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RESUMEN.

I’rosrephanus lruncatus (Hom) (Coleoptera Bosmchldae) es conocido ~como el

barrenador mayor de los grano 2 Esta plaga llamé la atenclén del mundo a f nales de los

setemas cuando se’ frica’ ausando pérdldas consnderables en mafz y en yuca

almacenada Se ha'reportado que P. truncalus fue introducido a Afnca desde Aménca Central

ionan que esta plaga fue introducida a Af

:epqrtan que esta plaga tiene otro ongen fico. En este

0 olxgonucleétldos comercmleﬁ La :

' fueron analizadas’ con 161 bandas amplificadas’ p

x1co y as colomas provementes de Afncaf :

relamon ﬁlogen ica extstente entre la colonia de

no es tan estrecha como ]a que se presenta entre las dos colomas afncanas, lo cual nos hace

pensar que la mlroduccu’m de P. lruncatus al contmente afncano podn'a lener un origen’

diferente a México.




1. INTRODUCCION.

Los cereales han sido a través de la hlstona la base de la ahmentacnén de los pueblos,

por lo que se les considera como’ fueme’lmponanl : de numclén ~parab el hombre,'

particularmente en los palses eh via's;d 'd:esarrollo: al es‘el caso de México, donde el'malfz es.

el cereal de mayor lmponancxa ah 6'ri\ considerable

de la producclén estd SUJeta a pérdldas las cuales pueden ocurrir desde el campo, durante la

cosecha, el desgranado, el secado, el almacenamxento y. la d| i uclén (Sandl, 1990). Esto

provoca que la produccién merme consndemblemente obteméndose rendimientos en el &mbito
’ naclonal de tan sélo 2.16 lon/ha en promedlo (SAGAR, 1999), 1o cual no es suficiente para
cubrir las necesidades de alimentacién existentes.

Considerando el almacenamiento como una etapa critica, los factores que determinan y
acenttan las pérdidas; en granos almacenados son: a) la carencia de almacenes adecuados y de
facilidades de almaceﬁamiehto,,ﬁ) ei‘aito (:oriﬁanido de humedad del grano en el momento de
almacenarlo, c) los granos rdiqs e fmpurezas que son un sitio favorable para el desarrollo de
insectos y microorg#nismds, d) el manejo deficiente de granos o semillas, y principalmente €)
la presencia de plagas, tales como insectos, microorganismos, roedores y aves, que actiian
individualmente o en conjunto (Ramirez, 1984).

En el caso de maiz se distinguen tres especies de insectos consxderados como plagas
primarias por la magnitud y tipo de daflos que ocasionan en el grano almacenado tanto en
México como en el mundo entero. Estos insectos son: Sitophilus zeamais (Motschulsky)
(Coleoptera:Curculionidae) o Gorgojo del Maiz, Sitotroga cerealella (Olivier) (Lepidoptera:

Gelechiidae) o Palomilla Dorada del Maiz y Prostephanus truncatus (Horn) (Coleoptera:

~




a ri de_los ‘estudio reahzados con

Bostriciiidae) fo'Barreha'do’r Mayor de los G i_los La

. Méxnco (M S|

este msecto en Afnc . al Este en Tanzama (Dustan y Magazml, 1981)4y al Oeste en Togo :

(Krall, 1984‘ Ham sch y Krall 1984; Krall, 198‘7), yal parecer de'ah migr

La presencla de e te msecto en algunos paises afncanos ha causadddaﬂ cons derables envel =

'mafz almacenado y en otros productos agricolas como: Ia yuca, al mxsm tiempy

debxhtado los sxstemas de lmacenamlento que se utxhzan en estos. lugares, los cuales estﬁn

. hechos de madera (Hodgesycol 1983 Hodges 1986 Vargas, 1998) P V‘

te cosecha, Hodges (1984) reporté una mfestacxén

|mc|al del 20% dé P, truncams y después de 5 6 meses aumenté a un 80%. Mlentras que en .
Togo, Krall (1984) reporté daﬂos considerables en los almacenes de maiz, de hasta el 100% en
‘un periodo de almacenamlemo de nueve meses.

En Méxnco y Latinoamérica la presencxa de P. truncatus no representa una amenaza
continua, pero cuando esta presente puede ser devastador, tal y como lo muestra un estudio de
Torre Blanca y col. (1982), donde P. truncatus causé una pérdida aparente del 21.9% y una

pérdida real del 100% del maiz almacenado, tan sélo en tres meses.



) suginendo que P /mncalus fue mtroducido a Afrlca desde Méxlco y’no desde América

VCemral Sin embargo, Vazquez-Ansta y col (1999) encontraron por medlo de z:mogramas
v que colonias de Africa (Togo y Tanzania) y de México tienen diferente actividad proteolitica.
lo cual podria sugerir que las colonias de Togo y Tanzania tienen origenes diferentes. El
presente trabajo pretende utilizar el método de Polimorfismos del ADN Amplificado al Azar

(RAPD) con ¢l objeto de saber cual cs la relacién filogenética existente entre las colonias de
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. OBJETIVOS.

2.1. Objetivos general,

Q Determinar la distancia genética entre las colonias de P. truncatus provenientes de

Meéxico, Togo y Tanzania con base a polimorfismos de! ADN ’amplkiﬁcados al azar,
2.2. Objetivos especificos.

a Estandarizar las condiciones de amplificacién para la caracterizacién de las diferentes

colonias de P. truncatus mediante la técnica de RAPDs.

o Seleccionar oligonucleétid an “rep’roducibles y nos den informacién clara en los

polimarfismos gcnéticoS'del ADN deP trdncalus.

llI. HIPOTESIS.

o P. nuncatus fue introducido al continente Africano desde México, por lo que la relacién

filogenética existente entre colonias de Africay de México es muy cercana.

G



1V. REVISION DE LITERATURA.

4.1. Generalidades de Prostephanus truncatus (Horn).

Pertenece al orden Coleoptera y a la familia Bostrichidae, fue clasificado inicialmente

por Horn en 1878 como Dinoderus truncatus, a partir de especimenes colectados en

importaciones de granos procedentes de Centro América. En 1897 fue reclasificado el género

por Lesne a Prostephanus truncatus. Se le conoce como el barrenador mayor de los granos. Es

una plaga endémxca en Tanzama, Meéxico, Centro y. Sur América. Es una especie de

lmportancm econémlca por su gran capacxdad destructiva en grano de maiz y en algunos otros

productos como trlgo blando, yuca seca y madera, Se han reportado pérdidas de hasta 40% en

mafiz almﬂcenado durante seis meses (Haines, 1991).

4.1.1. Ubicacion Taxonémica.

Reino
Phylum
Subphylum
Superclase
Clase
Subclase
Division

Orden

Animalia
Arthropoda
Unirramia
Mandibulata
Insecta
Pterygota
Endopterygota

Coleoptera



~ Suborden- - .'Polyph‘a‘ga'
Serie - Bo;t;{icl;ifdnnia—"

. Superfamiliér Bbéfrichéidea

Familia : Bosmchxdae
Género Prostephanus
Especie ) Iruncams :

De Liiian, 1998.

4.1.2.Morfologia.

Los adultos miden de 3: -4 mm de largo, tienen el cuerpo ciclindrico y son de color

marrén obscuro (Flg 1) El pronoto tlene en la parte delantera una hilera dentada y la cabeza

esta escondida’ por e manera que no . es vmble desde la parte superior
" (Haines,1991; Hodges, 1984 : v

Las antenas son capltadas de dxez segmentos, los tres ultimos mas anchos El ﬂagelo
) de la antena es delgado y revestldo con largos “pelos”, con excepcién de los tres ulumos que
son diferencialmente més grandes, siendo el dltimo segmento aproximadamente igual de lar’gc’Jﬁ
que de ancho.

Los élitros en su parte posterior son aplanados y excesivamente inclinados, esta x;egiéﬁ
inclinada tiene dos protuberancias laterales en forma de costilla casi al final de los élitros
(Fig. 2). El declive aplanado y las protuberancias laterales son dos importantes rasgos para
distinguir esta especie de ofras, externamente similares, tales como - Dinoderus spp.

(Coleoptera: Bostrichidae) y Rhyzopertha dominica (Fabricius) (Coleoptera: Bostrichidae), las

cuales se sabe se reproducen en productos almacenados (Haines,1991; Hodges, 1984). Las



larvas llenen una Iongllud de’ 3- 6 mm, son de color blanquecmo, carnosas gruesns, tienen
) pocos pclos tlendcn a enrollarse en forma de C (l"lg l) Los segmentos toréclcos son

’ consndcmblemente mas largos que los del abdomen (Hames,199l Hodges, 1984)

4.1.3. Ciclo biolé6gico.

P. truncatus es un msecto que presenta una metamorfosxs completa (holomeuibola), es

decir, las hembras ovnosnnn sus hueveclllos en el grano de ma{z y eslos dan ongen a estadlos

juveniles, mmaduros, re bre de larvas y el estado adu to de g_ Entre estos

estados, existe una’ fase inténﬁédia,quxescente; llamado pupa‘ (Fig.:3)::En: condiciones de
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Figura L. Prostephanus truncatus. a) adulto con cuerpo cilindrico de color
marrén y mide de 3 - 4 mm de largo; b) larva de color blanquecino con
cuerpo camoso y en forma de C y mide de 3 - 6 mm de largo.



Figura 2. Diferentes perspectivas de Prostephanus truncatus. a) vista dorsal
del protérax, b) vista lateral, mostrando la pronunciada inclinacion de los
¢élitros, c¢) vista posterolateral, mostrando la curvatura (flechas) en el apice de
los élitros.



opumas y sufren de 3835 mudas para entrar al estado pupa.l Bl desarmllo larvano ocurre més

rapndo en los gran mtactos q c en la hannn, nhmenuindosc al parecer del polvo producldo

por los adullos( dges col 1985 Dell OrtoyAnasl985 Dick, 1988)
Su clclo dc vida es mﬂuencmdo por condiciones de temperatura y humedad, por lo
~tanto el d:sax-rpllo de Iarva a adulto en condiciones Optimas (32°C y 80% humedad relativa)
toma de 2;4’ak 27 dias de los cuales 6 — 8 dias son pupas. La humedad relativa (H.R.) dentro del
éango de 50 a 80% no afecta significativamente ¢l perfodo de desarrolio 0 mortalidad. A 32°C
y 'con una baja en la H.R. de 80% a 50% (maiz con un contenido de humedad
aproximadamente de 10.5%), el periodo principal de desarrollo se extiende sélo a scis dias y
se incrementa la mortalidad a 13.3%. Esta tolerancia a las condiciones secas ha sido
confirmada en estudios de campo en Nicaragua y Tanzania, en los cuales el maiz tenia un
contenido de humedad del 10.6% y 9% respectivamente y fueron infestados fuertemente. La
habilidad de P. fruncatus de desarrollarse en granos con un bajo contenido de humedad, tal
vez sca una de las razones de su éxito ya que bajo esas condiciones muchas otras plagas de
almacén son incapaces de reproducirse (Shires, 1979; Bell y Watters, 1982; Haines, 1991;

Hodges, 1986).

Huevo Larva Pupa Adulto

Figura 3. Ciclo bioldgico de Prostephanus truncatus.



4.1.4. Distribucién.

Se ha reportado la presencia de P.. (;fifn;@:h;s al Sur de los Es{édqs UmdosdeAménca

(Chittenden, 1911; Backuiyv Cotton, 1922). No obstante, esta especic ha ‘sido restringida a

México el Y mayol; de los granos se ha encontrado en los estados de Baja
Callfomla, Smaloa: Sonora,» Chlhuahua, Coahuila, Nuevo Leén, Tamaulipas (anht 1984),
Guana_]uato, Jallsco, Veracruz, Chlapas (Leslie y Vazquez-Arista, 1992), Yucatan ( Rodriguez
y Herrera, 1989), Querétaro, Michoacdn, San Luis Potosi, Morelos, Veracruz, Estado de

México, Oaxaca y Zacatecas (comunicacion personal, Vdzquez-Arista, 2000) (Fig. 6).
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Figura 4. Distribucion de Prostephanus truncatus en América.
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Figura 5. Distribucion de Prostephanus truncatus en Africa.



Estados donde se ha reportado la
presencia de P. truncatus.

Figura 6. Distribucion de Prostephanus truncatus en México.




4.1.5. Daiios.

P truncatus se comporta como una plaga primaria tipica de almacén, pues ataca granos :
enteros y sanos Los granos y las mazorcas son atacados antes y después de la cosecha Los o
adultos barrenan un ampho rango de productos alimenticios (fi{jol, cacahuates y ot.ros' ;
productos amlléceos) y algunos materiales como madera, recipientes de pléstlco y algunos .
pohctxlenos (Sandoval 1991). También es capaz de atacar trigo blando . y yuca, aunque
aparentemente no es capaz de infestar sorgo (Dell’Orto y Arias, 1985).

" Cuando infestan las mazorcas, los adultos comienzan su‘aytaque barrenando la base,

aunque eventualmente alcanzan el acceso a los granos por el épxce de ésta. Después barrenan

los granos de maiz haciendo un agujero llmplo y redond ;
por lo cual van generando grandes cantidades de hanna (Flg 7) Este hébito tan destructivo es
lo que causa grandes pérdidas (Hodges y Meik, 1984). » .

En México, Torre Blanca y col.,(1984) l]evaron a cabo un estudlo dondc un lote de 50

Kg de malz criollo amarillo de reciente cosecha se infesté con una carga de 60 msectos por

Kg. de mafz. Se cuantificaron las pérdidas después de 30, 60, 70 80 y d{as‘ de mcubaclén y

se encontrd que P, truncatus consumié el 21.9% del peso de] maiz, a la vez que produ10 un

29.5% del polvo y un 35.6% de grano picado, quedando solamente el 13 3 % de grano sin

k dﬂﬂo fisico el cual debido a la contaminacién por hongos ﬁo se consnderé apto para el
- econsumo humano. Lo anterior indicé que el barrenador mayor de los granos caus6 una pérdida
aparente del 21,9% y una pérdida real del 100% del ma{z almacenado En las montafias
centrales de México las pérdidas de mafz alcanzaron el 40% durante 10 meses de

almacenamiento, mientras que en el sur de México las pérdldas reportndas fueron superiores al
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30%, aunque de :acuerdo ‘con’ 'Ios’ autores esto representa’ una sobiéstimaéién de los

campesmos, debxd a la confusnén entre dafio y pérdida (Rodriguez y Herrerak 1989)

Glles Y Leon (1975) reportaron en Nicaragua pérdidas de peso en mafz por arriba del

40% después de sels meses de almacenamiento. Mientras que Hoppe (1986) reporté en
Honduras pérdxdas superiores al 30%, particularmente asociadas con una fuer!e infestacion del
barrenador mayor de los granos.

En Tanzama, maiz recién cosechado mostr6 un 20 % de mfestaclén por el barrenador
mayor de los granos y después de 5 — 6 meses el 80% (Hodges, 1984). También se observaron,

en un almacén, pérdidas de peso superiores al 34% después de 3 — 6 meses con un promedio

de pérdida de 8.7% (Hodges y col., 1983). lncluso Kell (1988) reporté pérdidas severas del

17% después de 6 meses y 41.2% después de 8 mes

En Togo se reportaron daﬂos en almacenes de hasta el.100% en s6lo 9 meses (Krall,

1984). Pantenius (1988) report6 que ante e- la apancxén de P. truncatus el porcentaje de

%, después de seis meses de la presencia del barrenador

pérdidas en esta regién era del 7. 1

mayor de los granos;"sé }épo a pérdlda de peso del 302% y después de 8 meses las
pérdidas alcanzaron eI 44 S‘V

Cua.ndo se compnran Ios daﬂos ‘ocasionados en mafz por las plagas de almacén mds

comunes tales como St‘!ophtlus oryzae (Lmneaus) (Coleoptera: Curculionidae), S. zeamais,

Sitotroga cerealella y Prosle anus truncalus, este ultimo se manifiesta como una plaga

mucho més voraz (Cowley Yy col., 1980) Durame toda la temporada de almacenamiento en

Zambia, Kenia y Malawi la pérdlda de ma(z causada por las tres primeras plagas fueron 2-6%,
3-5% y 2-5% respectivamente, mlentras que P.. truncatus ocasioné pérdidas mayores al 80%

(Haines, 1991),



Los dafios causados por P. fruncatus en raices de yuca seca pucden ser muy altos, por
ejemplo, en Tanzania las raices sccas son realmente reducidas a polvo por el adulto barrenador
provocando pérdidas del 70% en yuca fermentada y 50% en la no fermentada en tan sélo

cuatro mescs de almacenamiento (IHodges y col., 1985).

Figura 7. Daiios ocasionados en maiz por Prostephanus truncatus.

4.1.6. Métodos de control.

Para el control de P. truncatus se han implementado diversos tipos de control fisico,
cultural, biolégico y quimico. Algunas de las pricticas que adin se llevan a cabo intentando
aminorar las pérdidas por el ataque del barrenador mayor de los granos son: controlando la
dispersion de la plaga por medio de estatutos como las barreras cuarentenarias, los certificados
¢ inspecciones fitosanitarias, la erradicacion de la plaga por fumigaciones en campo o bien
tratando los almacenes. Sin embargo no han sido suficientes estas campafias de contencién y

erradicaciéon por lo que se han invertido considerables esfuerzos en investigaciones a largo
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plazo incluyendo a los agentes de contro! bloléglco y hasta el momento el més efecuvo el

control qu(mxco
4.1.6.1. Control fisico y cultural.

Dentro de las practicas de control fisico y cultural cﬁxe sv'e llgv;i; a cabo es.tarel Vdejtyn; la
mazorca en la planta o bien hacer montones verticales con el ‘ﬁn de extender el périodo de
secado en el campo, antes de llevar la mazorca al almacén. El cribado y tamizado de semillas,
asi como el desgranado del mafz antes de ser almacenado, ya que al parecer al barreﬁécior se
le complica la infestacion de los granos.

(http://www.agrsci.dk/plb/bembi/africa/damage/caupt.htm).
4.1.6.1. Control quimico.
El control de este insecto se ha realizado utilizando varios msectlcxdas, la mayor(a de

los cuales en la practica sélo tienen un efecto temporal (Ton'e Blanca y col 1982)

En los primeros ensayos de campo en Afnca se evalué la eﬁcacna de los lnsectlcldas'

organofosforados, pirimifos-metilico, femtotrxon y bromofos a una concentr

en maiz desgranado, encontriandose que sélo el pmmifos—metﬂlco mantuvo el grano en buenas

condiciones durante las 27 semanas de experimentacién (Gp[db y col.;1983

uséndolos individualmente y/o mezclados, La respuesta de P, rruhc&lus, a los compuestos
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organoclorados han sndo estrmgldos pa.ra su aphcaclén directa al grano para consumo

’y_i'ihumano (Vézquez-Ans ycol 1995)'

; En Tanzama, las recomendacnones oﬁclales de la FAO, son mantener la mazorca con
L sus ho;as y admmlstmr la combmacxén de insecticidas piretroides y organofosforados,

) aplncéndolos en polvo (Actelhc Super) (Golob 1988, 1991).

"= Al Oeste de Africa especxalmente enla zona costera donde hay mucha humedad el secado
puede ser complicado, ' por lo que la (Socxedad Alemana de Cooperacién Técnica, GTZ)
recomienda aplicar, a las mazorcas con todo y hojas, la combinacién de insecticidas
(Sofagain) capa por capa almacenéndolas de,la forma tradicional. Algunas pruebas han
mostrado que el céctel &e piretroides vy orgam;fosfordos también es efectivo si se asperja

(Biliwa, 1988; Von Berg y Biliwa, 1990).
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de P lruncatus tal es el caso de la chmche Call

4.1.6.2. Control biolégico.

Se han hecho muchos estudios con el ﬁn dc encontrar cuales son los enemigos

. naturales de P. truncatus 'y de esta forma hacer comrol bxo]églco Hasta ahora se han

: ’f,} encontrado ‘algunos depredadores que al parecer ejercen cleno contro! en las poblaciones

yv el parésito Anlsopteromalus

i calandrae También se ha buscado su contr ‘por medlo de hongos entomopatégenos
‘,(Burde, 1988) y otros mlcroorgamsmos,k or s protozoanos (Purrini y Keil, 1989) por

i eJemplO Mattesia sp. 'y Nosema sp. que fueron evaluados como agentes de control en

in embargo la mayoria de los aislados que

: pruebas de campo en Togo (Henmng, 1993‘

“son patogémcos para P, lruncatus, contnenen toxinas riesgosas para los consumidores, por
" lo que el control microbiano no es muy promlsono. Por lo tanto, hasta hoy, sélo se conoce

un depredador de P. fruncatus, un coleéptero llamado Teretriosoma nigrescens (Lewis)

(Coleoptera:Histeridae) (Fig. 8), qixe se ha encontrado asociado a P. truncatus en México y

América Central. Rees (1985) realizé estixd‘io‘s de laboratorio, con maiz des‘grﬁnddo y-

diferentes contenidos de humedad (14 °/o a 18%), donde mostré que 10 adultos de\

nigrescens son capaces de impedir el incremento de la poblac'

truncatus. Otros estudios de Rees’ (1987), mostraron que T nigrescens puede suprxmxr
satisfactoriamente - el crecimiento ! “de la poblac:lén de P lruncatus en ‘mazorcas con

presencia de S. zeamais y Trtbolmm caslaneum (Herbst) (Coleoplera: Tenebnomdae).

T. nigrescens fue liberado en Togo (por la GTZ en colaboracién con el Servicio de
Proteccién de Plantas de este pafs) con el fin de realizar estudios sobre su efectividad
como depredador bajo las condiciones naturales de Togo, obteniendo resultados

satisfactorios (Helbig, 1995).
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Figura 8. Depredador Teretriosoma nigrescens (Coleoptera:Histeridae).
a) adultos de T nigrescens, b) larva de Prostephanus truncatus.
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4.2. Marcadores moleculares.

Los marcadores genéticos se pueden clasificar en tres catégorfﬂ;: lés"mqrfolégicos, :
los bioquimicos y moleculares. L : V '

Los marcadores morfolégicos son aquellos que afectan caracteres observables enla
apariencia microscopica. Desafonunadamente estos marcadores son afectados por factores .
ambientales, que pueden enmascarar el efecto del gen o los genes de dichos rasgos heredables, -
sin embargo éstos segumin snendo esencnales para analizar la variabilidad de las poblaciones a

pesar .de su llmxtado poder de dlscnmmacxén sobre todo en individuos cercanamente

relaclonados o bajo dxfeA yntes COndlClOl’leS ambientales (Amador, 1995).

Los marcadores bloqufmlcos que han sido utilizados mas ampliamente en la taxonomia

xsoenznmas Sin embargo, estos marcadores presentan las

desventajds‘de'du quieren de un proceso analmco especializado que incluye diferentes

reactxvos de tincién para cada sxstema enznmétlco que se trabaje y el nimero de marcadores es

aprxcaclones ya que presentan pocos polimorfismos. Por. otro lado,

"i'is'uﬁci?!i '
estos marcadores tambien son susceptibles a efectos amblentales (Amador, 1995).
: Los marcadores ‘moleculares  son aquellos que ‘se refieren a. diferencias en la
informac;én genétlca misma. Pueden ser de dos tipos: 1) secuencias de un gen o regién
: pér(icu]a:, tales como la secuencia del ADN mitocondrial, de cloroplastos, y en general
‘ cualéuier gen o genes para los cuales conocemos su secuencia(s); 2) polimorfismos en tamafio
de fragmentos, tales como los RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms), RAPD
(Randomly Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphisms) y SSR (Simple Sequence Repeat polymorphisms like mini o microsatellites

(Martinez, 2000).
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Los marcadores moleculares también ‘son conocidos como marcadores del #cido

desoxirribonucleico (ADN), ya’ éde, deteclan polih:orl‘ismos en la secuencia de éste,
utilizados para calibrar en un gel Vdé’ ‘elecrlro’f“orcsis, el tamafio de otras muestras, son
abundantes y aplicables a todos‘ lq’sk organismos (Gil, 1997).

Los RFLP, RAPD, AFLP y SSP estan siendo rdpidamente incorporac!os al /conjunto de
técnicas utilizadas por taxénomos, genetistas y mejoradores (Kirby,1992; Povi‘;t;.ll'y col,1996) -
por su gran cantidad de aplicaciones que va desde la medicina forense hasta proteccivévr.l legal L
por derecho de ol;téﬂt-or dé hibridos y variedades y, por supuesto, el uso cientifico :ex; ‘él o

. estudio de'i# e;:dlc’)gﬁfa,kb'iogeograﬁa, diversidad genética, mejoramiento de plantas y animales, .

en la obtencnén de mapas genéticos, para generar huellas genémicas, en genétlca de

poblacnones (taxonomfa, dlvers1dad y relaciones filogenéticas) y en evaluacxones de R

conservaclén de gennoplasma, etc (Staub y Serquen, 1996, Virk y col., 1995).

Estas técmcas tienen’ dxversas ventajas sobre los marcadores moleculares tradxcnonales,

ar. a) anahzan dnrectameme el genotipo del orgamsmo por lo que las
: mﬂuencnas amblentales no representan ningtin problema, b) son ttiles en todos los organismos
: anallzados a ]a fecha, c) siguen el tipo de herencia mendeliana, d) normalmente se detecta alto
‘ nivél de 'polimoi'ﬁsmo, e) el poder de discriminacién de los marcadores basados en ADN es
alto, f) se puede elegir la region de ADN adecuada para el estudio (altamente variables para
estudios de paternidad o identificacién de cultivares o regiones con variabilidad limitada para
investigaciones filogenéticas, en el caso de RAPD y AFLP sirven para los dos tipos de
andlisis), g) son detectables en todos los tejidos y en todos los estados de desarrollo, h) debido
a la posibilidad de producir mapas de ligamento, tienen el potencial de ser usados para estudiar

caracteres poligénicos (Amador, 1995; Gil, 1997; Lépez, 1999),



4.2.1. Reaccién cn Cadena de la Polimerasa (PCR).

El término PCR (Polimerasa Chain Reaction) se aplica al proceso bioquimico, in vitro,
mediante el cual las cadenas individuales de ADN blanco o plantilla son duplicadas por la
ADN polimerasa en cada uno de los ciclos que integran la reaccién, al final de cada uno de
los cuales las nuevasygavcrlenasr vi;elyen a ser duplicadas por la misma enzima, logrdndose una

o

produccién exponencial de ‘fnillones de copias del gen o segmento de ADN especifico

sometido al proceso (Amhelmky col 1990; Barrera y col.,1993; Sardelli, 1993).

y ADN pohmerasa (tabla 1) ([nnls y.Gelfand, 1990; Rafalskl y ngey, 1993; Hoy, 1994).

El PCR trabaJa blen con el i ,anco pero usualmeme tienen que ajustarse los

pardmetros de reacclén para mcrememar la especlf c1dad y sensnbxhdad asf como la eficiencia,
el aumento en el tamafio de los productos amplifi cados y el mcremento en la versatilidad de
amplificaciones a nivel de dlagnéstico y de mvestxgaclén Estos parémetros cn'tlcos son Ia
temperatura, el tiempo, el numero de ciclos de amplit' cacién y la estandanzamén dek

concentraciones de reactivos (oligonucleétidos, ion magnesio, ADN plantllla y dNTP s) (Inms

y Gelfand, 1990; Sardelli, 1993; Wang y col., 1994; Hoy, 1994)
Cada uno de los ciclos de la reaccion consta de tres pasoé (tabla 1), loé cuales estdn

determinados por temperaturas y tiempos especificos, que son:
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1. Desnalurallzacmn ‘En este paso se separan las dos .cadenas co plementanas de ADN

blanco Las dos cadenas de dob]e héllce se separan “completament uando odos los enlaces

hxdrogeno entre ellas se 1o

El ciclo siguiente se inicia en el mismo ‘tubo, con los mismos componentes de la

mezcla de reaccion, pero ahora contiene el doble de cadenas sencillas de ADN blanco que el

anterior y finaliza convirtiendo éstas en cadenas dobles. La longltud del segmento amplificado

por el PCR ¢s el resultado de la suma de la longitud de los dos iniéiadorés mds la distancia del
ADN blanco flanqueado por éstos (Barrera y col., 1993). '

No obstante, muchas veces es necesario establecer todos los pardmetros de la reaccién,
desde el disefio de oligonucledtidos hasta el andlisis del producto amplificado. Es comun que
en estos casos, al iniciar la estandarizacién del PCR, sutjan dificultades tales como obtener

niveles no detectables de producto amplificado, productos inespecificos o la formacion de
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Tabla 1. Componentes, parametros y pasos de cada ciclo de reaccién en la PCR.

COMPONENTES Y PARAMETROS PASOS
1. Oligonucledtidos 1. Desnaturalizacion

ADN blanco 2. Alineacién

ADN polimerasa 3. Extension

lon Magnesio
Desoxinucledtidos

Numero de ciclos

NS w»wh N

Temperatura

dimeros de ohgonucleéudos que complten con el ADN blanco en la amplificacién. En estas

Gelfand,1990; Sardelli, 1993; Hoy, 1994). Idealmente.en cadijlflOO [Nk déiteékc’k(k:iéri la
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concentraéik(viiﬁ v'vakcept'al‘)'lé’ “de '»’card"a oligonucleétido oscila entre 0.05 y 1.0 pM. El ‘uso de
conceﬁtréci@n;:; rﬁély:;revsn’fa\'lorebcle la amplificacién de regiones inespecificas y !a fonh:acién de
dimeros de “olig'onucrlerértidros (Barrera y col., 1993).

ADN valan;:o. La concentracién de ADN blanco en la reaccién depende de la-fuente
utilizada € idealmente se requieren aproximadamente de 300 ng a 1 pg de ADN gendmico. En
caso de usar genes clonados en plismidos, de 25 a 10 ng de su ADN son més que suficientes.
Alternativamente, pueden utilizarse cantidades menores de ADN en la ainpliﬁcacién de genes
que existen en varias copias del ADN blanco, o mayores cantidades cuando se utiliza el mismo
par de oligonucleétidos para amplificar varios genes pertenecientes a una misma familia (Innis
y Gelfand, 1990; Barrera, y col., 1993; Hoy, '1994). Es importante procurar que el ADN
blanco este libre de proteasas exdgcnas y endégcnas, asi como de nucleasas, altos niveles

'alor, debxdo a_que pueden degradar o inhibir’ la

de sales ¥y proteinas que preclpxten al

actividad de la enzima ADN pohmerasa as\concentraclones muy altas de ADN puedenf :

producir productos mespec(ﬂcos o mhlbu' la reaccnén v

ADN pollmerasa La Taq ADN ‘pohmerasa .ﬁe alslada de
aquaticus, la cual habita en aguas termales, por lo cual puede resnstlr repeudas exposwmnes a
temperaturas superlores de 94 — 95°C. Esta enzima no tlene acuvndad de exonucleasa 3°-5°

. (correctora de pruebas), pero tiene actividad de exonucleasas 5°'a 3° durantg la polimerizacion.
Esto iﬁdlca que el fndice de error de incorporacién es de 10 ~ nucleétidos por ciclo. (Hoy,
1994; Barrera y col., 1993; Sardelli, 1993). La mayoria de los protocolos recomienda el uso de
1 a 2.5 unidades de enzima por cada reaccién de 100 pl. Para establecer la cantidad mfnima de
enzima requerida para una amplificacién exitosa y generar cantidades éptimas de producto,

deben realizarse titulaciones en gamas que van de 0.5 a 5 unidades por reaccién, Esto
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.. disminuye la amphf' cacnén mespecff ca, que evidencia la presencxa de bamdos al anahza.r el
. producto ampllf cado en un ge] (Barrera y col., 1993) v

Ion Magnesro. La concentramén del ion Magnesio es determinante en la especxf cxdad de

R la reaccxén Concentracxones muy altas conducen a una baja especificidad, mlentras que las

fconcentraclones m(mmas disminuyen el indice de incorporacién errénea de nucleétidos. Para

’una reaccxén esténdar se recomienda una concentracxén entre 0.5 y 2.5 mM. Sl se dlsmmuye

o demasxado kla concentraclén de magnesio, la actividad de la enzima decae al grado de que
2 "algunas veces la amplificacién es nula (Innis y Gelfand, 1990; Hoy, 1994).

Desoxmucleéndos Una concentracién minima necesaria dlsmmuye el indlce de

L ‘mcorporacxén errénea de nucledtidos, mientras que concentraciones muy altas dlsmlnuyen la

: e “especlf cndad de la reaccién. Concentraciones entre 20 y 200 M proporclonan resultadOS‘

“ —,xjexponencnal co

épumos, debléndose igualar la concentracién de cada uno de los cuatro desoxmucleétidos en,

;:;concentraclones equnmolares (Innis y Gelfand, 1990; Hoy, 1994).

Numero de cicIas El nivel de amphﬁcacxén del ADN en el PCR aumenta en forma

"'cada ciclo. Sm embargo después de determinado nimero - de ci los 12

’amphﬁcacxén se deuene gradualmente. Entra pnmero a una fase lmeal y luego a una ¥

‘estacnonarla, ala que se denomina fase de meseta Esta tltima se debe al’ agotamwnto de la'

”acuwdad enzxmauca y a la msuﬁclencxa para llevar a cabo la extensién del numero masnv de‘

"complejos ADN blanco-ohgonucleéudos presentes en los ciclos que. anteceden a este
fenémero (Banera, y col 1993). Esto puede prevenirse si se aumenta el tlempo de extensxén
k en los dltimos cnclos de la reaccién o la cantidad de enzima, El nimero de ciclos promedlo
oscila entre 20 y 30, dependiendo de la cantidad de ADN inicial, procurando no’ ppner més de

“40 ciclos de amplificacién, pues se corre el riesgo de incrementar los productos inespecificos.
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k Obvnamente muy pocos cnclos dan poca. concentracnén del producto (Inms y Gelfand 1990 %

Hoy, 1994)

ucleétldos se apareen en reglon ("especff icas del

. ADN blanco y pueden también ser extendldos, toda vez que la pollmerasa Taq posee actlvxdad

ain a bajas tempev_xturas Sl ut zan temperaturas de hibridacion (55 65 °C) se reducen

kgrandemente 10s sucesos de apareamnento inespecifico (Barrera, y col 1993)

‘4.2.2. Polimorfismos del ADN amplificados al azar (RAPD’s).’

Los RAPD's son generados en base a una modiﬁcac’ién’ diev ‘léytécn‘ica cje fa reaccién en
cadena de la polimerasa. En lugar de utilizar un par de oligahLCiéétidéé iniciﬁdbreé espééfﬁcos
para amplificar un segmento de ADN, se usa un oligon'ﬁéleért;ido:'de secueﬁcia nucleotidica
arbitraria (9 a 10 bases). Los oligonucleétiaos iniciadores pixeden ser designados:sin ninguna
mformamén previa de la secuencia de nucleétidos del orgamsmo en estudlo. La unica
= condlclén es que los oligonucle6tidos tengan un comenido de G+ Centre 50 y 80% y sin la-

Vpresencm de repcndos invertidos (Williams y coI 1990; Welsh y Mc Clelland 1990) Los‘

: pohmorf smos se pueden deber a cambios en una o més bases en la secuencia homéloga al

) j,,oligonucleétido, a delecnones en el sitio de apareamiento mlClal ya mserciones o deleciones
: que pueden cambiar el tamafio de un segmento de ADN, El numero de fragmentos obtenidos

es dado por la probabilldad de que una secuencia de ADN complementaria al oligonucleétxdo !
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diversidad gen “y ew relaciones filogenéticas entre insectos. Un ejemplo es Diuraphid
k\,naxta'(Mél"drv'ilko),'(l-ldmoptera: Aphididae) o pulgén ruso del trigo que es una plaga
) lmportante en granos pequehos incluyendo trigo y cebada. Este msecto es ongmano del Medio

Onente, Asm Menor y Sur de Rusia, pero fue esparcido accldentalmente en Sudzifnca, México

§ y Estados Umdos Puterka y colaboradores (1993) h1c|e on sis extensivo de la

vanacxén genéuca y: la relacnén entre colecclones de D noxia usando RAPDs. Ellos

: encontraron que parte: de 'as poblaclones francesa, sudafn as, mex:canas y estadounidenses

ienen un ongen comun y Turquia puede ser su ongen Los datos sugueren que la dispersion

fue hecha por transporte humano més que por mngracnén

En la “mosqunta blan de la'papa Bermsm tabaci (Gennadius) (Homoptera:

Aleyrodidae), se enconlré el bxotlpo “B" el}cual dlspersé graves ‘problemas agrfcolas en
Estados Unidos en 1992, pero su condlclén de especxe y origen permanecié en controversia
hasta que Gawal y Bartlett (1993) mostraron dlferenclas consistentes en el ADN de B labacl
entre los biotipos “A” y “B" usando RAPDS con 20 oligonucleétidos mlcmdores, sugiriendo
que son especies separadas mds que biotipds de la misma especie.

Dyer y colaboradores (1998) usaron la técnica RAPD para demostrar la variabilidad
inter ¢ intraespecifica en lombrices de tierra dporrectodea spp. (Oligochaeta: Lumbricidae),

entre poblaciones australianas y lombrices introducidas desde Europa. Después de haber

encontrado similitud molecular entre individuos y poblaciones de Aporrectodea, se pretende
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utilizar nuevamente el analisis RAPD con el fin de hallar ¢l origen de éstas exdticas lombrices

y proporcionarles su habitat ecoldgico mas apropiado.

Aislamiento del ADN

=;- ' .

PCR ADN blanco ADN blanco + Oligos + dNTPs
<+ Taq Polimerasa + Buffer
- T —

Ciclo 1 + Desnaturalizacién y|
- amplificacién.
on A Heg
& VAT

2
Ciclo 2 _ L Desnaturalizacion y
CY , v v amplificacitn.
Piozg A o g Oa
v 23 o vV 32
Ciclo 3 | 1] Desnaturalizacién y
v L—v V—'J """ v v L‘v V¥ 7w amplificacién.
TR G [
=T =T 4 v o Do Vo

4.5 pb
s 6.5 pb

Figura 9. Proceso de obtencién de los marcadores RAPD por PCR.
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4.2.3. Polimorfismos ¢n la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP’s).

Esa técnica se basa en la amplificacién selectiva por la reacciéon en cadena de la
polimerasa de fragmentos de restriccién provenientes de una digestién total de ADN
gendémico. En esta técnica se corta el ADN genémico con enzimas de restriccion, seguido de

una ligacién de adaptadores- especificos a los extremos terminales cortados y una

amplificacién con oligonuql‘qét‘ osfiniciqdores homélogos a las secuencias de los adaptadores

con la adicién de una Base sele >(‘yq§ y col., 1995; Zabeau y Vos, 1993).

Para reducir el . nimer productos -amplificados- se lleva a cabo una segunda

amplificacién con oligoi ‘s seiectivas en lugar de una y que

Los AFLP s ademés de su uso en ﬁtomejoramwnlo, se han usado en mapeo genético y

en biologla de pob]aclones Aunque han sndo usados como codominnntes, normalmente son
dommnntes/rcccswos Su gran ventaja son los mu]tlples loci que se ven simultineamente, su

consistencia y reproducnblhdad (Ellswonh y col., 1993; Zabeau y Vos, 1993;Vos y col., 1995).
4.2.4. Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restricciéon (RFLP’s).

Las enzimas de restriccion reconocen y cortan el ADN en una secuencia especifica

(sitio de restriccion), generando una serie de fragmentos que pueden ser separados por
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electroforesis en geles de agarosa 81 dos lndmduos dlﬁeren en tan solo una base en el smo .

de restriccion, la enzima cortara el ADN de uno pero no el del otro y generaré frag> entos de i

diferente longitud. Debido a que generalmente se produce un’ gran numero v de estos
fragmentos, para su identificacién es necesario transferirlos a un filtro de nylon o mtrocelulosa
después de que han sido separados por electroforesis. EI| ADN inmovilizado se hibrida con una
sonda marcada radiactivamente. Las sondas generalmente son pequeilas (dé 500 a 3000 pb) y
pueden ser obtenidas de ADN complementario, ADN genémico o de un oligonucleétido

sintético. El filtro se pone en; comacto con una pelfcula fotografica en donde las

desintegraciones radlacuvas d' a resultan en bandas visibles. Actualmente existen

métodos de detecclén que'no utilizan radloacuwdad (T ;:ssen, 1993). Los polimorfismos en

una longltud ahzados como diferencias en los

patrones de bandeo que representan variacién a mvel de ADN (Cloutier y Landry, 1994; Staub

¥ Meglic,: 1993 Staub y Serquen, 1996). Su principal ventaja es que son codominantes y es

posnble dlferenclar los mdmduos heterocigotos de los homocigotos (Amador, 1995).

4.2.5, chetf i de S ias Simples (SSR o satélites).

Es una secuencia simple de ADN altamente repetida que difiere s‘igbni‘i{'lé‘»a_tiv&meme‘ en
la composicién de sus bases, en la mayorfa del ADN de los eucariotgs. qu éétéii;es'de ADN
son ricos en secuencias Adenina + Timina (A + T) o secuencias G+ C y so; encontrados en
un tdndem largo colocados dentro de las regiones heterocromiticas de los cromosomas.
Algunas veces los satélites son llamados minisatélites o microsatélites dependiendo de la
longitud de las secuencias repetidas (Hoy, 1994; Caetano y Gresshoff, 1997). Los minisatélites

contienen de 16 a 64 pares de bases por secuencia repetida, mientras que los microsatélites
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contienen de 2 a 6 pares de bases. Amb§$ s_oh utilizados como sondas para la identificacion de

individuos (Sharon y'chol.,' 1995). :
4.3. Elcctroforesis.

Es un método usado para separar moléculas en un campo eléctnco de acuerdo a su

carga neta, formn y tamaﬂo (Caetano y,Gresshoff 1997) Las moléculas de ADN y ARN son

separadas por tamafio y v1suahzadas por ele oforesxs en’un gel de agarosa o acnlam:da La

electroforests es una herramnenta pod 1o te separar»la‘ mezcla de moléculas de

dcidos nuclexcos de cadena snmple o doble Los ‘4cidos nucleicos ueden ser vxsuahzados, in

situ, directamente en el gel e iny us pu ser recuperados del gel por vanos métodos en
pasos subsecuentes en un protocolo partwular En un pH cercano a la neutrahdad el ADN
Imear esta cargado negatlvamente y mxgra desde el cﬂtodo al é.nodo en un gel con una

movnhdad que depende del tamaﬁo del fragmento, de] voltaje aphcado, de la composxclén del

buffer de electroforesxs, de la composxcxén de la base, de la concentracxén del gel yde la

'temperatura Moléculas de ADN de 0 l a 60 Kb pueden ser detectadas con geles que contlenen

dlferentes porcenta_]es de agarosa De esta‘ ' 'l ¢ |ble parar' el ADN de 0 l a3 Kbde

" largo en geles al 2%, el ADN de 0 8 — lO Kb de largo en geles al 0.7 % yel ADN de 5 - 60

Kb de Iargo en un gel al 0 3 % 'La ectroforesis en geles de agarosa usualmente se corre a

temperatura ambiente, exceplo los de bajo porcemaje de agarosa (< 0.5%), los cuales son mas
_faciles de manejar a bajas temperaturas y tal vez se fundan si se corren rapido a temperatura

ambiente (Hoy, 1994). - ‘
El bromuro de etidio es el colorante utilizado para detectar los 4cidos nucleicos de

cadena simple o doble en un gel de agarosa. Frecuentemente se incorpora dentro del gel y se
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corre en. un buffer Tambxén los geles pueden teﬂlrse después de la electroforesis,

colocéndolos en'un buﬂ’er que contenga bromuro de eudxo por 30 minutos (Barrera, y col.,

1993; Hoy, l994)
Un ADN tan pequeﬂo como O 05 11 puede ser visualizado en una banda cuando el gel
es expuesto a luz ultravnoleta (UV) El complejo 4cido nucleico-bromuro de etidio absorbe la

irradiacién UV alrededor de los 260 6 300 nm (Hoy, 1994).
4.4, Métodos de Anilisis.

Los patrones electroforéticos de ADN obtenidos en los distintos métodos de evaluacién
de la diversidad genética representan datos cualitativos los cuales sé_cbnvertirén en
estimaciones cuantitativas calculando la “distancia genética”, sabiendo que la ésta es un

estimado cuantitativo de que tan divergentes genéticamente son dos sécuencias, individuos o

taxas (formalmente llamados Unldﬂdes Taxon6émicas Operacionales o UTO) que forman una

poblacién (Fig. 10) (Avnse, Gll 1997).

Las umdades ’de la dls_ cia genética dependen de la naturaleza de la mformaclén

rﬁolecular resumxda Se han: desarrollado distintos métodos estadisncos vpara estlmar la
dlstancm genétlca en los diferentes tipos de datos moleculares, entre los cuales destacan, la
dtslanqa genéuca estandar de Nei (1972), de Jaccard (Sneath y Sokal, 1973), de Nei y Li
(1979) y de Skroch (Skroch y col.,1992). Todos los métodos son utiles dependiendo de la
informacién obtenida y generan normalmente una matriz de distancia que representa las

relaciones filogenéticas entre los individuos analizados (Fig.10) (Avise, 1994).
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_ marcador en al

determinar d ncia y O para una similitud.

Si dos' geﬁé;nas son'idénticos, el estimado“de la'distancia genética serd 0 lo que indica que en

los patrones de. fragmentos de estos mdnvxduos anahzados no se: observé mnguna dlferencm ,

(mdwnduos estrechamente relacmnados) y una dnstancm de 1 1mpl|ca que no se encontraron

fragmentos comunes entre ‘los mdwxduos (mdlwduos muy alejados)

Estos métodos estadisticos agrupan técnicas multivariadas que se conocen como
anélisis de cpngloﬁerados o andlisis de grupos. Para visualizar esta informacion se representa
en un sislema’ de reconstruccién de filogenia, llamados dendogramas, los cuales son

representaciones grificas que consisten de nodos (unidades taxondmicas) y ramas (rutas

_conectando a los nodos) que describen las relaciones evolutivas entre organismos (Avise,

1994; Gil, 1997).

Los métodos de matriz para construir dendogrﬂmas pueden ser lres l) Meétodo de la

: dlstancna promedlo o UPGMA (unwexgthed paxr group wnth arithmetic verage), tambxén

conocido como promedno antmétlco no-ponderado por pares, 2) Método del vecino cercano o

distancia minima y 3) Método- del vecm le_]ano 0. dlstancm méxlma Lo 'métodos 0

algoritmos para la obtencién de dendogramas diﬁeren cntre sfenla forma en que se mide la
distancia entre grupos. Para calcul;’tr, el algorltmo general de agrupamiento Jertirquxco
utilizando distancias o disimilaridades, primero se localiza el elemento menor de la matriz y se

forma un grupo con los individuos involucrados (en caso de empate, seleccionar el primer par
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encontrado), com gundo paso se onstruye una atnz n eva con las dlstunclas entre grupos

(aqul es necesano haber seleccmnado Ta deﬁmc:én de dlstancla entre grupos) Yy por ullimo, si
la matrlz tlene més de un elemento mayor a cero, repetlr el prlmer puso ‘con la matriz

construida en gl segundo paso (Martinez, 2000).

a)
MARCADOR RAPD GENOTIPO A GENOTIPO B
1 — ——
2 —
Estimado 3 e
cualitativo 4 —
5 ——
6 — ——
Presencia o ausencia de bandas en un gel
b)
MARCADOR GENOTIPO GENOTIPO A-B
RAPD A B
L 1 1 1 0
cualitativo 2 1 1] 1
O-similitud 3 -0 ! [
1-diferencia 7 i ) 1
5 0 1 1
6 [ 1 [+
)
Distancia genética (A,B)= X l A-B | Estimado
. n cuantitativo
=4/6"

= 0,67
Figurn 10, Determinacién 'de la distaﬁcia‘ genética a partir de una comparacion de marcadores RAPDs.

a) Palrén electroforetico obtemdo en dos genotipos, b) Codificacion para los genotipos A y B basada
‘en los patrones mostrados en(a). c) Célculode la distancia g genética. (Skroch y col., 1992).
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V. MATERIALES Y METODOS.

5.1. Cultivo dc insectos.

Se utilizaron tres colonias de P. truncarus, dos procedentes de Afnca, Togo y

Tanzania, y una de Méxnco Las colonias afrlcanas fueron' proporclonadas por el Profesor

Robert Smith de la Umversndad de Lexcester y la < ’o' xkcana fuc capturada a los
alrededores del CINVESTAV- IPN, Umdad lrapuato Las_ tres olomas se han mantenido

confmadas desde 1994 en frascos de wdno d k
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5.2. Extraccién y cuantificacién del ADN.

Para aislar ¢l ADN de P. fruncatus se probaron tres métodos: l)b el método utilizado por
Vandemark y col. (2000), empleado para aislar ADN derho’ngoks; 2) el método descrito por
Cenis y col. (1993) donde aislaron ADN de éﬁdos y; 3) el método de bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB) (Apéndice) descrito por Doyle y Doyle (1990) con algunas
modificaciones.

1) Método utilizado por Vandemark y col. (2000). Se pesaron 0.5 g de larvas, conservadas
a —80°C, macerdndolas con nitrégeno liquido y carborandum (como abrasivo) hasta obtener un
polvo fino. Las larvas maceradas se colocaron en tubos para centrifuga de 50 ml con 3 ml de

buffer de extraccxén (Apéndlce) mezclando por 2 minutos. Posteriormente, para la extraccion,

se agregé un volumen igual: al oblemdo en la separacién, de fenol:cloroformo:alcohol

,mptos. Después, la mezcla se centrifugd por 20

obtemdo en la ef hol lsoamlllco (24 1), volvxendo a centrlfugar

por 20 mmutos a 8 000 rpm y 4°C Se eparé la parte supenor y se agregé 0.5 del volumen,

" obtenido en la separacnén, de acetato de amomo 7 5 M y 2 5 Ve de etanol al 100%,

: deJando preclpltar toda la noche. Al dia sngu:ente se centnfugé por:15 minutos a 2 000 rpm y

4°C., después se ellminé el sobrenadante, se agregé etanol al 70”% y se aglté por 10 minutos.
Posteriormente se centrifugdé por 15 minutos a 8 000 rpm y 4°C se ehminé el etanol y se
escurrié la pastilla la cual fue resuspendida en 1 ml de ‘T|oE|,. pH =. 8.0 (Apéndice).Las
muestras se almacenaron a —20°C hasta su utilizacion, K

2) Método descrito por Cenis y col. (1993), Se tomaron 10 larvas colocdndolas en un tubo

de 500 p! agregandoles nitrdgeno liquido y macerandolas con una varilla esmerilada.
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Posteriormente se les agregé 200 pl de buffer de exlracc16n (Apéndlce) y 100 pl de acetato de

amonio 2.5 M, mcubando a —20°C por 10 m'nulos Dcspués se centrlfugé 5 minutos a 14000

pastilla se resuspendlé en 100 ul de TloEl pH=28.0 (Apéndiée)‘.'_‘lr..as muestras se almacenaron

a-20°C hasta su utnhzacnén R
3) Método descrito por Doyle y Doyle (1990)., Se pesa:on O Sg de larvas, conservadas a
~80°C, macerandolas con mtrégeno liquldo rborandum (coﬁo abrasxvo) hasta obtener un
polvo fino. Las larvas maceradas se colocaron en tubos para cenmfuga de 50 ml con 5 ml de
buffer CTAB precalentado en baﬂo Mar(a 60°C incubéndose 30 minutos con agxtaclén

ocasional y suave. Postenormente se agregaron 5 1 de fenol-clorofonno-alcohol 1soamﬂxco

(24:24:1), centrifugdndose por 15 mmutos " 6 000 rpm y 4°C Después de separar la fase
superior se le agregé un volumen, lgual al obtenido en la separacidn, de cloroformo: lsoamﬂico :
(24:1) centrifugdndose por 15 mmutos a 6 000 rpm y 4°C. Se separé la fase supenor yse.
agregé 0.7 del volumen, obtenido en la separacién, de isopropanol dejando precxpxtar por 24

horas a —20°C. A continuacion se centrifugé por 10 minutos a 4 000 rpmy 4°C se ehmmé‘

todo el sobrenadante y se lavo la pastilla con 5 ml de etanol al 70% Se centnﬁlgé por 10 V
minutos a 5 000 rpm y 4°, después de dejé escurrir la pastllla lo mﬁs posible, mVlruendo el
tubo cuidando que ésta no se caiga. La pastllla se disolvié en 1 ml de agua destilada,
desionizada y estéril a 60°C en bafio Maria por_12 m;nutos,‘ gjovlendo suavemente a intervalos

de 4 minutos. Las muestras se almacenaron a -20°C ‘h'zi_'stg su ﬁtllizacién.
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Las concentraciones de ADN se determinaron mediante las lecturas de absorbancia a
260 nm en el espectrofotémetro Beckman DU- 50, con‘celda'kdé"c':‘l.la:zo de.1 cm, en una’

dilucién de 1 a 50.

Absorbancia260 nm. X factor de diiﬁéiéh

[pe/ul ADN]=

Coeficiente de extincién con haz que atraviesa 1 cm

La pureza del ADN s‘é:és{imé mediante el cociente de las absorbancias a 260 y 280 nm.

Una preparacién pura de ADN,tiene un cociente aproximado a 2.0, entre menos pureza, ¢l
fg menor (Sambrook y col. 1989).
se llévé a cabo en un gel de agarosa (Gibco BRL) al 1% en TBE

volumen de 20 pl, el cual contenia: 2pl de ADN, 4 ul de buffer de

comda 6X (Apéndlce)_y 4 ul de agua destilada, desionizada y estéril. Como marcador de - .
peso molecu ar 'n 5 ul de A Hind III a una concentracién de 0.2 pg/pl (beco

BRL) con 4 p.l de buffer de comda 6X y 11 pl de agua destilada, desionizada y esténl La

vnsuallzacxén del ADN se hlz s ergxendo el gel por 5 minutos en una solucién de bromuro

de eudno a una concentraclén de 4 p.g/p.l y‘lavéndolo en agua destilada por 10 minutos; Los

geles se observaron y se fotograf iaron:sobre un transxlumlnador de luz UV con el equipo

Fotodyne Incorporated Foto/ Echpse & »
De acuerdo a lo observgdp en g;aﬁa del ADN y comparando con el estandar de

A ‘Hind I, se asumié —uérs,tfr'a' es ARN, por lo que se ajusté la

concentracién del ADN paf_a tener 20 ng/p o
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5.3. Estandarizacién de los RAPDs.

Para estandarizar las condiciones se probaron dos concentraciones' de VADN y. dos
concentraciones de MgCl,. Los volumenes de reaccién fueron de 25141 contemendo 40u 80 ng

del ADN total de las dnferentes colomas de P trum:ams y como orgamsmo de comparaclén se -

utiliz6 ADN de Sxtophtlus zeamaﬂb l 5 mM 6 3.0 mM de MgCl, (Perkm Elmer), 2 S Ude

Ampli Taq‘.ADN pohmerasa (Perkm Elmer), 1.25 mM de desoxinucleétidos Gene Amp’

;2.5 pl de soluc:én amortiguadora Buffer II (Perkin Elmer) y 15ng de

ohgonucleé os - del  KIT: OPA (Operon Technologies), aforando con agua destilada,

desxomzada y estéril,; Las reaccnones se llevaron a cabo en un termociclador Perkin Elmer

'Gene Amp PCR System 2400 dando un precalentamiento a 94°C por 2 minutos, después se

programaron 35 6 40 - cxclos ‘con las siguientes tempemturas y tlempos para la

\desnaturahzaclén 94°C por 1 mmuto, para el alineamiento de 37°C 6 40°C por 1 minuto y para

la extensxén 72°C por lmmuto, temendo una extension ﬁnal de 7 mmutos a 72°C

54. Electroforeéis de los RAPDs.

La separacion de los fragmentos amplificados se realizé en una camara horizontal de
electroforesis (Horizon 11-14 de Life Technologies) en un gel de agarosa al 1% en TBE y un
promedio de 80 volts durante cuatro horas. El volumen de muestra que se corrié fue de 29 ul
por pozo, 25 l del producto PCR y 4 'l de Buffer de corrida 6X (Apéndice), al igual que'el>

de los marcadores de peso molecular:
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1) 5 ul de A Hind 1II (Gibco BRL, [0.2 pug/ul]), 4 ul de buffer de corrida y 20 pl de agua
destilada, desionizada estéril.
2) 4 ulde 123 pb (Gibco BRL [1 ul/ﬁg]), 4 pl de buffer de corrida y 21 pl de agua destilada,
desionizada estéril.
qu su visualizacién los geles se sumergieron por 20 minutos en una solucién de
bromuro de etidio a una concentracion de 4 pg/pl, y se lavé con agua destilada por 10
minutos. La fotografia se tomd sobre un transiluminador de luz UV con una pelfcula Kodak
TRI-X Pan film de 10.2 x 12.7 cm., con una cdmara Polaroid MP4 land, con una exposicién

de 20 segundos. El revelado se hizo en un procesador Kodak X-OMAT M20.
5.5. Aniilisis de datos para construir dendogramas.
§.5.1. Cilculo de la distancia genética.
Los patrones de fragmentos amplificados (bandas) que se obtuvieron con cada

oligonucleétido fueron identificados por medio del programa Quantity One para generar una

matriz de datos. Estos datos fueron codificados numerdndolos consecutivamente a partir de su

. origen de migrabién en el gel de agarosa, es decir la parte superior de éste (Fig. 10a), con un

“1” para mdlcar prescncna y un “0” para indicar ausencia de bandas, donde las columnas son

L : /las colomas y las ﬁlas los fragmentos polimdrficos (Fig. 10b). Con esta matriz de datos (1 y 0)
(se determmaron matrices de distancia genética mediante la comparacion entre cada par de
o Z‘_V,genolipos utilizando los métodos de Jaccard (similaridad) y Skroch (disimilaridad). Estas

matrices contienen las distancias entre todos los posibles pares de individuos (Fig. 10c).
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5.5.2. Aniilisis de agrupamicntos.

El dendograma se construy$ a partir de cada una de 1as‘ matrices de distancia genética

computadoras S-Plus versién 4.0 para Windydwsii! NTSYS: versién 2.0 para Windows. Para

calcular los limites de confianza de loAs,“ dendogramas obténidos,» se uso el método de

bootstrapping de Felsenstein, (1985).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION.

La utilidad de un sistema de marcador dado es un balance ekmre" el nivel de
polimorfismos detectado (contenido de informacién) y el grado en el cual ‘el ,kimé‘lisvis puede
identificar maltiples polimorfismos (Powell y col. 1996), por lo que en:este analisis de

resultados frecuentemente nos referiremos a ellos.
6.1. Estandarizacién de las condiciones.

Los RAPD’s requieren de un alto nivel de estandarizacién en la ambliﬁcagién de sus_
productos para que éstos sean reproducibles, confiables y consistentes (Carboﬂari y céi., 1993)
ya que el patrén de bandeo puede variar entre experimentos dentro de un mismé laboraic;ri'o y
ain mésl entre laboratpriosr(E!l:syvo_ljth y col,, 1993) por lo cual, este estudio sé realizé bajo

condiciones estrictamente controladas, .

ari 'clén evaluados son: calidad y cantidad de ADN, cantidad

de MgClz, temperaturas de acc:én y numero de ciclos.

ADN. Uno de Ios pnncnpales problemas enel axslamnento del ADN es la obtencién de
bajos rendimlentos y poca pureza Por lo cual en este trabaJo tuve la necesidad de probar tres
métodos de extracmén de ADN, tal y como se menciona en matenales y métodos.

En la tabla 2 podemos observgr que los métodos de hongos y CTAB presentaﬁ mejo;
concentracién de ADN, sin émbt_li'go es hotorio que la pureza presentada por el métdd6 de.
CTAB se acerca mds al valor adecdﬁdo : (2.0) (Sambrook, vy col. 1989), por;lo':une: fue éSte

tltimo método el seleccionado para la amplificacién por PCR, El estado y qdncentraclén del
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ADN fue corroborado con la relacién de al‘)so'rbanéiias;a 260’y 280 nm ysu y"isﬁillivzééién por

clectroforesis.

Tabla 2. Comparacién de los métodos de éxu‘:ﬁcci:(fm.

INDICE DE PUREZA

METODOS DE CONCENTRACION REFERENCIA
EXTRACCION DE ADN (u g/ pl) 260nm /280 nm
CTAB 2.50 1.8039 Doyle y Doyle, 1990,
Hongos 2.60 0.8575 Vandemark y col., 2000.
Afidos 1.35 1.5973 Cenis y col., 1993,

La cantidad de ADN utilizada para. la‘ amplif cacién por PCR no se considerd

determinante, ya que tant con lo 40 ng como con los 80 ng de ADN plantxlla utlllzados hubo :

una amplificacién eﬁclente de varios productos RAPD s, generando un buen patrén de bandeo

con ambas cantldades de ADN

MgClz. Es este parémetro fue el que més lnfluyé en Ia obtenclén de mformacnén por

medio de productos RAPD s, ya que el fon Mg ayuda a establllzar la cadenﬂ doble del DNA,

sin embargo el exceso de est n promueve la producclén de productos no especificos o bien
artefactos dimeros del ollgonucleétido :

En la concentrgcxén gl;q (3.0 mM) se observé ausencia de bandas y/o presencia de
jbarridos que no nos pennitierib‘t;‘ identificar y cuantificar los polimorfismes. El mayor nimero
‘de polimorﬁsmos coh definicién més clara y reproducibilidad, fueron obtenidas al utilizar 1.5
mM de MgCl; en comparacién de 3 mM, Wang y col. (1994) encontraron que una
concentracion baja de MgCl, (1.5mm) fue éptima para producir patrones RAPD’s claros, lo

cual concuerda con estos resultados,
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Temperaturas. Las temperaturas de desnaturalizacién y extensién utilizadas en este
trabajo son las que se emplean en la mayorfa de los protocolos RAPD's, sin embargo, como ya
ese menciond en la revisién de literatura, la temperatura que tiene un efecto mis critico en la
especificidad es la de alineacidn (Barrera y col. 1993). La temperatura de alineacién de 37°C
no presenté el mismo nimero de bandas en cada repeticién, es decir se pierden bandas y el
bandeo presentado es poco claro, pdr tﬁﬁto la temperatura de alineacién con la que se
obtuvieron el mismo niimero de bandask por repeticién y patrones de bandeo més clgros, fue la

de 40°C, tal y como lo reportan Williams y col.(1990).

‘Namero de ciclos. El m'xmero de ciclos promedib oscila‘en Y. 35 ségfm reportan
Barrera y col. (1993) , sin embargo, el numero de cxclos que nos proporcxoné pollmorf Smos
claros y reproducibles fue el de 40 cxclos en comparaclén con

Las condncnones estdndares de los parémelros que nos permltleron reahzar el presente

trabajo se muestran en la Tabla 3y Fxgura 1L

Tabla 3. Condiciones Estdndares para la Realizacién de los RAPD's,

COMPONENTES CONCENTRACION
‘ EN 25ul DE REACCION
ADN Total 80 ng
MgCl,. 1.5 mM
Taq polimerasa 25U
Desoxinucledtidos (cada uno) 1.25 mM
Buffer 25ul
Oligonucledtidos 15 ng
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Figura 11, Tiempos y temperaturas estindares. Calentamiento inicial (CI) 94°C por 2 minutos, 40
ciclos a 94°C para la desnaturalizacién (D) por 1 minuto, 40°C para la alineacién (A) por 1 minuto,
72°C para la extensi6n (E) por 1 minuto. Extensién final (EF) a 72°C por 7 minutos.

- 6.2.Seleccién de los oligonucleétidos.

De los 20 oligonucledtidos probados, 2 no amplificaron y 18 mostraron eVidéncia de
- polimorfismos. Sin embargo, solamente 10 fuefon seleccionados para la evaluacién final yé
que presentaron buen numero de polimofﬁsmos, bandeo claro y reproducibilidad.” La
secuencia de los oligonucledtidos seleccionados y el total de fragmentos polimérficos
amplificados se muestran en la Tabla 4. ‘
Solamente se tomaron en cuenta. para el andlisis, las bandas reproducibles en dos
corridas independientes.
Estos diez oligos produjeron un total de 161 bandas. El ntimero total de bandas por

oligonucledtido varié de 13 (OPA-07) a 20 (OPA-13) con un promedio de 16.1 bandas por
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oligonuclestido;” y el tamafio"de las bandas vario de 123 a 2583 pb tal y como lo reportan

Black IV y col.; (1992).

Tabla 4. Secuencias v'y Nﬁmero de Baﬁdas Amplificadas por los Oligonucleétidos seleccionados

: e FRAGMENTOS DE | FRAGMENTOS DE
c_dm&so i15°A3 AMPLIFICACION | AMPLIFICACION
= MONOMORFICA | POLIMORFICA
“OPA-Ol .| CAGGCCCTTC 3 3
OPA-06.. | GGTCCCTGAC 2 14
" OPA-07 | GAAACGGGTG I 12
OPA-08 | GTGACGTAGG 2 13
OPA-11 CAATCGCCGT 3 13
OPA-13 CAGCACCCAC 2 18
OPA-15 TTCCGAACCC 5 12
OPA-16 AGCCAGCGAA 0 15
OPA-17 GACCGCTTGT 2 13-
OPA-19 CAAACGTCGG 5 137
TOTAL DE FRAGMENTOS AMPLIFICADOQOS 25 ]3’6

6.3. Polimorfismos encontrados en los RAPDs,

Encontramos un alto porcentaje de polimorfismos (84.45%) usando los 10
oligonucledtidos del kit OPA. Las figuras 12, 13 y 14 son algunas de las fbtograﬂas de los
RAPD’s analizados donde se observa la diversidad de polimorfismos y el peso molecular
aproximado que presenta cada secuencia de ADN, tomando como referencia a los estdndares

de peso molecular de 123 pb y A Hind llI. Las tablas 5, 6 y 7 son la representacién
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esquemétlca de los pohmorf smos observados en los geles mostrados en las S f' guras 12 13 y 14
ya que en estas fotograﬁas algunas bandas no se perclben claramente por efectos de lak ‘

1mprc516n en papel

Con el ollgonucleéndo OPA-01 (Fig. 12) se observé claramente el pollmorﬁsmo que

se da enlre las tres colonias de P. truncatus de México, Togo y Tanzama,

fragmentos RAPD s que se presentan con este oligonucleétido van de los 452 a los 1908 pb
(Tabla 5) Algunas de las bandas que nos permiten observar més parentesco entre las colonias

de Togo y Tanmma son las bandas ubicadas en los 1859, 1224 y 497 pb; los polimorfismos

que nos penmten dlfere ciar a estas dos colonias africanas son las bandas marcadas con 1079

en Togo y 825 pb que solo aparece en Tanzania; mientras que las bandas

marcadas con 1908 1667y 1478 pb sélo aparecen en la colonia mexicana. Algunas bandas se

mo las ubicadas en 1859, 1224, 1190, 1079, 857 y 497 pb yes

comparten con

el nnélxsw de otras bandas en este y ‘otros geles lo que permite diferenciarlo claramente de P.

) fruncatus.

: El ohgonucleéudo OPA-O7 (Fig. 13 y Tabla 6), presenta diferentes polimorfismos

que van de los 1886 a los 165 pares de bases, con este ollgo ‘ observa mayor parentesco entre

las coloma de Méx:co y Tanzania ya que comparten demés de las amplificaciones

’ ue,cormparten Togo y

Tanzania con 949 pb. Mienlras‘que a la colokma de.Togo la distinguen - las bandas marcadas

con 1886, 1564,1229 y 766 pb
Otro patron de diversndad de pohmorf smos se presenta en las Fxguras 13 y 14 donde

los ollgonucleoudos‘ :QPA-OS y, 0PA_-Q6_mostraron clerto paljentesco entre las colonias de
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 (Tabla 6) con Méxic

v Irum:ams y S ; zeamais,

Togo .y ’I“an.z‘_a_niq,’”mi ntras ciué los oligonuclettidos OPA-16 y OPA-07 mostraron
polimorﬁsmds muy ;iiféréntes, ‘habiehdo més parentesco entre las colonias de México y
Tanzania. ESio ﬁds ihdiéé que los patrones RAPD’s presentaron diferencias dependiendo de
los oligonucléétidos y el ADN de las colonias amplificadas, las cuales se observaron a través
de la presencia o ausencia de bandas. Tal como lo reporté Gibbs y col. (1994) con Elaphe
obsoleta y Sistrurus catenatus donde encontré 40 % y 90 % de polimorfismos dependiendo
del oligonucleétido usado.

Al analizar los polimorfismos dados por los diez oligonucleétidos se considerd

lmportante hacer notar que S zeamais presenté un bandeo muy. diferente al de las colonias de

P truncatus, compamendo de dosa sxete b ejemplo, con el oligonucleétido 0PA-06

(Flg 13 k2 Tabla 6) os - fragmentos amphﬁcados de las tres colomas de P mmcatus,:‘

comcldle:on co

los p morﬁsmos que compartié S. zeamais “con Togo y Tanzama :

: jfueron la banda 1859 1224 Yy £ 497 pb mientras que Méxnco no comparte polimorfismos con él

: més que en donde se presenta una amplificacién monomérfica (1190, 857 y 557 pb).

Sin embargo, no todos los oligonucledtidos presentaron varias bandas eﬁrcomﬁn'entrer
las colonias de P. truncatus y S. zeamais, tal como se observé en el oligonucleétidb OPA-08
(Fig. 14 y Tabla 7) donde sélo comparten las bandas de 949, 774, 730, y 300 pb;;Mientras ﬁue
el bandeo de P. truncaius en el oligonucledtido OPA-16 (Fig. 14 y Tabla 7 sél6 éoin.cide con

dos fragmentos amplificados de S. zeamais marcados con los 1503 'y 805 pb,
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El ahélisisfaﬁte"rid nb‘,c'on'sidei-a'”el bandeo p'rese'ntado‘énrlos 10- 6iigonucle6tido§
seleccxonados, ya qu esle

uno de los geles para poder. llegar al'anéhms general, se observaron 57 bandas polxmérﬁcas

35 40%) emre 1 e Méxlco y Togo, para las colonias de Méxlco y Tanzama hubo

44 bandas pohmérﬁcas (27 32%), ﬁnalmente entre las colonias de Togo y ’[‘anzama se redUJo.

a 35 bandas p ’mérﬁcas (21 73%), dando un total de 136 bandas pohmérf'cas (84 45 %)
(Tablad). . -
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123

Figura 12, Polimorfismos de! OPA-01. A, Marcador A Hind III (pozo 1); Oligo
OPA-01, México (pozos 2 y 3); Togo (pozos 4 y 5); Tanzania (pozos 6 y 7);
Oligo OPA-04 (pozos 8-13) no utilizado para este analisis por poca claridad en el
bandeo; CN, controles negativos de los oligos OPA-01 y OPA-04 (pozo 14 y 15
respectivamente); CP, controles positivos (S. zeamais) con OPA-01 y OPA-04
(pozo 16 y 17 respectivamente); M, marcador 123 pb (pozo 18); (pb) pares de
bases.

Tabla 5. Polimorfismos y pares de bases (pb) encontrados en las colonias de P. rruncatus de México

(M), Togo (T) y Tanzania (Z), y S. zeamais (S) con el oligonucledtido OPA-01.

OPA-01

=
N
(]
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1149
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Figura 13. Polimorfismos del OPA-06 y OPA-07. Oligo OPA - 06, México (pozos 1y 2);
Togo (pozos 3 y 4); Tanzania (pozos 5 y 6); Oligo OPA - 07, México (pozos 7 y 8); Togo
(pozos 9 y 10); Tanzania (pozos 11 y 12); CN, controles negativos de los oligos OPA-06 y
OPA-07 (pozos 14 y 15 respectivamente); CP, controles positivos (5. zeamais) con OPA-
06 y OPA-07 (pozos 16 y 17 respectivamente); A, marcador A Hind III (pozo 18 }; M,
marcador 123 pb (pozo 19,); (pb) pares de bases.

Tabla 6. Polimorfismos y pares de bases (pb) encontrados en las colonias de P. truncatus de México

(M), Togo (T) y Tanzania (Z), y S. zeamais (S) con los oligonucleétidos OPA-06 y IOP_AA-07.

: OPA-06 OPA-07
‘| Banda Pb T Z S Banda Pb M T
1 1701 — 1 1886 —
2 1333 -— _— -_ 2 1564 —
3 1255 — 3 1229 -_—
4 1228 —_— - — 4 1184 -
5 1225 — | — 5 1t — —
6 1149 — _— 6 966 —
7 1119 - _— 7 949 -_—
8 1020 -— — 8 846 -— —
9 956 — _— : . 9 809 - — .
10 878 - — -— -— 10 766 —
11 809 — — — 1 699 -— _— -_—
12 745 —_ 12 555 ; —
13 675 - — 13 165 — _— — Eth
14 619 — e
15 530 -—
16 477 -
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774

Figura 14. Polimorfismos del OPA-08 y OPA-16. A, marcador A Hind HI (pozo 1);
Oligo OPA-08, México (pozos 2 y 3); Togo (pozos 4 y 5); Tanzania (pozos 6 y 7);
Oligo OPA-16, México (pozos 8 y 9); Togo (pozos 10 y 11); Tanzania (pozos 12 y 13);
CN, controles negativos de los oligos OPA-08 y OPA-16 (pozos 14 y 15
respectivamente); CP, controles positivos (S. zeamais) con OPA-08 y OPA-16 (pozos

pb A

OPA

- 08

OPA - 16

2 34

5 6 1 8

9 10_11 12

CN CP M pb

13 14 15 16 17 I8

(3

23130

0 08 0000000

16 y 17 respectivamente); M, marcador 123 pb (pozo 18,); (pb) pares de bases.

Tabla 7. Polimorfismos y pares de bases (pb) encontrados en las colonias de P. truncatus de México

(M), Togo (T) y Tanzania (Z), y S. zeamais (S) con los oligonucleétidos OPA-08y OPA-016.

) OPA-08 OPA-16
Banda Pb M T Z S Banda Pb M T
1 1553 —_— — 1 1503
2 1444 — — 2 1305 —
3 1227 — — 3 1227 — —
4 1199 — — -— 4 1195 —
5 1057 -_— -— 5 1152
6 949 - -— 6 1027
7 869 — — 7 976
8 774 -_— — — — 8 891 -—
9 730 — - 9 844
10 675 — — — 10 805 -
1 570 _— — — 1 752 —
12 490 . -— 12 680 —
13 440 — -— 13 574 -_—
14 408 14 518
15 300 — — — 15 496 — -
16 433 -— -
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6.4, Anilisis de datos para la claboracién de dendogramas.

Los datos obtenidos a partir de los marcadores RAPD's, generados por los 10
oligonucleétidos, se analizaron por dos métodos: 1) se estimé la similaridad genética de

Jaccard y 2) la disimilaridad genética de Skroch. De los par_es de individuos analizados, se

generaron las matrnces de dlstancla genétxca entre las tr s onias de P. fruncatus y S

zeamaw La d1s1mllarldad.genéuca obtemda Vpo el ' método ‘cc‘)éﬁc_{i‘ente de apareamiento

simple o de/Skroc sem la Ta disimilaridad genética entre

que Togo y Ta.nzama presentan la mayor snmxhtud con un valor de 06600‘ (Tabla 9)

Concordando lo antenor con Ia dlsnmllandad mostrada por el anéllsns de Skroch.

Tabla 8. Matriz de disimilaridad genética.

MEXICO TOGO TANZANIA | SITOPHILUS
MEXICO 0.0000 0.3529 0.2756 0.5870
TOGO 0.3529 0.0000 0.2193 0.6838
TANZANIA 0.2756 0.2193 0.0000 0.5949
SITOPHILUS 0.5870 0.6838 0.5949 0.0000

58



i
E
-.
|

Tabla 9,-Matriz de similaridad genéticn;

MEXICO TOGO TANZANIA SITOPHILUS

MEXICO 1.6000 05045 | os7s4 , 03053

TOGO 05045 | 10000 | :o 6600 ' 02535
TANZANIA | 0.5784 5600 | 1oooo T
STTOPHILUS|  0.3053 03535 f 03088

A partir de estas matrices se llevé a cabo el anéhsls 'globa] o de conglomerados donde
se abtuvieron los dendogramas que representan en forma grtiﬁca las relacxones genéticas entre
las colonias (Figuras 15 y 16) cabe menclonar que la dlstancxa indicada en el dendograma

resulté del andlisis de agrupaxmento y no es la mxsma que se reporta en las tablas 8y9.

En la 1nterpretac16n del dendograma de: dlsxmllandad (Fxg 15) se puede ver que la

colonia de Togo esta estrechamente relacm d n la co]oma de Tanzama, la distancia a la

cual estas colonias se agrupan es de 0 2193 lo cual qunere declr que dlﬁeren solamente en el

22% de los polimorfismos RAPD’ s. Las colomas afncanas se encuentran a una dxstancxa de

0. 31425 de la de Meéxico, cuyo valor es el promedlo entre los valores de dxsnmllandad
mostrados en la tabla 8 entre las colomas africanas, dlﬁnendo la coloma mex1cana de las
africanas en un promedio de 31% en los pollmorﬁsmos RAPD's. La dlstancia de las colonias
de P. truncatus con respecto a S. zeamais es de 0.6219, es decir tienen un 62% de disimilitud.
Para corroborar la cohslstgncia de los datos, se realizd el mismo andlisis utilizando la
distancia genética obtenida mediante el modelo de Jaccard y se obtuvo un dendograma con la

misma topologia (Fig. 16), es decir agrupd de la misma forma a los materiales genéticos
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comparten el 54'V

lruncalus con respectoa S, zeamms es de 0 2892 es decxr tienen un 29% de Slmllltud

que la dlstancm genénca ; 1snmnlarxdad y

sxmllandad (Avxse, 1994’ Martinez, 2000), por lo que en el andlisis antenor se presentan

diferentes Vaiores de dlstancla genénca para cada dendograma

Para j Juzgar la robustez del dendograma se utxhzé el método de remuestreo por réplicas
(bootstrap) ob_teméndose 4, 000 réplicas de la matriz de dlstmllandad y los errores estdndar
para cada una‘d;a las;disimilaridades (Tabla 10). También se calcularon los coeficientes de
confianza de Fel‘sebnste.in (1985) basados en las 4000 répliéas, obteniéndose el dendograma de
la ﬁgura 17. Esta ﬁgura nos mdica el estxmado del nivel de confianza para "cada nodo, por lo

que podemos estar seguros en un ]00% que el nodo que une a S zeamm’s con las colonias de

P. truncatus es verdadero en todas las réplicas, de la misma manera ¢ ue el que une a la colonia

de México con las colonias africanas, no asf el que une a las colomas de Togo y Tanzania, ya

que en éstas s6lo se presentd en un 88% de las’ réphcas, sin embargo este porcentaje es
suficiente para decir que el nodo existe en el aendoéfma; lo éual nos permite confiar en que
la topologfa del dendograma es correcta y por tanto tener la certeza de que la colonias de 2.
truncatus de México esta realmente separéda de las colonias africanas, asf como S, zeamais de

las colonias de P. truncatus.
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Tabla 10, Valores esladisticos.

DISTANCIAS | DISTANCIAS SESGO MEDIA ERROR
OBSERVADA ESTANDAR
S
Togo y 0.3529 0.0004197 0.3534 0.3851
Meéxico .
Tanzania y 0.2756 0.0001171 0.2758 0.03552
México
Sitophilus y 0.5871 0.0003686 0.5875 0.3958
México
Togo y 0.2194 0.0005263 0.2199 0.03330
Tanzania
Sitophilus y 0.6839 -0.0001378 0.8637 0.3712
Togo
Sitophilus 'y 0.5949 -0.0005701 0.5944 0.03849

Tanzania
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CONCLUSIONES.

. La concentraciéon de MgCl, fue determinante en la obtencién de polimorfismos, sin

embargo las concentraciones de ADN evaluadas no se consideraron determinantes en
la amplificacién de los fragmentos RAPD s de P. truncatus, muy probablemente por

que se obtuvo ADN de muy buena cahdad

Los mejores patrones de bandeo 'nreproducibilidad se obtuvieron con una

concentracién’de

temperatlira de desnat

cada una durame limmuto por 40 clclo

Los oligdnuéleétidqg c_bmércialeé_OPA-Ol,’ OPA-06, OPA-07, OPA-08,  OPA-11,
OPA-13, OPA-15, OPA-IG, OPA-17 y OPA-19 broporcionnn un alto porcentaje de

polimorfismos (84.45%), suﬁcienie para encontrar la distancia genética entre- ]as'tres

colonias de P. fruncatus, sin embargo el OPA-01 fue el oligonucleétido que preséhté'

mejor bandeo, ya que se obtuvo mayor niimero de bandas y més claridad entre ellas,

Los dendogramas obtenidos por ambos métodos nos presentan claramente la estrecha
relacién que hay entre las colonias de Tanzania y Togo y el distanciamiento que tienen
estas colonias africanas con la de México. La colonia de Togo estd estrechamente
relgcionada con la colonia de Tanzania difiriendo en un 22 % de los polimorfismos

RAPD's, mientras que las colonias africanas difieren de la colonia mexicana, en un 31
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MgClz, 80 ng de ADN total de P. truncatus, una

lizacién a 9 _C de almeacxén a 40°C y de extenslén a 72 °C : ’



% de’ los pohmorf smos RAPD H y las colomas dc P lruncalus con respccto a S

zeamais uenen un 62 % de disimilaridad.

5.

b

La relacién existente entre las colonias de Africa y la de México no es tan cercana, lo
que sugiere que el establecimiento de estas colonias en el continente Africano podria

haber tenido origenes diferentes.
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GLOSARIO.

ADN. Acido desoxim‘bonucleico, polimero formado por secuencias de nucleétidos que
consisten de un aztcar (desoxnmbosa), una base nitrogenada la cual puede ser de dos tlpos,

pirimidinas (citosina y txmma) o punnas (guanina y adenina) y un grupo fosfato . L

ADN plantilla. Polimero simple de ADN, complementario a un polx‘mero de ADN 6 ARN en .

formacidn, que sirve para especificar la secuencia de nucleétidos del polfm o

ADN polimerasa. Enzima responsable de la sintesis del ADNa partir de foéfaiés de .

desoxirribonucledtidos bajo la direccién de un ADN plantilla. .

Agarosa. Polisacdrido obtemdo de a]gas marinas usadas io gélico en’ electroforesis;

se usa para separar moléculas de ADN en base a su peso molecular

ARN. Acido ribonucleico, polinucleétido en el que el azucar ‘es una nbosa y a demés su base

nitrogenada es sustituida por uracilo en lugar de tlmma
Bootstrapping. Meétodo estadistico basado en repeticiones azarosas de muestras - que

reemplazan a la muestra original para provocar una coleccién de estimados nuevos de un

parametro del cual los limites de confianza pueden ser calculados.
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Bromuro de ctidio. 'Colorante que se adhicre a la doble ?céden;v de ADN. EI' ADN teftido con

el EtBr florece bajo la luz UV.

Clon. Poblacién de células idénticas y frecuentemente contienen ‘moléculas de- ADN

recombinante.

Codominante. Alelos que contribuyen de igual manera al fenotipo;. ninguno de los dos es

dominante sobre el otro.

Dimero. Especie molecular formada' por la unién de doks moléculas iyguales.

Distancia genética. Es la medida de divergencia evolucionaria de diferentes poblaciones de
una especie, es indicada por el ntimero de substituciones alélicas que han ocurrido por locus en
dos poblaciones.

Dominante. Alelo que determina el fenotipo mostrdndose en un heterocigoto.

Electroforesis. Técnica para separar moléculas basada en su movilidad diferencial en un

campo eléctrico,
Endonucleasa. Enzima que hidroliza enlaces fosfodiéster internos en un polinucleétido,

Eucarionte. Célula u organismo que contiene nticleo y se reproduce por mejosis. La divisién

celular es por mitosis y las enzimas oxidativas se empacan en la mitocondria,
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Exonucleasa., Enzima que hidroliza enldces fosfodiéster terminales (en los extremos 3°0 5%)de

un polinucleétido.
Flanquear. Colocar en ambos extremos del ADN.

Gen. Una secuencia de nucleétidos a los que se les puéda asignar una funcién especifica.

Gen clonado. Aquel gen que ha sido insertado en un vector defc'lonaciishv para ser propagado

en un organismo hospedero.

Heterocromdtico.  Regiones cromosémicas™ o~ cromosomas* completos que tienen una
estructura densa y compacta.en la-telofase, la- interfase. y 'la profase temprana. No se

transcriben y se replican lent}}merité. :
Loci.. Plural de la palabra locus.
Locus. Lugar en un mapa genético en el que reside una mutacién o un gen particular.

Marcador de ADN. Es un fragmento de tamaiio conocido utilizado para calibrar en un gel de

electroforesis, el tamafio de otras muestras.

Marcador genético. Es cualquier alelo de interés de fenotipo conocido y el cual puede ser
utilizado para monitorear la ingerencia de este gen durante cruzamientos genéticos entre

organismos con diferentes alelos.
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Nucleasas. Enzimas capaces de romper los enlaces fosfodiester de los 4cidos nucleicos ADN "

6 ARN.
Oligonucelétides. Secuencias de nucleétidos cortas.

Par de bases. Dos bases nitrogenadas que se complementan por puentes de hidrégeno en

ADN o ARN de doble cadena.
Plismido. Elemento genétlco (molécula de ADN circular y de doble cadena) situado dentro
de una célula huésped (bactena), que se replica inmediatamente de los cromosomas del

huésped y se utxllza comunmente_en clonacién.

Polimerasa, Enzima que retne en una unidad mayor o polimero, un nimero de subunidades

similares o idénticas.

Polimorfismo. La presencia de varias formas (de un rasgo o un gen) en una poblacién, la

proporcién de loci génicos polimérficos en una poblacién.
Polipirimidinas. Referente a la retencién de bases pirimidicas en la cadena de ADN.
Polipurinas. Referente a la retencién de bases puricas en la cadena de ADN,

Proteasas exdgenas y endégenas, Enzimas capaces de romper los enlaces peptidicos de un

polimero de proteina en los extremos o internamente a la molécula,

TFC1S CON “
FALLA [E CRIGEN




chctidos»inverii}dos.v Dos™secuencias idénlicu]sb de’ nucleétidos repetidas en orientacién

opuesta dentro de una }nojécula'de ADN; c@alquiera de los dos adyacente a otro o con alguna

distancia que los sepkar'é.k o
Recesivo. Alelo - oculio “en- el fenotipo de un heterocigoto por un alelo dominante,
frecuentemente a causa de inactividad o ausencia del producto del alelo recesivo.

Tdndem.  Repeticiones directas en el codén del ADN, adyacentes una de otra.
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9. APENDICE

9.1. Buffer de extraccién del protocolo de Cenis y col.

® Tris HClI 200 mM pH 8.5 3.152g.
* NaCl 250 mM 1.461 g.
* EDTA 25 mM 0.9305 g.

§ = SDS0.5% 0.500g
Aforar a 100 ml y esterilizar.

i

&

9.2. Buffer de extraccién del protocolo de Doyle y Doyle.

® Tris-HCI 0.5 M = pH 8.0 20 ml

* CTAB 3 % (p/v) 30pg.

* NaCl14M 8.183g
* "EDTA 20 mM 0745 g .

‘w2 me}captoetanol 0.1%(v/iv) 0.100g

Aforar a 100 ml y esterilizar.
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9.3. Buffer de corrida del protocolo de Vandemark y col.

BRI i i g OIS

* Tris HCl =pH 8.0 100 mM 1.576 g.
* NaCl 150 mM 0.8766 g.
* EDTA 5mM 0.1861 g.

Aforar 100 ml y esterilizar.

9.4. Buffer de corrida 6X

* Azulde brompfeqdl 025% 0.25 ml
* Xileno—cianol 025% ~ 025 ml

* Glicerol en agua 30 % -30.0ml

Aforara 100 ml.

" Guardara 4 °C




9.5 Buffer TBE 5X .

*  Tris - base ”,']f.M,
* Acido bérico 0.05M

* EDTA0.0SMpHS.0

Aforara 1000 ml y esterilizar.b

9.6. Buffer Tyg E, pH = 8.0.

* TrisCl 10mM (p H 8.0)
* EDTA (pH 8.0) ImM

Aforar a 100 ml y esterilizar,

54.0¢g

27.5 g

20.0 ml

0.1576 g.
0.0372 g,

9.7. Abreviaturas de las instituciones que estudian a P, truncatus.

*  Deutsche Gesellschaft fiir Technische Zusammenarbeit (GTZ)

* Natural Resources Institute (NRI)

« International Institute of Tropicél Agrichlﬁlre (IITA)
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F ood and Agrlculture Orgumzauon of the United Natlons (FAO) -

Escucla de Agrlcultura Panamerxcana (EAP)

Centro de Irive'st'igék vanzados (CINV ESTAV)

Umversndad Nacxonal Auténoma de Méxlco (UNAM)
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