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ARTICULO ORIGINAL

Caracterizacion molecular de la especie invasiva Middle East-Asia minor one
(MEAM1) de Bemisia tabaci (Gennadius), presente en Cuba
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RESUMEN: En este trabgjo se utilizaron marcadores microsatélites y la secuencia del gen mtCOI para
realizar una caracterizacion molecular de la especie Middle East-Asia minor one (MEAM1) de Bemisia
tabaci (Gennadius) (Hemiptera, Aleyrodidae), en Cuba. Se seleccionaron individuos recol ectados en pepino
(Cucumis sativa L.), remolacha (Beta vulgaris L.), tomate (Solanum lycopersicum L.) y calabaza
(Curcubita pepo L.); en frutales de interés econdmico como fruta bomba (Carica papaya L.) y en dos
especies de arvenses hospedantes de Bemisia como hierba mora (Solanum americanum Mill) y salvia
(Salvia officinalis L), en ecosistemas no productivos. Los resultados permitieron confirmar la presencia
de la especie MEAM1 en todas las especies de plantas estudiadas, con baja divergencia molecular no
asociada al hospedante. La secuenciacion evidencio la presencia de las MEAM1 coexistiendo con la especie
New World (NW) en Salvia officinalis L.
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Molecular characterization of Bemisiatabaci (Gennadius), Middle East-Asiaminor one
(MEAM1) invasive speciesin Cuba

ABSTRACT: Microsatellite markers and the mitochondrial sequence of mtCOI gene were used for the
molecular characterization of the MEAM1 species of Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera, Aleyrodidae)
in Cuba. Whitefly specimens collected from cucumber (Cucumis sativa L.), sugar beet (Beta vulgaris L.),
tomato (Solanum lycopersicum L.), squash (Cucurbita pepo L), fruits of economic interest like papaya
(Carica papaya L.), and two species of Bemisia weed hosts like American black nightshade (Solanum
americanum Mill) and sage (Salvia officinalis L) were selected in non-productive ecosystems The results
made evidente the presence of MEAM 1 population with low molecular divergencein all hosts examined. DNA
sequencing revealed the coexistence of MEAM1 with the New World (NW) species in S officinalis L in
natural habitat.
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INTRODUCCION multiples especies de plantas, tanto arvenses como

cultivos de interés econdmico. Es una plaga cosmo-

La mosca blanca (Bemisia tabaci Genn.) es una  polita ampliamente distribuida por las regiones tropi-

especie haplodiploide, descrita por primeravez como  cales y subtropicales que causa dafios directos a las

plaga en la agricultura hace 120 afios en Greciay des-  plantasy es vector de méas de 110 virus de plantas (1).
de entonces es una de la mas dafiinas, pues afecta
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En la literatura se refieren varios métodos
moleculares que se utilizan para la caracterizacion de
las poblaciones de mosca blanca; todos revelan una
amplia variabilidad de biotipos y grupos filogenéticos:
desde los patrones de esterasas, la amplificacion
aleatoria de ADN polimoérfico (RAPD del inglés Random
Amplification of Polymorphic DNA), el analisis de
polimorfismos en la longitud de fragmentos amplifica-
dos (AFLP, del inglés Amplified fragment length
polymorphism) hasta la secuenciacién de la region
mitocondrial y ribosomal. El estudio de diferentes locis
microsatélites ha brindado una mayor resolucién a las
investigaciones acerca de las estructuras de las po-
blaciones y ofrece las primeras evidencias de que al
menos 10 especies indistinguibles morfolégicamente
se encuentran en la regién de Asia-Pacifico (1, 2).

Posteriormente, con la secuenciacion del gen
mitocondrial citocromo oxidasa (mtCO1) se concluyo
que B. tabaci es un complejo formado por, al menos,
24 especies cripticas imposibles de distinguir
morfolégicamente, entre los que estan incluidos 11 gru-
pos genéticos de mayor nivel y diferenciacién evoluti-
va; estos grupos los asociaron a los diferentes biotipos
empleados, lo que confiere mayor valor genético y pro-
pone la eliminacién de la denominacion de biotipos (3,
4). A continuacion, en cursiva se describen las espe-
cies propuestas y los biotipos asociados entre parén-
tesis: Mediterranean (Q, J, L, sub-Saharan Africa
silverleaf); Middle East—Asia minor 1 (B, B2); Middle
East-Asia minor 2; Indian Ocean (MS); Asia | (H, M,
NA); Australia/Indonesia; Australia (AN); China 1
(ZHJ3); China 2; Asia Il 1 (K, P, ZHJ2); Asia Il 2; Asia ll
3(ZHJ1); Asiall 4; Asiall 5 (G); Asia ll 6; Asiall 7 (Cv);
Asia ll 8; Italy (T); sub-Saharan Africa 1; sub-Saharan
Africa 2 (S); sub-Saharan Africa 3; sub-Saharan Afri-
ca 4; New World (A, C, D, F, Jatropha, N, R, Sida); y
Uganda.

En Cuba se informé, en 1995, la presencia de B.
argentifolli (5); mas tarde la caracterizacion molecular
de poblaciones cubanas de mosca blanca, fundamen-
talmente en tomate, permitié determinar la presen-
cia del biotipo B de B. tabaci, aunque no se encontrd
el biotipo A 0 especie nativa (6) en las plantas anali-
zadas. En 2011 (7) se informé la especie MEAM1
(previamente biotipo B) de forma predominante en
cultivos horticolas y en Malva sp., asociada al cultivo
del tomate.

El presente trabajo tuvo como objetivos conocer la
distribucion de la especie MEAM1 en diferentes
hospedantes y ecosistemas y determinar,
molecularmente, su variabilidad genética.
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MATERIALESY METODOS

Se recolectaron 284 adultos de mosca blanca de
pepino (Cucumis sativa L.), remolacha (Beta vulgaris
L), tomate (Solanum lycopersicum L.) y calabaza
(Curcubita pepo L.), ademéas de un cultivo no
horticola, que fue fruta bomba (Carica papaya L.).
También se recolectaron insectos en dos especies
de arvenses hospedantes de Bemisia sp., presen-
tes en ecosistemas no productivos; estas fueron:
salvia (Salvia officinalis L.) y hierba mora (Solanum
americanum Mill).

EI ADN se extrajo de adultos de B. tabaci, segin el
protocolo propuesto por Delatte et al. (8), colocando
una sola mosca en el tubo eppendorf de 1,5mly mace-
rando fuertemente con una varilla de cristal. El tubo se
calentd a 95°C por 5 minutos y se puso rapidamente a
frio. Posteriormente se centrifugd a 8000 g por 30 se-
gundos y el sobrenadante se transfirié a un tubo limpio
y almacenado a -80°C hasta su uso.

Con el objetivo de descartar la presencia de la es-
pecie Mediterranea (MED, anteriormente biotipo Q) y
de agrupar los ADN correspondientes a la especie
MEAML1 (anteriormente biotipos B) y separarlos de la
especies no MEAML1. Se analizé cada ADN proce-
dente de los adultos mediante la amplificacion de dos
locis microsatélites, Bem23 y Ms145 (7). Los frag-
mentos se separaron por electroforesis en geles de
agarosa al 2%.

Los ADN positivos para el grupo MEAML1 se utiliza-
ron para estudiar el polimorfismo genético de los indivi-
duos colectados en diferentes hospedantes, mediante
el andlisis de tres locis microsatélites (Bem6, Bem15
y Bem25) descritos por De Barro et al. (2).

Las amplificaciones se realizaron en una mezcla
de volumen final 20 pl que contiene 100 uM dNTP, 0.1uM
de cada cebador, 4 mM MgCl,, 1 U de Taq polimerasa
y 2ul de ADN extraido. Todos los locis microsatélites
se amplificaron con el siguiente programa 35 ciclos de
1mina94°C,1mina55°C,1mina73°C, 10 ul de
cada producto amplificado fue visualizado en un gel de
agarosa al 2%. Los productos obtenidos de los
cebadores de los locis Bem 6, Bem15 y Bem25 se
visualizaron en geles de poliacrilamida al 7%, en con-
diciones nativas.

Con los resultados de las amplificaciones se cons-
truyd una matriz de datos binarios sobre la cual se
realizo el célculo de las distancias mediante indice de
similaridad de Jaccard y el analisis de conglomerados
utilizando el método de UPGMA (programa InfoStart)



(9). Los dendrogramas permitieron evaluar la variabili-
dad genotipica entre los individuos seleccionados, co-
rrespondientes a la especie MEAML.

Para comprobar los resultados con el estudio de
los marcadores se seleccionaron cinco ADN
gendémicos, dos que amplificaron el patron MEAM1 y
tres que no mostraron patron MEAM1. Estos ADN se
amplificaron con los cebadores C1-J2195/L2-N3014 (10)
del gen mitocondrial citocromo oxidasa (mtCO1), se-
gun el protocolo de amplificacion propuesto por Mufiiz
etal. (7). Los fragmentos obtenidos se secuenciaron y
se analizaron con el software BLAST (http://
www.nchi.nlm.nih.gov).

RESULTADOSY DISCUSION

En la Figura 1 se observan los patrones represen-
tativos amplificados para los marcadores Ms145y Bem
23 que demostraron dos tipos de combinaciones: 1)
Patrén de 220pb para ambos marcadores y 2) Patron
de 220 pb para Bem 23y 180pb para Ms145. La com-
binacion de alelos de los locis Bem23/Ms145 con el
patron 220/220 coincide con el informado para el grupo
MEAML1, referido a la presencia del alelo 220 en
homocigosis. La amplificacion de individuos con patro-
nes 220/180 observados coincide con los referidos a
especies no MEAML (7). En las muestras analizadas
no se detectd la presencia de MED (biotipo Q) con la
combinacion 410/180.
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En la Tabla 1 se aprecian los resultados del anali-
sis general de la amplificacion de todas las muestras
con los marcadores de los locus Bem23 y Ms145. Se
demuestra el porcentaje de individuos que amplifica-
ron la combinacién 220/220 correspondiente a la pre-
sencia de la especie MEAML. Se puede observar que
las dos arvenses analizadas mostraron los menores
porcentajes de presencia de la especie MEAML, lo
cual puede estar asociado a que estas plantas se re-
colectaron en ecosistemas no productivos, menos per-
turbados por las producciones de hortalizas y por al-
tos niveles de incidencia de la especie MEAML. Esta
puede ser una evidencia de que las arvenses que se
encuentran en ecosistemas no productivos son nichos
de contacto genético y ecolégico entre especies nati-
vas e invasivas. Resultados similares se informaron en
Isla Reunién para el biotipo B invasivo y el Ms nativo
(11). Por otra parte, tanto en calabaza como tomate, el
100% de los individuos analizados correspondieron con
la especie MEAML1 y esto confirma los resultados pre-
viamente obtenidos (6, 7).

Los ADN positivos para la especie MEAM1, selec-
cionada a partir del andlisis de la combinacion de los
locus Ms145/Bem23, amplificaron un tnico fragmento
de, aproximadamente, 220pb con el marcador Bem6,
correspondiente al alelo 220 del locus Bem6. Estos
resultados coincidieron con lo descrito por McKenzie
et al. (12) para la especie MEAM 1 o biotipo B.

Bem 23

Ms145

FIGURA 1. Patron de amplificacion representativo deloslocis Bem23y Ms145, obtenido apartir del uso delos cebadores
especificos para la diferenciacion de biotipos de B. tabaci Genn. Linea continua muestra patron de amplificacion de la
combinacién 220/220 (Bem23/Ms145) correspondiente alaespecie MEAM1 (muestrasde S officinalis, Sal-Cu92y C. pepo;
Ca-Cu15); lineadiscontinuaevidenciapatron de amplificacion delacombinacion 220/180 (Bem23/Ms145), correspondiente
aespeciesno MEAM1 (muestrasde S officinalis, Sal-Cu98y Sal-Cul2). Electroforesisen gel deagarosaal 2%./ Representative
amplification profile of Ms145/Bem23 locus by using specific primers for differentiation of B. tabaci Genn biotypes .
Continuous line shows the amplification pattern of the combination 220/220 (Bem23 / Ms145) corresponding to MEAM1
species (samplesfrom S, officinalis, Sal-Cu92) and C. pepo; Ca-Culb5); dashed line shows the amplification pattern of the
combination 220/180 (Bem23 / Ms145) corresponding to no MEAM1 species (samples from S officinalis, Sal-Cu98 and
Sal-Cul2). Electrophoresis on agarose 2%.
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TABLA 1. Porcentajes de individuos pertenecientes a la especie MEAM1 de Bemisia tabaci, detectada en cada unade
las plantas hospedantes muestreadas./ Percentages of individuals belonging to Bemisia tabaci species MEAM1 detected

in each of the hosts collected.

Cultivo

Acroénimos

Total individuos
colectados

% positivas especie

MEAM1

Pepino (Cucumis sativa L.) Pep-Cu

Remolacha (Beta vulgarisL.) Rem-Cu 13 61.53
Hierba mora (Solanum americanum Mill.) Hm-Cu 30 12
Tomate (Solanum lycopersicum L.) To-Cu 19 100
Salvia (Salvia officinalisL.) Sal-Cu 59 26
Calabaza (Curcubita pepo L .) Ca-Cu 29 100
Fruta bomba (Carica papaya L.) Pay-Cu 38 81.57

En cada uno de los casos, se obtuvo polimorfismo
para la combinacion de Bem15y Bem25 con alelos de
tallas desde 100-250pb. El andlisis de conglomerados
(Fig. 2), para ambos marcadores, demostré que la va-
riabilidad fue, aproximadamente, del 1%.

En ambos locis, sobre la base de 1% de divergen-

dos individuos colectados de Salvia officinalis L., en
el locus Bem25 se agruparon independientes la ma-
yoria de los aislados de S. officinalis y dos individuos
colectados en Solanum americanum Mill. Los grupos
mayoritarios formados (GM) se subdividieron para for-
mar dos subgrupos (SGIy SGII), donde en el locus

. ; . Bem15 los individuos colectados en los diferentes
cia, se separaron del agrupamiento mayoritario (GM)
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FIGURA 2. Dendrogramaconstruido apartir del andlisisde conglomeradosrealizado conla matriz binariaobtenidadela
amplificacion dediferentesalelosdelosA) locusBem15y B) Bem 25 (DeBarro et al, 2003), loscircul osen azul muestranlos
grupos de mayor diversidad denotando como GM el grupo mayoritario formado, SG denotalos subgrupos formados dentro
del grupo mayoritario./ Dendrogram constructed fromthe cluster analysis performed with the binary matrix obtained from
the amplification of different alleles of the A) Bem15 and B) Bem 25 locus (De Barro et al, 2003); bluerings show clades
with high diversity; GM denotes the majority group formed; SG denotes the subclades inside the majority group.
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hospedantes se agruparon de forma heterogénea con
una variabilidad menor del 1%; sin embargo, en el
locus Bem25 el subgrupo SGI incluyé a todos los
individuos procedentes de tomate y remolacha, mien-
tras que el SGII incluy6 los individuos procedentes
del resto de los hospedantes. Estos resultados indi-
can que existe aln una baja variabilidad de la espe-
cie MEAML1 en el pais, tal como fue informado para
el resto de las Américas (13).

Es posible que los bajos porcentajes de divergen-
cias entre los subgrupos estén asociados a los distur-
bios y la heterogeneidad de los ecosistemas
muestreados y que constituya una evidencia de que
las interacciones ocurridas y la inmigracion de las es-
pecies no son aun suficientemente fuertes para la ocu-
rrencia de flujo de genes entre las poblaciones y
subpoblaciones genéticas presentes, similar a los des-
crito por varios autores, debido, posiblemente, a la re-
ciente introduccioén en este hemisferio (4, 13).

Las secuencias de ADN permitieron confirmar los
resultados del estudio con los marcadores
microsatélites. Se obtuvieron cuatro secuencias de los
fragmentos amplificados de la mtCO1. Dos generadas
por individuos colectados de Salvia (S. officinalis, Sal-
Cu92) y calabaza (C. pepo; Ca-Culb) y fueron 99%
idénticas a secuencias de la especie MEAM1 de B.
tabaci e identificada en otros paises de este hemisfe-
rio como especie introducida; tal ha sido el caso de
Estados Unidos (Genebank Acc. No. HQ877599) y
Argentina (Genebank Acc. No. KM100359).

Las dos secuencias restantes se obtuvieron de plan-
tas de Salvia (S. officinalis) con el patrdn no MEAM1
(aislados Sal-Cu98, aislados Sal-Cul2) y que corres-
pondieron, con 98% de identidad, con la especie del
Nuevo Mundo (NW), informada previamente en Cuba
(5) como biotipo nativo (Genebank Acc No. FN821787);
estos aislados mostraron identidad con secuencias de
otros paises del hemisferio como Chile y Honduras
(Genebank Acc. No. AY057132, AF34770).

Los resultados se corresponden con los planteado
por otros autores (5, 6, 7) sobre la presencia en Cuba
de la especies MEAM1 y NW de B. tabaci y constitu-
yen una evidencia de las relaciones simpatricas que
pueden estar ocurriendo, inclusive en un mismo
hospedante. Ejemplo de esto es el resultado en S.
officinalis, sobre la cual se determiné la presencia de
mas de una especie (MEAM1, NW).

Con estos resultados se confirma que la especie
MEAM1 posee habilidad para utilizar multiples
hospedantes y, en algunos casos, compartido con la
especie NW; tal como se informé para B. tabaci por
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otros autores (4, 5, 6, 7, 8). Estos estudios deben con-
tinuar en el futuro, a fin de conocer la influencia de los
hospedantes en las poblaciones de B. tabaci en el
paisy poder correlacionarla con el tipo de ecosistemas.

El biotipo Q, endémico del Mediterraneo y amplia-
mente distribuido por varios paises (12, 14, 15), no se
encontrod dentro de las poblaciones cubanas de B.
tabaci. La coexistencia de especies introducidas
(MEAM1) y nativa (NW) de Bemisia, tanto en
ecosistemas agricolas como en no productivos, ejer-
cen una fuerza importante en la distribucion y apari-
cién de begomovirus en el pais. El monitoreo continuo
de la distribucion de Bemisia tabaci y la dilucidacion
de las caracteristicas de las especies presentes son
aspectos de crucial importancia para el manejo de esta
plagay para obtener un efectivo control, por la informa-
cién que ofrece sobre la relacion con los hospedantes,
la resistencia a insectidas, la asociaciéon con espe-
cies de bacterias simbiontes y el flujo de genes en su
estructura genética (16).
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