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IInnttrroodduucccciióónn..    BBoooopphhiilluuss  mmiiccrroopplluuss  eess  eennddéémmiiccaa  eenn  ttooddoo  eell  mmuunnddoo  
eenn  rreeggiioonneess  ttrrooppiiccaalleess  yy  ssuubbttrrooppiiccaalleess..  EEll  uussoo  iinntteennssiivvoo  ddee  aaccaarriicciiddaass  
hhaa  sseelleecccciioonnaaddoo  ppoobbllaacciioonneess  rreessiisstteenntteess  eenn  ddiivveerrssaass  ppaarrtteess  ddeell  
mmuunnddoo..    TTrraaddiicciioonnaallmmeennttee  eell  ddiiaaggnnóóssttiiccoo  ddee  rreessiisstteenncciiaa  hhaa  ssiiddoo  aa  
ttrraavvééss  ddee  llaa  PPrruueebbaa  ddee  FFAAOO  ((11))..    LLaass  ddeessvveennttaajjaass  ddee  eessttaa  pprruueebbaa  ssoonn  
qquuee  rreeqquuiieerree  uunn  aallttoo  nnúúmmeerroo  ddee  llaarrvvaass,,  eess  ttaarrddaaddaa,,  llaabboorriioossaa  yy  ddee  
bbaajjaa  sseennssiibbiilliiddaadd;;  ppaarraa  ccuuaannddoo  eell  pprroobblleemmaa  eess  ddeetteeccttaaddoo,,  llaa  
ffrreeccuueenncciiaa  ddee  aalleellooss  rreessiisstteenntteess  yyaa  eessttaa  aammpplliiaammeennttee  ddiissttrriibbuuiiddoo  eenn  llaa  
ppoobbllaacciióónn  ddee  ggaarrrraappaattaass..    NNuueevvooss  mmééttooddooss  ddiiaaggnnóóssttiiccooss  bbaassaaddooss  eenn  
aassppeeccttooss  mmoolleeccuullaarreess  eessttáánn  ssiieennddoo  ddeessaarrrroollllaaddooss  ppaarraa  ddeetteeccttaarr  
rreessiisstteenncciiaa  eenn  iinnsseeccttooss  ((22))..  TTiieenneenn  llaass  vveennttaajjaass  ddee  uussaarr  uunn  ssoolloo  
eessppeecciimmeenn,,  ssoonn  rreellaattiivvaammeennttee  ssiimmpplleess,,  ccoonn  aallttaa  sseennssiibbiilliiddaadd  yy  
eessppeecciiffiicciiddaadd..  Esterasas mutadas han sido identificadas como 
responsables de la hidrolisis de insecticidas específicos (3). La 
esterasa en estudio tiene una mutación, una señal aumentada en 
hibridización 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.  
Metodología. Larvas de seis cepas de B. microplus. 
CEPA      ORIGEN  Factor de Resistencia 
     Coumaphos   Permetrina 
Gonzalez     Zapata, TX susceptible de referencia 
Ramireño     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 
DDNNAA  ggeennóómmiiccoo  ffuuee  oobbtteenniiddoo  ddee  uunn  ggrraammoo  ddee  llaarrvvaass  ddee  ccaaddaa  cceeppaa  
uuttiilliizzaaddaa,,  ppoorr  mmeeddiioo  ddee  uunn  pprroocceessoo  ddee  mmaacceerraaddoo  eenn  nniittrróóggeennoo  
llííqquuiiddoo  yy  eexxttrraaiiddoo  ccoonn  uunn  mmééttooddoo  eessttaannddaarr  ffeennooll--cclloorrooffoorrmmoo..    TTrreess  
mmééttooddooss  ffuueerroonn  uussaaddooss  ppaarraa  llaa  eexxttrraacccciióónn  ddee  DDNNAA  ggeennóómmiiccoo  
ddeerriivvaaddoo  ddee  llaarrvvaass  iinnddiivviidduuaalleess,,  uussaannddoo  ttrreess  ddiiffeerreenntteess  ssoolluucciioonneess  
ddee  eexxttrraacccciióónn..    11--  TTrriiss--EEDDTTAA  ((1100  mmMM  TTrriiss--11mmMM  EEDDTTAA,,  ppHH  77..66));;  22--  
SSuussppeennssiióónn  ddee  rreessiinnaa  CChheelleexx  110000  aall  55%%  eenn  aagguuaa;;  33--  SSoolluucciióónn  ppaarraa  
PPCCRR  1100XX  ((110000  mmMM  TTrriiss--HHCCll  ppHH  88..33,,  550000  mmMM  KKCCll))..  LLaass  llaarrvvaass  ffuueerroonn  
iinnddiivviidduuaallmmeennttee  mmaacceerraaddaass  eenn  vviiaalleess  ddee  11..55  mmll  pprreevviiaammeennttee  
ccoonnggeellaaddooss  yy  ssuussppeennddiiddaass  eenn  llaass  ddiiffeerreenntteess  ssoolluucciioonneess  ddee  eexxttrraacccciióónn..  
EEll  tteerrcceerr  bbuuffeerr  ttaammbbiiéénn  ffuuéé  uuttiilliizzaaddoo  ppaarraa  aannaalliizzaarr  hheemmoolliinnffaa  ddee  
ggaarrrraappaattaass  aadduullttaass..  LLaarrvvaass  ffuueerroonn  eexxppuueessttaass  aa  ccoouummaapphhooss  oo  
ppeerrmmeettrriinnaa,,  llaass  ssoobbrreevviivviieenntteess  ffuueerroonn  sseeppaarraaddaass  ddee  llaass  mmuueerrttaass  yy  
uuttiilliizzaaddaass  eenn  ffoorrmmaa  iinnddiivviidduuaall  eenn  PPCCRR  ppaarraa  llaa  ddeetteecccciióónn  ddee  
mmuuttaanntteess..  
Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), contenia los 4 dNTPs 
(200 µM c/u); primers específicos (0.2 µM c/u), polimerasa (0.5 
unidades), Tricina-KOH (40 mM), KOAc (15 mM), Mg(OAc)2 (3.5 
mM), y albúmina sérica bovina (3.75 µg/ml) en un volumen final de 
25 µl.  DNA genómico o cDNA fue usado como plantilla.  
Incubación 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 extensión final por 5 min at 
68°C.  Los productos de PCR fueron digeridos con nucleasa EcoRI y 
separados por electroforesis en un gel de agarosa al 3% en buffer 
TBE (Tris 45 mM, borato 45 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0). 
Resultados y Discusión. Cuando DNA genómico o cDNA de una 
mezcla de larvas de cada cepa fue usado como plantilla, un 
fragmento específico de 372 pb fue amplificado en las 6 cepas, 
indicando la ausencia de intrones en esta región del gen. Digestión 
con EcoR I mostró tres bandas (heterozigoto) en 5 de 6 cepas, la 
excepción fue la cepa Coatzacoalcos que mostró 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 patrón muestra tres 
bandas (heterocigoto). En el tercer patrón el producto de 
amplificación fue digerido (homocigoto mutante). La frecuencia 
alélica varió desde 12% (Gonzalez) hasta un 100% (Coatzacoalcos). 
Conclusiones. EEll  eennssaayyoo  ddiissttiinngguuee  mmuuttaanntteess  yy  hheetteerroozziiggoottooss  ddeell  
ttiippoo  ssiillvveessttrree..  LLaarrvvaass  iinnddiivviidduuaalleess  oo  hheemmoolliinnffaa  ddee  aadduullttaass  ssoonn  uunnaa  
ffuueennttee  aaddeeccuuaaddaa  ddee  DDNNAA  ppaarraa  PPCCRR..  NNoo  ssee  eennccoonnttrróó  rreellaacciióónn  ddee  
llaarrvvaass  ssoobbrreevviivviieenntteess  ccoonn  ccoouummaapphhooss  oo  ppeerrmmeettrriinnaa  yy  llaa  pprreesseenncciiaa  ddee  
aalleellooss  mmuuttaanntteess..  CCooaattzzaaccooaallccooss  pprreesseennttaa  uunnaa  aallttaa  ffrreeccuueenncciiaa  ddee  aalleellooss  
mmuuttaanntteess..  
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