PRUEBA DE PCR PARA LA DETECCION DE ALELOS MUTANTES EN
UN GEN DE ESTERASA EN GARRAPATAS Boophilus microplus
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Introduccion. Boophilus microplus es endémica en todo el mundo
en regiones tropicales y subtropicales. El uso intensivo de acaricidas
ha seleccionado poblaciones resistentes en diversas partes del
mundo. Tradicionalmente el diagnostico de resistencia ha sido a
través de la Prueba de FAO (1). Las desventajas de esta pruebason
que requiere un alto nGmero de larvas, es tardada, laboriosa y de
baja sensibilidad; para cuando el problema es detectado, la
frecuencia de alelos resistentes ya esta ampliamente distribuidoenla
poblacion de ?arrapatas. Nuevos métodos diagnosticos basadosen
aspectos moleculares estan siendo desarrollados para detectar
resistencia en insectos (2). Tienen las ventajas de usar un solo
especimen, son relativamente simples, con alta sensibilidad y
especificidad. Esterasas mutadas han sido identificadas como
responsables de la hidrolisis de insecticidas especificos (3). La
esterasa en estudio tiene una mutacién, una sefial aumentada en
hibridizacién de Southern y ha sido relacionada con la hidrolisis de
compuestos piretroides (4).

Objetivo. Diferenciar el genotipo silvestre del mutante en un gen de
esterasa en B. microplus, usando PCR.

Metodologia. Larvas de seis cepas de B. microplus.

CEPA ORIGEN Factor de Resistencia
Coumaphos Permetrina

Gonzalez Zapata, TX susceptible de referencia

Ramirefio Zapata, TX 0.8 2

Tuxpan Tuxp. Ver 8.0 2

Coatzacoalcos Coatz. Ver 3.4 43

San Felipe Tamaulipas 2.3 3535

Corrales Colima 1.3 2601

DNA gendmico fue obtenido de un gramo de larvas de cada cepa
utilizada, por medio de un proceso de macerado en nitrégeno
liguido y extraido con un método estandar fenol-cloroformo. Tres
métodos fueron usados para la extraccion de DNA gendmico
derivado de larvas individuales, usando tres diferentes soluciones
de extraccion. 1- Tris-EDTA (10 mM Tris-1lmM EDTA, pH 7.6); 2-
Suspension de resina Chelex 100 al 5% en agua; 3- Solucién para
PCR 10X (100 mM Tris-HCI pH 8.3, 500 mM KCI). Las larvas fueron
individualmente maceradas en viales de 1.5 ml previamente
congelados y suspendidas en las diferentes soluciones de extraccion.
El tercer bufer también fué utilizado para analizar hemolinfa de
garrapatas adultas. Larvas fueron expuestas a coumaphos o
permetrina, las sobrevivientes fueron separadas de las muertas y
utilizadas en forma individual en PCR para la deteccién de
mutantes.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), contenia los 4 dNTPs

(200 NMM c/u); primers especificos (0.2 NM c/u), polimerasa (0.5
unidades), Tricina-KOH (40 mM), KOAc (15 mM), Mg(OAc), (3.5

mM), y albamina sérica bovina (3.75 ny/ml) en un volumen final de
25 M. DNA genomico o cDNA fue usado como plantilla.
Incubacion por 2 min a 95°C; después 94°C por 30 seg, 64°C por 30
seg y 68°C por 60 seg por 33 ciclos; una extension final por 5 min at

68°C. Los productos de PCR fueron digeridos con nucleasa EcoRl y
separados por electroforesis en un gel de agarosa al 3% en buffer
TBE ﬁTris 45 mM, borato 45 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0).
Resultados y Discusiéon. Cuando DNA gendmico o cDNA de una
mezcla de larvas de cada ce%a fue usado como plantilla, un
fragmento especifico de 372 pb fue amplificado en las 6 cepas,
indicando la ausencia de intrones en esta region del gen. Digestion
con EcoR | mostro tres bandas (heterozigoto) en 5 de 6 cepas, la
excepcion fue la cepa Coatzacoalcos que mostro solo dos bandas
(homozigoto mutante). Con larvas individuales tres patrones fueron
obtenidos después de la digestion con EcoR I. La banda original no
digerida (homocigoto silvestre). El segundo patron muestra tres
bandas (heterocigoto). En el tercer patron el producto de
amplificacion fue digerido (homocigoto mutante). La frecuencia
alélica varié desde 12% (Gonzalez) hasta un 100% (Coatzacoalcos).
Conclusiones. El ensayo distingue mutantes y heterozigotos del
tipo silvestre. Larvas individuales o hemolinfa de adultas son una
fuente adecuada de DNA para PCR. No se encontro relacion de
larvas sobrevivientes con coumaphos o permetrina y la presenciade
alelos mutantes. Coatzacoalcos presenta una alta frecuencia dealelos
mutantes.
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