sirvié para detectar estadisticamente esta diferenciacion,
aunque no se observaron valores de H distintos entre localidades segun la prueba de F (F=0,93; P=0,48). No se encontré
correlacion lineal entre la distancia genotipica de Hedrick (D_) y la distancia geografica (G_) entre subpoblaciones segun
la prueba de Mantel, lo cual sugiere que la migracién entre las'localidades (distancias > 15 Km) podria tener menos efecto
en la estructura genética de la poblacién que los factores que se podrian considerar aleatorios. Por tanto, un modelo de
aislamiento por distancia geogréfica no puede ser sugerido. Posiblemente, factores que originan deriva genética aleatoria en
cada localidad, entre ellos el efecto fundador, lluvias interanuales, quemas, control de malezas u otras actividades agricolas,
estarian condicionando la magnitud y estructura de la variacién genética de la poblacion de Bemisia tabaci en el cultivo del
ajonjoli en Venezuela.

Palabras clave adicionales: Aislamiento por distancia, Cojedes, diversidad genética, electroforesis, mosca blanca, Portuguesa,
Turén.

Summary

Tovar L, Diaz A, ArnaL E, Ramis C. 2005. Isoenzimatic diversity of Bemisia tabaci Gennadius 1889 (Hemiptera:
Aleyrodidae) on sesame plantations (Sesamum indicum L) in Venezuela. ENToMmoTROPICA 20(3): 249-263.

To characterize the magnitude and structure of the genetic diversity existing within a Bemisia tabaci population in the
sesame cultivated region, seven subpopulations of B. fabaci sampled on the crop in different localities or environments were
studied. Patterns frequencies of a-esterase, B-esterase, malic enzyme and malate dehydrogenase systems were analyzed by
polyacrilamide gel electrophoresis. The genetic diversity of the whole population (H..) was 0.42 taken as the probability of
detecting two randomly chosen individuals with different genotypes. The proportion of total genetic diversity distributed
among subpopulations was 22%, indicating some genetic fragmentation. A y* independence test was used to detect this
differentiation, although different H values among localities were not detected by the F test (F=0.93; P=0.48). No linear
correlation was found by the Mantel test between Hedrick genotypic distance (D, ) and geographic distance (G, ) among
subpopulations, suggesting that migration among localities (distances >15 Km) could have less effect on population genetic
structure than random factors. Therefore, the model of isolation by geographic distance cannot explain the phenomenon.
Probably, factors that may generate random genetic drift, such as the founder effect, interannual precipitations, burnings,
weed control and other agriculture activities are modifying the magnitude and structure of the genetic diversity of Bemisia
tabaci population on sesame plantations in Venezuela.

Additional Key words: Isolation by distance, Cojedes, electrophoresis, genetic diversity, Portuguesa, Turén, whitefly.
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Introduccion

En los dltimos afios, la mosca blanca Bemisia tabaci
Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae) ha sido
quizas la plaga que ha causado mds pérdidas en
la produccién de cultivos a escala mundial (Salas
y Arnal 2001; Brown et al. 1995). Bemisia tabaci
presenta un complejo de razas con una estrecha y
complicada relaciéon (Brown et al. 1995; de Barro y
Hart 2000), que se refleja en una alta variabilidad
morfoldgica, biolégica y genética, a tal punto que
se ha generado la hipétesis de que es un género
en proceso de especiacion (Rosell et al. 1997).
En Venezuela se ha planteado recientemente que
Bemisia requiere revisién taxonémica (Arnal y

Ramos 2000).

Su habito alimenticio es polifago y estd adaptada
a variados ecosistemas, por lo que puede estar
asociada a hospederos anuales, bianuales o perennes
(Arnal y Ramos 1997; Arnal et al. 1993a; Arnal
et al. 1993b; Brown 1993). La adaptabilidad de
este insecto a diferentes ambientes y la plasticidad
de su ciclo de vida le ha permitido colonizar 506
hospederos distribuidos en 74 familias botdnicas
en todo el mundo. Se ha registrado en Venezuela
en 112 malezas y 35 plantas cultivadas (Arnal
y Ramos 1997; Arnal et al. 1993a; Arnal et al.
1993b), determindndose variaciénes morfolégicas
en la caja puparia, dependiendo del hospedero en
que se haya criado (Arnal 1985).

Ainicios deladécadadelos noventa delsiglo pasado,
se reporté en Venezuela la aparicién de grandes
poblaciones de mosca blanca atacando cultivos de
tomate (Edos. Falcon y Lara), que se supuso eran
B. tabaci (Salas y Arnal 2001). Posteriormente, se
comenzaron a observar crias masivas de Bemisia
transmitiendo desérdenes virales y ocasionando
dafios severos en hospederos no tradicionales en el
pais. Desde entonces la produccién del cultivo del
ajonjoli (Sesamum indicum L.) se ha visto afectada
por este insecto (Arnal et al. 1993b; Laurentin

1996).

La region de produccién de ajonjoli se encuentra
en la localidad de Turén y zonas aledafias, estado
Portuguesa, donde la mosca blanca incrementa sus
poblaciones a mediados del mes de febrero (ciclo
norte-verano). Los agricultores tratan de escapar
del pico poblaciénal de febrero haciendo siembras
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tempranas entre octubre y noviembre (Pereira
y Laurentin 2001). Sin embargo, enfrentan el
riesgo de que lluvias extempordneas dafien la
germinacién por encostramiento del terreno. Esta
situacion hace que el factor riesgo en el cultivo de
ajonjoli aumente sensiblemente. Por otra parte, la
aplicacién de insecticidas es costosa y nociva para el
medio ambiente, ademds de que pueden generarse
individuos resistentes a los mismos (Dittrich et al.
1990). Entre las alternativas del manejo integrado
de plagas, convendria estudiar los mecanismos de
resistencia genética, donde Laurentin y Pereira
(2002) han evaluado en Turén germoplasma
mejorado de ajonjoli reportando posibles fuentes
de resistencia.

La cuantificacién de la diversidad genética de
la poblacién de B. fabaci en Turén daria una
idea de su potencial de adaptacién al ambiente
y a factores selectivos de origen antrépico. Una
estimacion de la diversidad, en especial, seria un
indicador util acerca de la capacidad del insecto
para ‘vencer’ la resistencia que puedan ofrecer los
cultivares de ajonjoli de la regién o las lineas élites
experimentales. Para el mejorador de plantas, esta
informacién sugeriria la estrategia en cuanto al
manejo de la resistencia parcial y/o completa que
permita controlar la potencial aparicién de nuevos
biotipos del insecto, los cuales superen los genes ya
conocidos como resistentes.

Deigual manera,la caracterizacién delavariabilidad
genética en funcién de los elementos topogréficos,
ecolégicos, ambientales, etc., constituye una
herramienta para inferir procesos poblacionales
que se crean estén influyendo o hayan influido en la
diferenciacién genética de organismos distribuidos
en subpoblaciones geogrificas (Bjornstad et al.
1999; Koenig 1999). Por tales motivos, el objetivo
del presente trabajo fue estimar la magnitud y
estudiar la estructura de la diversidad genética de
B. tabaci en el cultivo del ajonjoli en la region de
Turén en Venezuela.

Materiales y Métodos
Zona de colecta

La colecta se enmarcé entre los estados Portuguesa
y Cojedes. En el estado Portuguesa se concentra el
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Figura 1. Mapa del Estado Portuguesa en Venezuela, donde se observa el municipio de Turén y zonas aledafias. Como
dvalos se representan las zonas de colecta de las subpoblaciones de Bemisia tabaci. Las flechas segmentadas indican el
sentido de los vientos alisios, en la temporada seca actdan en el sentido noreste — suroeste (de la Chorrera a Papelén),
cambiando el sentido a sureste — noroeste (de Microsur a Jobal Abajo) en la temporada himeda.

90% de la superficie de ajonjoli sembrada en el pais,
especificamente en Turén y zonas aledafias (Figura
1). Con fines pricticos esta regién ajonjolicera se
denominard de ahora en adelante “Turén’. Turén
presenta dos periodos climiticos distintos, uno de
sequia entre noviembre y abril (norte-verano) y otro
de lluvias (1600 mm anuales, aproximadamente)
entre mayo y octubre. Esta regién no presenta
accidentes geograficos y en la temporada de altas
poblaciones de la mosca blanca los vientos alisios
se presentan desde el nor-este hacia el sur-oeste.
Ademis, en ella se realiza un laboreo agricola
intensivo, en el que el cultivo del ajonjoli se siembra
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en el periodo de sequia como un rubro de rotacién
alos de época de lluvias, principalmente maiz.

Colecta del insecto

La colecta de individuos se hizo al azar en cinco
localidades alrededor de Turén (Edo. Portuguesa)
y en una oportunidad se colecto en La Chorrera
(Edo. Cojedes); en el periodo de sequia del afio
2000, entre el 24 de febrero y el nueve de marzo
(Cuadro 1, Figura1).Todaslas colectas se realizaron
sobre el ajonjoli. En cinco localidades se realizé
un solo muestreo, mientras que en La Carretera v
se hicieron dos, espaciados por una semana. Los
individuos colectados en cada localidad o ambiente
diferente se denominaron ‘subpoblaciones’. Las
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Cuadro 1. Datos de colecta de las subpoblaciones de Bemisia tabaci de la region Turén, Venezuela.

Subpoblacién Localidad Estado Fecha Latitud Longitud
La Chorrera La Chorrera Cojedes 24/02/ 00 9°30°00” 68°50°00”
La Flecha La Flecha Portuguesa 02/03/00 9°16’'00” 68° 54007
Microsur Microsur Portuguesa 02/03/00 9°02’46” 68°51°45”
Carretera v-1 Carretera v Portuguesa 02/03/00 9°18°44” 69° 03’ 40”
Jobal Abajo Jobal Abajo Portuguesa 09/03/00 9°2309” 69°17°38”
Carretera v-2 Carretera v Portuguesa 09/03/00 9°18°44” 69° 03’ 40”
La Rojefia La Rojefia Portuguesa 09/03/00 9°10°40” 69°01’18”

siete subpoblaciones a su vez conformaron la
poblacién total de Turén (P-Turén).

En campo se colectaron adultos directamente
de la colonia a través de un aspirador de boca y
se trasladaron al laboratorio a una temperatura
menor o igual a 0 C° y guardados a -20°C hasta
el momento del procesamiento de las muestras.
En la localidad de Microsur, la colonia era en
su mayoria ninfas, por lo que se trasladaron al
invernadero para la obtencién de adultos. Las
cajas puparias de cada subpoblacién se colectaron
al mismo tiempo que los adultos y se enviaron al
departamento de Proteccién Vegetal del Instituto
Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA,
Venezuela), donde se montaron e identificaron
como Bemisia tabaci. La identificacién la realizaron
los entomélogos Eustaquio Arnal y Fidel Ramos
sobre la base de la coleccién de moscas blancas de
Venezuela.

Electroforesis de isoenzimas

Previo a la maceraciéon de los adultos, las
hembras se separaron de los machos con una lupa
estereoscopica, diferencidndolas por las estructuras
sexuales (clasper-aedeagus/ovipositor)yelgrosordel
abdomen. Con el fin de evitar posibles variaciénes
de origen cromosémico (machos haploides), las
hembras se colocaron individualmente en viales
de 1ml de capacidad y fueron maceradas en 20 pl
de solucién tampén Tris-Borato-EDTA 0,1 M a
pH 8 (Tovar 2000). Luego se afiadi6 a cada vial 1
ul de Glicerol y 1 pl de Azul de Bromofenol y se

centrifugé por 4 minutos a 3000 rpm.

Para la corrida electroforética se utilizé un sistema
discontinuo en minigeles de poliacrilamida: 5% de
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poliacrilamida pH 6,8 en el gel superiory 7,5% a pH
8,8 en el gel inferior (Tovar 2000). Los minigeles
se cargaron con todo el extracto disponible del
vial. El tampén de los electrodos empleados fue
Tris-glicina 1,5 M, pH 8,3 (Costa y Brown 1991).
La corrida se realizé a 70 V constantes a 4 °C y
detenida cuando el frente de migracién alcanzaba
el borde anédico del gel. Todo el proceso se realizé
manteniendo una temperatura siempre menor a 4

°C.

El revelado de los sistemas isoenzimdticos se hizo
de la siguiente manera: Enzima malica (EM; EC:
1.1.140): 45 ml Tris 0,1 M, pH 8,0; 10 mg MT'T;
8 mg NADP; 3 mg PMS; 1 ml MgCl, 10%; 10
mg dcido mélico. Malato deshidrogenasa (MDH;
EC: 1.1.1.37): 45 ml Tris 0,1 M, pH 8,0; 10 mg
MTT; 10 mg NAD; 2 mg PMS; 1 ml MgCl, 10%;
10 mg é4cido milico. a - esterasa (a-EST; EC:
3.1.1): 50 ml tampén fosfato 0,1 M, pH 6,3; 25 mg
fast blue RR; 1 ml solucién (0,75g a-naftil acetato,
30 ml acetona). B - esterasa (B-EST; EC: 3.1.1):
50 ml tampén fosfato 0,1 M, pH 6,3; 25 mg fast
blue RR; 1 ml solucién (0,75g B-naftil acetato, 30
ml acetona).

Anilisis

Debido a que no se dispuso del control genético
de los sistema enzimdticos, se hizo un registro
cualitativo de la presencia versus la ausencia de
cada patrén de bandas. Se trat6 a cada patrén como
un genotipo, a la vez que no se incluyo en el andlisis
los patrones que no pudieron ser registrados
objetivamente, debido a su pobre definicién (ver
Apéndice 1). Luego se estimé por conteo directo la
frecuencia de cada genotipo en cada subpoblacién
por sistema enzimdtico y en P-Turén. Se analizaron
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entre 10y 24 individuos por subpoblacién y sistema
enzimdtico, para un total de 542 en P-Turén.

Se calcularon una serie de estimadores de la
diversidad para cada sistema isoenzimitico. El
indice de diversidad genética usado para cada
subpoblacién  cuantific6 la probabilidad de
encontrar un par de genotipos diferentes al azar,
obtenido como A=1-} p7,enel que p eslafrecuencia
del i-ésimo genotipo.

Para caracterizar la estructura genética de la
poblacién P-Turén, la diversidad genética se
descompuso en tres partes, la diversidad genética
total (h,), y la contenida dentro (h;) y entre (h,)
subpoblaciones. h, se calculé como el promedio
aritmético de los estimados de h de todas las
subpoblaciones por sistema enzimdtico; mientras
que h;, como la diferencia h.-h. De igual manera,
se calculd el cociente 1, =h./h;, que indicé la
proporcién de la diversidad total explicada por la
diversidad entre subpoblaciones. Al promediar los
valores de los distintos sistemas isoenzimaticos se
generaron los estimados promedios de H, H,H,
¥ R g r=Hy/H  enla poblacién P-Turén; y por otra
parte se obtuvo H para cada subpoblacién.

A su vez, se probé la heterogeneidad de las
frecuencias genotipicas en las subpoblaciones
mediante una prueba de independencia y? en
la cual las subpoblaciones fueron confrontadas
con las frecuencias de los distintos genotipos, en
cada sistema isoenzimdtico. Para conocer acerca
de la existencia de diferencias entre los valores de
H entre subpoblaciones, se realizé un analisis de
varianza de dos vias con los valores de h, en el que
las subpoblaciones y los sistemas isoenzimaticos
(bloques) fueron las fuentes de variacién. Los
calculos se hicieron con el Proc ANOVA del
programa SAS (SAS Institute 1988).

Transformando el estimado de la diversidad
genotipica H, en un estimado aproximado del
indice de diversidad genética (D) de Nei, se
podrian realizar comparaciones de interés a ser
discutidas. El cdlculo de D requiere de manera
formal de la estimacién previa de las frecuencias
alélicas. Segin Nei (1978), si se asume que cada
sistema estd codificado por un solo locus con dos
alelos y la poblacién se encuentra en equilibrio de

Hardy y Weinberg, D se puede obtener mediante
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la relacién D/H.. = C = [2pq/(1-p*-4p’q’-q*)]. De
tal manera que D = C*H, donde p y g=1-p son las

frecuencias alélicas.

Se calculé la identidad genotipica de Hedrick
entre todos los pares de subpoblaciones a través de
la ecuacién (iXy = Zj PjX . Pjy /0,5 (Zj PziX + Zj sz_y),
donde P, es la frecuencia del j-ésimo genotipo en
cada subpoblacién (Hedrick 1971). Los valores
de “i " se promediaron para todos los sistemas
isoenzimdticos y se obtuvo I . Esta identidad
es el cociente entre la probabilidad de conseguir
dos genotipos idénticos en dos subpoblaciones
tomadas al azar y la probabilidad promedio de
conseguir dos genotipos idénticos dentro de ellas.
Por complemento se encontré D, la distancia

genotipica de Hedrick.

La correlacién lineal 7 entre Dy G_ se obtuvo
mediante la prueba de Mantel, utilizando los
programas NTSYS (Rohlf 1990) y XL-STAT. Esta
prucba calculaun productoz=X",_X.Y ,enelque X,
y Y, son los elementos fuera de la diagonal de ambas
matrices. Este valor es conocido como el producto
Hadamard y al estandarizarlo por las respectivas
desviaciones se obtiene el coeficiente de correlacién
lineal 7 entre las matrices (Sokal y Rohlf 1995). En
el modelo de Mantel, las distancias genotipicas
podrian ser explicadas por las geogrificas mediante
la siguiente ecuacién D, = B, + B,G, + E, donde
los B's son lo respectivos coeficientes de regresién
y E representa el error aleatorio. 7 es usado como un
estimador de B,. Por tanto, la hipétesis alternativa
es el modelo de aislamiento por distancias, si se
observa que a medida que aumentan las distancias
geogréficas disminuye la relacién genética entre
las subpoblaciones (Autocorrelacion espacial). El
rechazo de esta hipétesis ocurre cuando por encima
del valor observado de 7 se presentan menos de un
5% de valores » generados por las permutaciones
de las filas/columnas de la matriz que contiene
a D_y G . En este caso se emplearon 1.000
w S Ty
permutaciones.

Resultados
Diversidad Genética

Las frecuencias genotipicas de las siete
subpoblaciones o ambientes se muestran en el
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Cuadro 2. Frecuencias de patrones isoenzimdticos en siete subpoblaciones de Bemisia tabaci de la region Turén,

Venezuela.
o-esterasa fB-esterasa Malato deshidrogenasa Enzima mélica
Subpoblacién Total
la I III IV V nb| I I o Iv n| I I I n| I I I IV n

La Chorrera 0,737 0,105 -c 0,105 0,053 19 {0,737 0,105 0,105 0,053 19 {0,900 0,100 - 10 {0,955 0,045 - - 22|70
La Flecha - 0,050 0,900 - 0,050 200,762 0,190 0,047 0,000 21 {0,737 0,211 0,053 19 |1,000 - - - 2181
Microsur 0,316 0,158 0,421 0,105 19 {0,850 0,100 - 0,050 20 {0,550 0,350 0,100 20 {1,000 - - - 2180
LaRojena (0,684 - 0316 - 190474 - - 0,526 190,368 0,316 0,316 19 {1,000 - - - 21|78
Jobal Abajo |1,000 - - - - 240,850 0,050 - 0,100 20 0,600 0,250 0,150 20 |0,762 0,238 - - 21|85
Carretera v-1{0,353 0,059 0,588 - - 170,563 0,188 0,125 0,125 16 |0,765 0,235 - 17 |0,737 0,158 0,053 0,053 19 | 69
Carreterav-2{0,632 0,316 - 0,053 - 19 (1,000 - - - 190,850 0,150 - 20 {0,952 0,048 - - 21|79
P-Turén? 0,547 0,095 0,204 0,124 0,029 137(0,754 0,090 0,037 0,119 134/0,664 0,240 0,088 125 (0,918 0,068 0,007 0,007 146 | 542

(a) Los patrones fueron designados segtin nimeros romanos.

(b) El nimero de individuos registrados en cada sistema fue designado como n.

(c) Los guiones representan la ausencia del patron respectivo.

(d) Promedio ponderado de las frecuencias alélicas de las subpoblaciones, en funcién de n.

Cuadro 2. En el Apéndice 1 se muestra las bandas
y los patrones registrados, asi como fotografias
de los geles. La poblacién de B. fabaci analizada
(P-Turén) fue polimérfica para todos los sistemas
isoenzimdticos evaluados, con un promedio de
cuatrogenotipos porsistema.Ningunasubpoblacién
presenté todos los genotipos observados en la
poblacién. La Carretera v-1y La Chorrera fueron
las tnicas subpoblaciones con cuatros sistemas
polimérficos.

La poblacion mostré una diversidad genética
promedio (FH.;) de 0,42 (Cuadro 3). La diversidad
genéticapromediodentrodelassubpoblaciones(H,)
tue de 0,33 y la conseguida entre subpoblaciones
(H,) de 0,09. Por lo tanto, el valor de R, fue
igual a 0,22, sefialando que de la variabilidad
total de la poblacién, un 22% se distribuyé entre
las subpoblaciones y por complemento, cada
subpoblacién en promedio representé un 78% de

la variabilidad de la poblacién.

El intervalo de wvariacion de H entre las
subpoblaciones fue de 0,21-0,48 (Cuadro 3).
Las subpoblaciones que mostraron estos valores
extremos fueron colectadas en la misma localidad
(La Carretera v), y en una semana de diferencia
se observé la caida de H en el tiempo, asociada a

la pérdida de algunos genotipos en B-EST y EM.
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Para los valores de H encontrados en este intervalo,
el andlisis de varianza no detecté diferencias
significativas  (#'=0,93;P=0,50), es decir poco
efecto de localidad y tiempo en la cantidad de
variabilidad por subpoblacién. La prueba de
independencia (contingencia) entre las frecuencias
genotipicas y las subpoblaciones arroj6 resultados
significativos en cada sistema (Cuadro 4). Esto
indica que dichas frecuencias no fueron idénticas
entre las subpoblaciones. De particular interés fue
la comparacién entre La Carretera v-1yv-2,donde
la prueba de contingencia detecté diferencias
significativas en el sistema B-EST (x?=10,39;
P=0,016), en el que se observé la pérdida de tres

genotipos en una semana.
Semejanzas genéticas

La matriz con los valores promedios de la identidad
genotipica de Hedrick (I ) y de las distancias
geogréficas (G ) se presentan en el Cuadro 5. El
promedio de todas las comparaciones de I fue
igual a2 0,82 y el intervalo de variacién estuvo entre
0,60 (La Rojefia vs La Fecha) y 0,97 (La Chorrera
vs Carretera v-2). El valor promedio de I_ indica
que un 82% de las comparaciones entre individuos
de dos subpoblaciones distintas presentaron los
mismos genotipos que los conseguidos en las
comparaciones dentro de las subpoblaciones.
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Cuadro 3. Estimaciones de la diversidad genética para siete subpoblaciones de Bemisia tabaci colectadas sobre el cultivo

del ajonjoli en la regién Turén, Venezuela.

Sistema h h, h h .
isoenzimdtico La Chorrera LaFlecha  Microsur ~ LaRojefia  Jobal Abajo Carreterav-1 Carretera v-2 0 e
0,43 0,19 0,69 0,43 0 0,53 0,50
a-EST (o). 50 (o) (o) o R (o) 063 039 024 038
0,43 0,38 0,27 0,50 0,27 0,62 0
B-EST 19) (1) 20) (19) (20) (16) (19) 0,41 035 0,06 0,14
0,18 0,41 0,57 0,67 0,56 0,36 0,26
MDH (10) (19) 20) (19) (20) a7 (20) 0,49 0,43 0,07 0,14
0,09 0 0 0 0,36 0,43 0,09
ME 22) 1) @1) 1) @1) 19) @1) 0,15 0,14 0,01 0,10
H H H H Ry,
. 0,28 0,24 0,38 0,40 0,30 0,48 0,21
Promedio (70) 81) (80) (79) (85) (69) (79) 0,42 033 0,09 0,22

(a) Entre paréntesis el namero de individuos utilizados.

Cuando se propuso a G, como una variacién
asociadaa D_, no se detectd correlacién lineal entre
las mismas segun la prueba de Mantel (Cuadro 6),
lo que sugiere que, en la estructura poblacional
de P-Turén la deriva aleatoria es un factor de
mayor determinacién que la migracién entre las
localidades. Se probaron varias combinaciones entre
las subpoblaciones, en caso de que el fenémeno de
aislamiento por distancia tenga mayor relevancia
entre ciertas subpoblaciones en particular. En los
graficos de dispersion entre los D_y G_ obtenidos
en cada caso (no publicados), se observé el
predominio del azar. Se puede destacar, que cuando
se probo el modelo en poblaciones alienadas en
un sentido perpendicular al de los vientos alisios
(Figura 1y Cuadro 6), donde los vientos se podrian
sumar como barrera fisica a la distancia geografica,
la magnitud de los coeficientes de correlacion
estimados, sus signos y valores de probabilidad
P asociados no fueron adecuados para sugerir la
hipétesis del aislamiento por distancia.

Discusion

Para el caso de P-Turén y sus subpoblaciones, se
empled el indice H para cuantificar la diversidad
genotipica. El indice H estima la probabilidad de
encontrar dos genotipos distintos en una localidad
o subpoblacién, de alli que el valor conseguido
(H, = 0,42) sugiere que la poblacién fue diversa.
El complemento de H.. (1-H) mide el grado de
predominancia de un genotipo en especifico. Si se
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asume un equilibrio de Hardy y Weinberg, 1-H.;
mediria la predominancia de un homocigoto, lo cual
estd directamente relacionado con la posibilidad de
perder variabilidad por deriva genética o seleccidn.
Bajo este supuesto, debido a que un 1-H de 0,58
de P-Turén estd alejado del valor miximo de 1, se
presenta una baja probabilidad de que los alelos
de la poblacién tiendan a perderse, si alguno de
ellos lograra alcanzar una frecuencia cercana a la
unidad.

Con el fin de extender la comparacién de la
variabilidad genotipica estimada para B. fabaci
en Turén a la de otros organismos, empleamos
dos frecuencias contrastantes de p (0,5 y 0,95),
para estimar una aproximacién a D, el indice
de diferenciacién genética de Nei. Los valores
obtenidos fueron 0,34 y 0,22, respectivamente; lo
que sugiere que P-Turén presenta un D similar o
mayor al de Drosophilay avispas (0,15), por encima
del de mamiferos (0,037), reptiles (0,047) y aves
(0,042) (Selander 1980).

Dentro delaespecie B. tabaci, P-Turén parece ser tan
o mis variable como un conjunto de 17 poblaciones
de B. tabaci colectadas en diversas localidades de
California y Florida, EE.UU (Perring et al. 1993).
Las frecuencias alélicas de ocho loci polimérficos
isoenzimdticos de seis poblaciones del biotipo A y
11 poblaciones del biotipo B fueron utilizadas para
hacer el cilculo de D [valor no reportado por los
autores]. El promedio por poblacién del biotipo A
fue igual a 0,216 y el del biotipo B de 0,103, para

un promedio general de 0,143; valores que son
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Cuadro 4. Prueba de independencia o contingencia
entre las frecuencias genotipicas y las subpoblaciones de
la region Turén, Venezuela.

Sistema ) Grados de .
isoenzimdtico X libertad P
o-EST 154,74 24 0,000
B-EST 54,04 18 0,000
EM 30,78 18 0,030
MDH 23,40 12 0,024

(1) Probabilidad asociada al valor y?

similares o menores a los estimados de P-Turén

(0,34 - 0,22).

En este estudio, cada subpoblacién representa el
efecto del ambiente donde fue tomada la muestra
sobre la variabilidad genotipica. Se cree que una
notable variabilidad genotipica entre los sitios de
colecta, podria ser un indicio de un proceso de
diferenciacién genética de la mosca blanca entre
las regiones ajonjoliceras. Segtn la prueba de £,
entre los valores promedios de H estimados en las
subpoblaciones(0,21-0,48),cadaambientepresent
una variacién genética similar a la promedio de la
poblacién P-Turén. Con la prueba de contingencia
se detectaron diferencias significativas entre las
frecuencias de los genotipos colectados en cada
ambiente, lo cual indica diferenciacién genética
entre las subpoblaciones. El hecho de que la prueba
de contingencia de las frecuencias genotipicas
contraste con los resultados de la prueba de Fentre
los valores de H, muestra que hubo variabilidad en
el orden relativo de los genotipos y las frecuencias
de éstos variaron entre las subpoblaciones. Sin
embargo, estas diferencias no se tradujeron en la
predominancia de genotipo alguno que desviara
los valores de H. Esto se explica, si se considera que
diferentes arreglos o combinaciones de frecuencias
de genotipos (incluso cualitativamente distintos
entre si) pueden generar valores similares de h.

Los valores de R,,. como de y’ sugieren que
podrian existir variaciones originadas en los
ambientes de colecta, lo que se traduce en una
fragmentacién geogrifica de la diversidad. Las
variaciones interlocales de la mosca blanca en la

region ajonjolicera, representa alrededor de % de la
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variacién total y cuando se comparé esta tendencia
con resultados de poblaciones de un mismo biotipo
de B. tabaci colectadas en diferentes localidades, este
patrén parece repetirse en poblaciones de Espafia
(Moya et al. 2001), Florida y California (Perring et
al. 1993). Para los biotipos B y Q, las poblaciones
de Espafia arrojaron aproximadamente dos veces
mis variabilidad intra que interpoblacional. En las
poblaciones de Florida y California, el componente
de la diversidad genética total segin el coeficiente
de diferenciacién genética Gy (Nei 1973) fue de
13 y 21% dentro del biotipo A y B, respectivamente
[valores obtenidos a partir de las frecuencias alélicas
publicadas por Perring etal. 1993]. Adicionalmente,
cuando la comparacién entre las poblaciones arriba
mencionadas se hizo entre diferentes biotipos
(efecto biotipo), los resultados indican que esta
fuente de variacién podria ser un determinante de
mayor peso para explicar la diferenciacién que el
efecto de las localidades o distribucién geografica.
En Espana, se consiguié que independientemente
de la localidad donde se colectaron las muestras,
dos poblaciones pertenecientes a un mismo
biotipo eran mds similares genéticamente que
dos poblaciones de biotipos distintos (Moya et al.
2001). De igual manera, el valor de G, aument6
a un 58% en las poblaciones de Norteamérica.
Esto sugiere, que en B. fabaci 1a subdivisién de la
poblacién en subpoblaciones geogrificas representa
un efecto que origina una diferenciacién genética
no mayor al 25%, casos de Venezuela, Espana y
EE.UU; mientras que esta diferenciacién podria
ser mayor el 50% cuando la variacién observable
es originada por el efecto biotipo, casos Espafia y
EE.UU (Perring et al. 1993; Moya et al. 2001).

Con respecto a la dindmica de las frecuencias
genotipicas, se tiene que las colectas realizadas con
una semana de diferencia dentro del sembradio
en La Carretera v, sugieren que la estructura
genética no es estitica en el tiempo. La prueba
de independencia entre ambas subpoblaciones
detecté diferencias significativas en B-EST,
donde se perdieron tres genotipos. Mientras que
en o-EST se perdié el genotipo mds frecuente y
a la vez apareci6 una variante de baja frecuencia,
que limité el cémputo del estadistico de prueba.
Adnque no se observaron diferencias entre los
valores de H, se destaca que los estimados de estas
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Cuadro 5. Matriz de identidad genotipica de Hedrick (I,,) entre las subpoblaciones colectadas en la regién Turén,
Venezuela (bajo la diagonal) y las distancias geograficas en kilémetros (G,,) que las separan (sobre la diagonal).

La Chorrera La Flecha Microsur La Rojena Jobal Abajo  Carreterav-1 Carretera v-2
La Chorrera - 27 52 41 53 31 31
La Flecha 0,7419 - 26 18 49 20 20
Microsur 0,8757 0,7381 - 24 64 38 38
La Rojefia 0,8193 0,6026 0,8453 - 40 15 15
Jobal Abajo 0,9407 0,7181 0,8477 0,8575 - 29 29
Carreterav-1 0,8491 0,9244 0,7697 0,7203 0,8292 - 0
Carreterav-2 0,9699 0,7370 0,8813 0,7838 0,9235 0,8137 -

dos subpoblaciones fueron los mds contrastantes,
relacionados negativamente en funcién del tiempo.
Cuando se realizé la seginda colecta, se observé el
avance de la cosecha del cultivo en la regién, lo que
podria estar asociado la movimiento y/o perdida
de insectos. En esta comparacién particular
observamos que, a pesar la estrecha relacién entre
estos dos ambientes, podrian existir en corto
tiempo factores que condicionen diferencialmente
las frecuencias genotipicas de la mosca blanca.

Por otra parte, debemos tomar en cuenta que la
diversidad genética estimada para la mosca blanca
en la region de Turén, podria estar influenciada por
el efecto del muestreo debido a la poca disposicién
de insectos (entre 10-24 para la estimacién de h),
al uso de individuos diferentes para promediar las
repeticiones a causa de la limitante cantidad de
proteinas obtenidas por individuo, entre otras.

Los anilisis de autocorrelacién espacial mostrados
en el cuadro 6 indican ausencia de correlacién entre
las distancias genéticas y las geogrificas. Segin
Koenig (1999), la dispersién ha sido el factor mis
comunmente asociado la teoria del aislamiento por
distancia (modelo de piedras de paso). Por otro lado,
el viento ha sido citado como un factor fuertemente
asociado a la dispersién de la mosca blanca (Byrne
et al. 1996). Se realizaron los clculos usando varias
arreglos entre las subpoblaciones, conociendo
que el fenémeno de la autocorrelacién espacial
podria presentarse en mayor grado entre algunas
localidades en especial. Sin embargo, en ningin
caso se pudo suponer el modelo de aislamiento
por distancia, incluso cuando los vientos alisios
pudieron influir en el valor de 7 (Figura 1, Cuadro
6).
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Esto sugiere que, en el caso de P-Turén, el
intercambio de individuos entre distancias de 64 a
15 kilémetros es de menor relevancia que la deriva
aleatoria en cada localidad. Segin Isaacs y Byrne
(1998), la dispersion a largas distancias de B. tabaci
parece ser de escasa importancia si se compara
con las dispersiones a cortas distancias. Este
comportamiento parece haber sido mantenido
por la evolucién, quizds como un mecanismo para
colonizar nuevos hibitat sin causar una gran pérdida
de individuos en la poblacién (Isaacs y Byrne 1998).
Si resulta cierta esta hipétesis, se requeriria mds
tiempo para que P-Turén encuentre un equilibrio
entre la perdida por deriva y la ganancia por
migracién; ya que la falta de equilibrio detectada
en este estudio, no implica que las poblaciones no
estén en contacto.

Otra posible causa de la falta de equilibrio entre la
migracién y la deriva podria ser la expansién del
biotipo B de B. fabaci en los afios 90 (Salas y Arnal
2001) en Venezuela, donde se cuenta al ajonjoli
como un hospedero no tradicional colonizado por
la mosca blanca luego de la aparicién de este biotipo
(Arnal et al. 1993b; Laurentin 1996). Igualmente,
se requeriria mds tiempo para que los procesos
migratorios equilibren las perdidas por deriva.

La deriva genética podria ser consecuencia de la
disminucién anual en el tamafo de la poblacién,
producto de las precipitaciones en la zona durante
el periodo de mayo a agosto combinado con la
siembra del maiz. I.a dindmica anual del clima en
la regién, conlleva a B. fabaci a enfrentar un proceso
de extincién y recolonizacién del ambiente. El
efecto de las precipitaciones es tan marcado en la
regién, que se han observado caidas drésticas en
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Cuadro 6. Estimaciones del coeficiente de correlacion 7 entre las distancias genéticas y las geograficas (autocorrelacion
espacial). El modelo de aislamiento de las poblaciones en la distancia no puede ser sugerido. Se muestran los valores de
probabilidades asociados a las estimaciones Py en kilémetros (Km) se indica el intervalo de distancia geografica.

Subpoblaciones analizadas r p Km

Todas, sin Carretera v-2 -0,418 0,076 64-15
Todas, sin Carretera v-1 -0,419 0,169 64-15
Microsur, La Flecha, Carretera v-1 0,643 0,304 38-20
La Rojena, Carretera v-2 y Jobal Abajo -0,585 0,348 40-15
Microsur, La Rojena, La Flecha, Carretera v-1 y Jobal Abajo -0,23 0,212 64-15
Microsur, La Rojena, La Flecha, Carretera v-2 y Jobal Abajo -0,34 0,268 64-15
La Chorrera, Microsur, La Flecha, Carretera v-1 -0,095 0,41 52-20
La Chorrera, Carretera v-2, La Rojena y Jobal Abajo -0,404 0,288 41-15
Carretera v-1, La Flecha y La Rojena -0,533 0,34 20-15
Carretera v-2, La Flecha y La Rojena 0,35 0,51 20-15
Todas -0,317 0,17 64-15

la densidad poblacional en época de sequia debido
a lluvias extemporineas (Linares 2002). Este
efecto de deriva, también podria ocurrir de forma
diferencial entre las localidades, ya que las lluvias
en la region suelen ser cortas, intensas y localizadas.
Ademds es necesario considerar, que las variaciones
en la oferta alimenticia y/o otros disturbios
antropocéntricos (quemas, inundaciones, control
de malezas, plaguicidas, etc.) comunes en un drea
de alta intervencién agricola como Turén, pueden
influir en las frecuencias genotipicas de forma muy
particular en cada ambiente. Por tanto, El grado de
fragmentacion genética de P-Turén (22 %) podria
explicarse, si se considera por ejemplo, el efecto
de diversas inmigraciones con efectos fundadores
distintos en cada localidad en conjunto con la
diferenciacién entre las localidades por deriva
genética aleatoria.

Sokal y Rohlf (1995) sefialan que alrededor de
siete subpoblaciones podrian producir el numero
de permutaciones adecuadas para generar una
distribucién de los valores r que asuma en lo
posible las propiedades de la distribucién normal.
En algunos casos se analizaron grupos pequefios de
poblaciones en este estudio. Por otra parte, autores
como Koenig (1999) y Catanéo et al (2003),
discuten acerca de la poca disposicién actual de
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datos que permitan el avance de la comprensién
y por ende de los modelos que estudian la
diferenciacién genética espacial o la agregacién
espacial de fenémenos biolégicos en general.

En el ajonjoli se han detectado dos posibles
variantes de resistencia a B. tabaci. Laurentin y
Pereira (2002) y Laurentin y Pereira (2000) han
conseguido evidencias de antibiosis y antixenosis.
Esta combinacién involucra una resistencia
multifactorial generalmente mds durable (van
Endem 1987; de Ponti et al. 1990). Esta situacién,
es ventajosa para un programa de mejoramiento del
ajonjoli, pues la alta diversidad genética estimada
en la poblacién P-Turén con una aparente no-
estructura geogrifica, sugiere la existencia de una
poblacién con un gran potencial para ‘vencer’
cualquier resistencia basada en uno o pocos genes
de efecto mayor (van Endem 1987). No obstante,
serfa interesante conocer si la alta diversidad de
P-Turén podria generar nuevos biotipos en contra
de estos mecanismos de resistencia.

Como consideracién final, se plantea la necesidad
de una serie de estudios sistemdticos en el tiempo
y el espacio con el fin de generar mas informacién
acerca de los factores que condicionan la magnitud
de la variacién genética y la estructura de B.
tabaci en Turén. Debemos tomar en cuenta que
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el diagnéstico entomolégico de la fitoproteccion
contempla y valora la especie bajo estudio asi como
los organismos y ecosistemas que se relacionan a
ella (hospederos alternativos, enemigos naturales,
etc). Por ultimo, en poblaciones de Espafiay EEUU
el efecto biotipo ha sido de gran valor para explicar
la distribucién de la variabilidad genética, e incluso
teniendo mds peso que la ubicacién geogrifica
de las poblaciones. Esta variable no fue abordada
en este estudio. Para despejar estas incégnitas
se plantea en un futuro estudiar con un mayor
numero de marcadores genémicos las variaciones
aqui detectadas y correlacionar esta variacién a la
dindmica poblacional de B. zabaci en Turén.
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APEND|CE 1. Figura 3. Patrones de bandas evaluados en el sistema

Figura 2. Bandas mostradas por Malato deshidrogenasa de MDH.

(MDH), presentadas segiin sus migraciones relativas

(MR).
PATRON 1 PATRON 2 PATRON 3
BANDAS MR
e 0,7 4
0’8 1 —— 0'6 1
0,80 — (), 58
0,76
0,74
0,61 Figura 4. Bandas mostradas por Enzima Malica
0,58 (EM), presentadas segin sus movilidades relativas
mmmaitil (MR).
0,56
0,54
BANDAS MR
—— 0,73
Fotografia 1. Gel de acrilamida mostrando algunas de
las bandas de MDH. De izquierda a derecha, carril 1: — 0,69
bandas 0,81y 0,76. Carriles 2,5 y 9: bandas 0,81, 0,76 y
0,74. Carril 3: bandas 0,81, 0,80 y 0,74. Carril 4: bandas
0,81,0,80,0,76 y 0,56. Carril 6: 0,80 0,76 y 0,74. Carril
7: banda 0,58. Carril 8: banda 0,61 y Carril 10 bandas:
0,80y 0,74.
—— 0,53
e L
—— o § ¥
0,42
0,36
—— 0,06
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Fotografia2. Gel de acrilamida mostrando algunas
de las bandas de EM. De izquierda a derecha,
carriles 1 a 7 junto con 9 y 10 banda 0,73. Carril 8
sin bandas (variante nula).

e bt ot e

Figura 5. Patrones de bandas evaluados en el
sistema EM.

PATRON 1 PATRON 2 PATRON 3 PATRON 4
Sin bandas
()73 (73
— 0,69
I 0,53
s (0,42
— 0,36
— 0,06
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Figura 6. Bandas mostradas por P-Esterasa
presentadas segun sus movilidades relativas (MR).

BANDAS MR

0,79

Fotografia3. Gel de acrilamida mostrando algunas
delas bandas de 3-Esterasa. De izquierda a derecha,
carril 1: sin bandas (variante nula). Carril 2 y del

4 hasta el 10: bandas 0,79, 0,65 y 0,45. Carril 3:
bandas 0,79, 0,66, 0,65 y 0,4.
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Figura 7. Patrones de bandas evaluados en el
sistema de -Esterasa.

PATRON 1 PATRON 2 PATRON 3 PATRON 4
—— 0,67
—— 0,66 .
I 0,65 I (65 I 0,65 sin bandas

Figura 8: Bandas mostradas por o-Esterasa
presentadas segin sus movilidades relativas (MR).

MR

0,82

0,50

0,44

0,00
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Fotogratia 4. Gel de acrilamida mostrando algunos
de las bandas de a.-Esterasa. De izquierda a derecha:
carriles 1y 4: bandas 0,82, 0,67, 0,65 y 0,44. Carril 5:
bandas 0,82, 0,68, 0,65 y 0,50. Carriles 6 a 10: bandas
0,82, 0,68, 0,65 y 0,44.

L

Figura 9. Patrones de bandas evaluados en el sistema
de a-Esterasa.

PATRON 1 PATRON 2 PATRON 3 PATRON 4 PATRON 5
I
— () 67 0,68 — 0,67
065 mm— o 0,65 — 0,66 — 0,65
— 0164 —0]64




