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Introduccién. El uso constante de pesticidas en el
control de plagas agricolas, y de insectos transmisores de
enfermedades tanto animales como humanas, ha ejercido
una presion de seleccion sobre las poblaciones que ha
conducido al desarrollo de resistencia hacia practicamente
todas las familias quimicas utilizadas para su control. En el
caso de Boophilus microplus el problema es aun méas complejo,
por que aunado a esto, se carece de un sistema para
diagnosticar la resistencia, ya que el que actualmente esta
autorizado por FAO, es un sistema poco practico en relacion
del tiempo empleado y muy limitado en cuanto al nimero
de muestras que se pueden analizar. Por esta razén el uso
de la biotecnologia para la clonacion de secuencias de ADN
utiles para el diagnodstico y la generacion de sistemas
diagnoésticos mas précticos representa una alternativa viable
para el desarrollo de nuevas tecnologias que ayuden a
resolver en parte los problemas nacionales.

Por esta razon el objetivo del presente trabajo ha sido clonar
de la secuencia de una colinesterasa potencialmente til
para el desarrollo de un sistema diagnéstico para la
resistencia a ixodicidas.

Metodologia. Se extrajo DNA gendmico a partir de larvas de
B. microplus después de homogeneizadas a -70 °C, el cual fue
utilizado como plantilla en las reacciones de PCR. Se
disefiaron oligonucleétidos degenerados a partir de los
alineamientos de secuencias @& esterasas heter6logas. El
producto de PCR fue directamente clonado en el vector
PCR-TOPO de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
se extrajo el DNA plasmidico el cual fue secuenciado y
analizado mediante el programa BLAST (Altschul, et al.
1990).

Resultados y discusién. Se amplificé una banda de 348 bp, que
fue clonada en el vector TOPO-TA. se seleccionaron cuatro
colonias blancas de las que se obtuvieron dos secuencia que
difirieron en la presencia de tres mutaciones de punto, una
de ellas produciendo un cambio del aminoéacido serina por
una glicina. El andlisis por computadora mediante el
programa BLAST mostr6 una alta homologia con las
colinesterasas de ratén (61%), de rata (60%), de humano
(60%), y solo un 54% de identidad con la acetilcolinesterasa
de Boophilus microplus reportada por Baxter y Barker en 1998.
La homologia entre las secuencias encontradas y las
secuencias reportadas sugieren una alta probabilidad de que
esta secuencia, corresponda con el gene de una
colinesterasa, con dos variantes, diferentes en la secuencia,
en un aminoacido. Actualmente se sabe que las esterasas en
B. microplus presentan una actividad incrementada (Rosario-
Cruz et al. 1997) y también mutaciones responsables de la
resistencia (Hernandez-Ortiz et al. 2000). Por lo que es
probable que estas secuencias provengan de larvas
susceptibles y resistentes mezcladas en la poblacion de la
cual se obtuvo el ADN. Es probable que esta mutacién
pueda ser utilizada como marcador molecular de resistencia
mediante el disefio de un ensayo de PCR para detectar
poblaciones susceptibles y resistentes de B. microplus.
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