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RESUMEN. 

Prostephanus mmcatus (Hom) (Coleoptera: Bostrichidae) es conocido como el 

barrenador mayor de los granos. Esta plaga llamó la atención del mundo a finales de los 
- . . , ·.·· 

setentas cuando se. prese~tf ~1{.Afri6a causando pérdidas considerables en maíz y en· yuca 

almacenada. Se h~ ~epcirt~do qÚ~ P. truncatus fue introducido a África desd~ Améric~ Ce~tral 
..,~· " • • > 

o México. Algun~s~~()~~~!ii~íiciCl~an~ue esta plaga fue introducida a Áfri~~desde México. 

Sin embargo, otrÓs:;nVé~ti~~d'~i~s ;eportan que esta plaga tiene otro origen g~~g~fico. En este 

estudio se hizo u:~¿i¡~Ü~j~::;;relación filogenética existente entreias colo~i~ de insectos 

provenientes "¡¡: ;:~é~}i¿"¿~1tf()':~(~-~ Tanzania usando RAPD's -~~1i~or;.:1n~~ del ADN 
~-~-: - i:·'.~: ;,_:Y:.\·:~·(· 

Amplificados al Azarf coll el fin _de tratar de definir su origen: Llls cÓIÓnias de'P. lruncatus 
~°"· ,, . ~- ·,--_·:-.': - '...... _: ¡ 

fueron analizáda5col1)61 ·bandas .Bmplificadaspc:ir:: 10 oligonucleótidos_comerciales. La 

relación filog~néti~á e~i~tente entre la colClni~ d~ M~~i~o y Jas colonias provenientes de Africa 
< ---

no es tan estrecha como la que se presenta entre las :dos colonias africanas, lo cual nos 'hace 

pensar que la introducción de P. truncatus al continente africano podría iener un origen 

diferente a México. 



l. INTRODUCCIÓN. 

Los cereales han sido a través de la historia la base de la alimentación de los pueblos, 
·. .· ·. ,· 

por lo que se les considera corno fuente )rnportante de nutrición para' el hombre;' 

particularmente en los paises en vlrui de desarrollo.Tal e~el caso de'M:éxico, ~~~de el m;lz es 
--- ,_;, . .,.:::.::-:- •'.'".::'.•c:;•c 

el cereal de mayor irnportrulcia alimenticia y cú'ttúrat:'Si~ ~mb~go;<uii~·¡,~~~ió~ considerable 
·-:~ '/ i,. ";._ ~ -.~-!·:·- ·:.:~,?-·.e':.~, · :-. ~-º>, ;.: :·;·'1; 

de la producción está sujeta a pérdidas, 1ru.··~uales puecl~n oc~r'cl.~sde el campo, durante la 
'J ' ., .•. '·'.o -'·> • 

cosecha, el desgranado, el secad<:>, el almacenamiento y la distribución (Saidi, 1990). Esto 

provoca que la producción merme considerablemente obteniéndose rendimientos en el ámbito 

nacional de tan sólo 2.16 ton/ha en promedio (SAGAR, 1999), lo cual no es suficiente para 

cubrir las necesidades de alimentación existentes. 

Considerando el almacenamiento como una etapa crítica, los factores que determinan y 

acentúan las pérdidas en granos almacenados son: a) la carencia de almacenes adecuados y de 

facilidades de almacenamiento, b) el alto contenido de humedad del grano en el momento de 

almacenarlo, c) los granos rotos e impurezas que son un sitio favorable para el desarrollo de 

insectos y microorganismos, d) el manejo deficiente de granos o semillas, y principalmente e) 

la presencia de plagas, tales corno insectos, microorganismos, roedores y aves, que actúan 

individualmente o en conjunto (Ramírez, 1984). 

En el caso de malz se distinguen tres especies de insectos considerados como plagas 

primarías por la magnitud y tipo de dai\os 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 Malz, Sitotroga cerea/ella (Olivler) (Lcpidoptera: 

Gelcchiidae) o Palomilla Dorada del Maíz y Pros1cpha1111s 1r1mca111s (Horn) (Coleoptera: 

2 
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! 
i ¡ 
1 

1 
J 

1 
1 

Bostricl1i~ae) o Barre~~dor Mayor' de los ~~an~s. La mayCÍrí~ de l~sestudios r~alizados con 

estos insectos reporáfl pérdicl;;;p'~iconsumo parcial·~ t~t~I, dailós,fisicos por ~vÍposieión, asl 
• - • -· ' • e ,, • ' . ---· __ _, • ~·- ·-.- ~-- «~-:. - -' ;, _ _. :~.. . 

como contaminaéión po~c;icc~et!IS.·Ta~bién ~e'sabe <i"iie)ii p~e~en~i~ de lo~ insectos es capaz 

de elevar la, tem;e~t~ti ~~
1

o16~ .i~an6~·~ i1{~iceÍlad~s aíúnentrui~o: as! el riesgo de 
· ;'·~'~ -"~: .. <: ::·';'.:·, " -.,_ .. ; . r.::<·-" .·; __ :,-·);' _:-:·;,·-~ -~ .. _~~{~:-- ·: r.,'?y-J_. __ .'/· , 

contaminación por hongos: (Sandoval,'U99l;Wiirgíi5;;1998);• P.:"trúncatus ataca ·tanto la. 
··::· ·· . _,·: -//, .. : ::_~'.;.::·~:. :·;:_~::~t·--~·::4~\-· A'.~;f¿ ·::·'._\~;/:~--!;\?~~:~---- ~~~?: :: .. ttt~ ... :~r?.\~.::~_'::~:~¡:~ ·:.~;~1r-~:~3~}:.;·;·"- · 

mazorca como el· giano antes de· Ja' cosecha y durante· el 'álinácenamiento (Demianyk y Sinha, 

1987). El barréna~~;~1;~;;d;~~~,i~~~ aJ~jo ';a atenci~d-,d~t~~:do,a finales de Jos setentas 

cuando por acciJ~~:~lt~~;:~ fJ~' i~~~~cido al ~:ntine~t~ Arríe~~ desde América Central o 

México (Mushi, i9s4;'Nis~en' y col, 1991). Existen reportes que hablan de la presencia de 
-: ;.{,"' - _, '' . (. 

este inse¿to ~~África, aiEste en Tanzania (Dustan y Magazini, 1981) y al Oeste en Togo 

(Krall, l 984i Harnisch y Krall, 1984; Krall, 1987), y al parecer de iihí emlgr() ·~ ~~ses ~ecino~. 
La p~esencia de este insecto en algunos países africanos ha causádci dailos ~<JíisÍiforables en el 

- - ' 

maíz almacenado y en otros productos agrícolas como la yuca, al mismo tiempo·. que ha 

debilitado Jos sistemas de almacenamiento que se utilizan en estos Jugares, Jos cuales están 
._,, '··-' . . .· 

hechos de madera_(Hodges y col.,1983; Hodges 1986; Vargas, 1998). 

EnTaiizai¡¡;i, ~nun mái~ d~reciente cosecha, Hodges (1984) reportó una infe~t~ción 
inicial del 20% de P .. truncatus y después de 5 - 6 meses aumentó a un 80%. Mientras que en 

Togo, .Krall (1984) reportó dailos considerables en Jos almacenes de maíz, de hasta el 100% en 

un periodo de almacenamiento de nueve meses. 

En México y Latinoamérica Ja presencia de P. lruncatus no representa una amenaza 

continua, pero cuando está presente puede ser devastador, tal y como Jo muestra un estudio de 

Torre Blanca y col. (1982), donde P. lruncatus causó una pérdida aparente del 21.9% y una 

pérdida real del 100% del malz almacenado, tan sólo en tres meses. 



Debido a ~u ampliafütri~ución ya la gr~~ iniportarii:iaeéonómicaque representa este 

insecto, ha sido objeto de diverS,os estudios anivel mu11dial. Alglln115 dé)as instil~ciónes que 

se han declicad'o al esillclí~ d~~ ~st~ insecto s~~ 
\~~-.:~ <.:--' ,. _.,;: 

rfr~. '._érfz.~F.Á.ó'. .. :~.A~;N~. rNIFAP, 
. , . ~' '• - - - - .. 

CINVESTAV.- lrapt;ato:y•J~·. ui-¡AM {Apénd,ice),todo/.co~' 1 el ;fin':C!e ~ntender ··el 

comportamie;ni~~~~s~~:~~~i~;~-·~:asl:~¿d~;+~r·f~-~~fafii~~~f~j~bt[~%~¿;'.~i~1e~b~go Y á 

pesar C!e los iiínurr;éiabie5'e5rúéCZ:ó5 ~alizadÓ~ ?~r~~~-in;tiillciai1~5 i>ió;/~pha~;~:r 1runca1us 

sigue , ~ahs~d6 pé~i~~ . ~~~t;o~as . ~n(1iis _<life;;rit~~ ·r~~i~tj~f 4¿1~J~~~:·~I .:epo~ado su 

presencia.: s~ h~ ;~~sti~~dd ~ueii'o~liail~~· é~ 'b1 '~~~ti~~nii•ifü~~~ :~;(~~~or;s que en. el 

continente J\nieficim~. e~;~~ p~~de deb~rse a (¡~g ~~~X~~a''iió :~.'.e~¿º~~b:O enemigos 

naturales d~ P.-~runcatus exacerbándose los ditiio·s;isi.i~~~~~~\~oy~ri'<lr~'yase.han liberado 

algunos, tal es el caso de TeretricÍsoma 'nlg;e;é~~~·f-;ei''.º~~~t:'~s' ~¡- ~~~ J¡¡ d~tlo mejores 
'~- ;<, . .- .. ~~,-:.. ,.~·;,· ~ 

resultados, sin embargo la problemática sigue; en:pi~~,·di0do·i;1u"i~ ~Ja~risp~cha de que 

. existan razas de P. truncatus complicand&)~.5~Hfii. ~~~~f~~~~~~d '~ts~~ c~lec~ión de• 

ejemplares de la universidad de Kímsás de 1986, ar~¡m;~ndi'.~n lá posibiÍldád de; qué poselan 

mayor. pilidad sobre ·.los éli~os .. ·~·'·er~·<Jg~~~u~ñ~s'.;~ejl~~d:¡·.~~~i~~:-~clj{1.~,· Ho,nduras 

presentaban mayor talla; NÍ~sén'".y. ~~i'}1"~9Ü;: én \;o ·~~túdio i:in .• l;o:~~i~IÍs 'C()mparó · las 

colonias de P. truncatus proveni~nte~0 de América°Ce~b-~1. México )''Afri~~. ~nc;ntrando que 

éstas eran diferentes, aunque. lru; coJ6~ia~ d~ ~África y Méxi~o colll)liÜ·Ú~~ c,iert'~ afinidad, 

sugiriendo que P. truncatus -fue introdu~Ído a África desde Méxic.o yno desde América 

Central. Sin embargo, Vázquez-Arista y col. (1999) encontraron por medio de zimogramas 

que colonias de África (Togo y Tanzania) y de México tienen diferente actividad proteolltica. 

lo cual podrla sugerir que las colonias de Togo y Tanzania tienen orlgenes diferentes. El 

presente trabajo pretende utilizar el método de Polimorfismos del ADN Amplificado al Azar 

(RAPO) con el objeto de saber cual es la relación lilogenética existente entre las colonias de 



México, Togo y_ T~nzania,_ y así c~~probar la hipÓtesis d~ que P. l~~nca/Ús füe introd_ ucido al -. . . ·-

continente Africano' desd~, ~;~i~o. Por-otro lado, un~vez establecidas las co~~icion~s para 

realizar RAPDs enP.lr11J~au1/'se 't~ndrá~I~ posibilida~de llevar a c~bo c~tudios para conocer 

la variabilidad_ genética qu~ existe ~ll México. 



11. OB.rnTIVOS. 

2.1. Objetivos general. 

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

México, Togo y Tanzania con base a polimorfismos del ADN amplificados al azar. 

2.2. Objetivos específicos. 

o Estandarizar las condiciones de amplificación para la caracterización de las diferentes 

colonias de P. truncatus mediante la técnica de RAPDs. 

o Seleccionar oligonucleótidos que sean reproducibles y nos den información clara en los 

polimorfismos geiiéti:os del ADNdeP'. truncatus. 

111. HIPÓTESIS. 

o P. //'llncatus fue introducido al continente Africano desde México, por lo que la relación 

filogcnética existente entre colonias de África y de México es muy cercana. 



1 
H 
' l ¡ 
l 
¡ 

IV. REVISIÓN DE LITERATURA. 

4.1. Generalidades de Prosteplia1111s lrt111cat11s (Horn). 

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

por Horn en 1878 como Dinoder11s truncatus, a partir de especimenes colectados en 

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

por Lesnc a Prostephanus trunca/lis. Se le conoce como el barrenador mayor de tos granos. Es 

una plaga endémica .. en Tanzania, México, Centro y Sur América. Es una especie de 

importancia económica por su gran capacidad destructiva en grano de maíz y en algunos otros 

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

malz almacenado durante seis meses (Haines, 1991). 

4.l.1. Ubicación Taxonómica. 

Reino Animalia 

Phylum Arthropoda 

Subphylum Unirramia 

Supcrclase Mandibulatn 

Clase lnsccta 

Subclase Pterygota 

División Endoptcrygotn 

Orden Coleoptcra 
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Suborden .Polyphaga 

Serie Bostrichiformia 

Superfamilia Bostrichoidea 

Familia Bostrichidae 

Género Prostephanus 

Especie trunca tus 

De Liilan, 1998. 

4.1.2.Morfologla. 

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

marrón obscuro (Fig .. 1). El pronoto.ti~ne.en la parte delantera una hilera dentada y la cabeza 

esta escondida por el. protó;ax: de. manera que no es visible desde la parte superior 

(Haines,1991; Hodges, 1984). 

Las antenas son capitadas de diez segmentos, los tres últimos más anchos. El flagelo 

de la antena es delgado y revestido con largos "pelos", con excepción de los tres últimos que 

son diferencialmente más grandes, siendo el último segmento aproximadamente igual de largo 

que de ancho. 

Los élitros en su parte posterior son aplanados y excesivamente inclinados, esta región 

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 otras, externamente similares, tales como Dinodcms spp. 

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

cuales se sabe se reproducen en productos almacenados (Haines,1991; Hodgcs, 1984). Las 
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larvas tienen una longliud de 3 - i>" míll, sorí de color blanquecino, carnosas, gruesas, tienen 

pocos "pelos" y tienden a enrollarse en forma de C (Fig.J). Los segmentos torácicos son 

considerablemente más largos que los del abdomen (Haines, 1991; Hodges, 1984 ). 

4.t.3. Ciclo biológico. 

P. truncatus es un insecto que. presenta una metamorfosi~ completa (holometábola); es 

decir, las hembras ovi.ositan sus huevecillos en el grano de .maíz y estos •. dan ~rig~n a estadios 

juveniles, inmaduros, recib~n ~I nombre de larvas y el estado adultCÍ de i~~g~: Entre estos 
. .:·.t ' .. '. ~· ' " . . . ~/.···_ > 

estados, existe una fase intermedia, quiescente, llamado pupa. (Fig>J))En.;condiciones de 

laboratorio.se·iíbserVIÍ,quelas hembras tienen un per!ododepreovlpCÍsiciÓ.;·.de'5 a 10 dlas 
.. , '': .:~-l \' .. ' x,_.:· "I >~-. 

después de Ja copulación y llegan a poner hásta 50 huevos por)1enibi~. pero se estima que en 
- ': .. ,, 

ataques de cámpo este' nú~~ro es ~ayor. El .68% deJCÍ~·11·~~~~~ ·¿in puestos e~ Jos granos 
. . . . . '..', ,:··::.:··<."'.¡"'/·,·, )·_._._· ,-_. 

dañados. Las larvas emergen después de un promedio de 4.1 dl!Ís bajo condiciones 

<) 
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Figura 1. Prostephanus truncatus. a) adulto con cuerpo cilíndrico de color 
marrón y mide de 3 - 4 mm de largo; b) larva de color blanquecino con 
cuerpo carnoso y en forma de C y mide de 3 - 6 mm de largo. 
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Figura 2. Diferentes perspectivas de Prostephanus trunca/us. a) vista dorsal 
del protórax, b) vista lateral, mostrando la pronunciada inclinación de los 
élitros, e) vista postcrolateral, mostrando la curvatura (flechas) en el ápice de 
los élitros. 
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óptimas y sufren de 3 a S mudas P~.entriiral estado pupal. El desarrollo larvario ocurre más 

rápido en los granos intact~s Jue ~n I~ harlna, alimentándose al parecer del polvo producido 
·'-·!- - ··~ 

por los adultos (H~dg~y éol.,1985; 0eu·br10 y Ariasl985; Dick, 1988). 
-><' ··- -

Su ciclo d{vicf~-es influenciado por condiciones de temperatura y humedad, por lo 

tanto el desarrollo· de larva a adulto en condiciones óptimas (32ºC y 80% humedad relativa) 

toma de 24 a 27 dlas de los cuales 6 - 8 dlas son pupas. La humedad relativa (H.R.) dentro del 

rango de SO a 80% no afecta significativamente el periodo de desarrollo o mortalidad. A 32°C 

y con una baja en la H.R. de 80% a 50% (maíz con \lll contenido de humedad 

aproximadamente de 10.5%), el periodo principal de desarrollo se extiende sólo a seis días y 

se incrementa Ja mortalidad a 13.3%. Esta tolerancia a las condiciones secas ha sido 

confinnada en estudios de campo en Nicaragua y Tanzania, en los cuales el maíz tenla un 

contenido de humedad del 10.6% y 9% respectivamente y fueron infestados fuertemente. La 

habilidad de P. truncalus de desarrollarse en granos con un bajo contenido de humedad, tal 

vez sea 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; Haincs, 1991 ; 

Hodges, 1986). 

J 
Huevo Larva Pupa Adulto 

Figura 3. Ciclo biológico de Prostephanus truncatu.~. 
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4.1.4. Distribución. 

Se ha reportado la presencia de P .. lruncatus al Sur de los Estados Unidos de América 

(Chittenden, 1911; Back.y Cotton, 1922). No obstante, esta especie ha sido'. restringida a 

México (Chittenden; .191 l; Delgado y Hernánd~z-Luna, 1951; 'Quirit~'~;y/col.(1960) y. 

América Central; Nic~g~il (Giles;· I.Coii, · 1 ~75), G~atemala (C~~i;~ ;~~~d, 193,;;, Panamá, 
-,. ".'°,. - ;;;:.-;" .«·: ·'"' ·<~ ,; .. 

HonduraS, El Sal~ador (McGui~ y Crandall, 1967) /cosbi: Rica (Fish~i.19so). sÍ~'embargo,. 

también se ha registrado en América del Sur; Brasil (Cotton y Good,' 1937), PerÍi (Wright, 

1984) y Colombia (Posada y col., 1976),CFlg:J).': 

Fuera del continente Americano se. ha reportado en Israel (Calderon y Donahaye, 1964) 

e Iraq (Al- Souis y col., 1970), perci rici hay registro de su establecimiento en estos países. Se 

cree que P. truncatus fue introdu.;ldCl en ,T~zania a finales de los setenta, sin embargo fue 

hasta 1981 que se identificó có&.º _lá pi.asa causante de severas pérdidas de maíz almacenado 

en granjas de la región cle',Tabo~ ~¡'¡ Tanzania 'cÜ~lob y. Hodges, 1982), extendiéndose a 

Kenia (Kega yW~i; t9SJ; y·~~l~i (TrÓ;~~'!11 ri~J:lopment and Research Iinstitute, TRDI, 
_:-.,~:·;.--::~:!-," -:''?.::_--:~~:;:~:-'- -. 

no publicado). En 198.4 i~·)>i~s~~ió.hn serio ataque de P. truncatus en Togo, en 1986 se 

encontró en Beni~;;~-Í~~if~~ih~f oeste~e África (Haines, 1991) (Fig. 5) . 
.. ~-·-' ._ 

En Méxicll ~I • b~rl~do~ mayor de los granos se ha encontrado en los estados de Baja 

California, Sinaloa, Sonora,_ Chihuahua, Coahuila, Nuevo León, Tamaulipas (Wright, 1984), 

Guanajuato, Jalisco, Veracruz, Chiapas (Leslie y Vázquez-Arista, 1992), Yucatán (Rodríguez 

y Herrera, 1989), Querétáro, Michoacán, San Luis Potosi, Morelos, Veracruz, Estado de 

México, Oaxaca y Zacatecas (comunicación personal, Vázquez-Arista, 2000) (Fig. 6). 
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Figura 4. Distribución de Proslephanus lruncalus en América. 
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Figura S. Distribución de Prostephanus truncatus en África. 
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Estados donde se ha reporu¡do In 
presencio de P. tnmcatu.J. 

Figura 6. Distribución de Prostephanm truncatus en México. 
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4.1.S. Daños. 

P. tr11ncatus se comporta como una plaga primaria ti pica de almacén, pues ataca granos 

enteros y sanos. Los granos y las mazorcas son atacados antes y después de Ja cosecha. Los 

adultos barrenan un amplio rango de productos alimenticios (fríjol, cacahuates'. .y otro~ 

productos amiláceos) y algunos materiales como madera, recipientes de plástico y algunos 

polietilenos (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 ataque barrenando la base, 

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

los granos de malz haciendo un agujero limpio y reélorid<l fonnando túneles de grano en grano, 

por lo cual van generando grandes cantidades de harina (Fig.7). Este hábito tan destructivo es 

lo que causa grandes pérdidas (Hodges y Meik, 1984). 

En México, Torre Blanca y col.,(1984) llevaron a cabo un estudio donde un lote de 50 

Kg de malz criollo amarillo de reciente cosecha se infestó con una carga de 60 insectos por 

Kg. de malz. Se cuantificaron las pérdidas después de 30, 60, 70, 80 y 90~dlas de incubación y 

se encontró que P. truncatus consumió el 21.9% del peso del malz, a:la"~~z' que produjo un 

29.5% del polvo y un 35.6% de grano picado, quedando solamente el 13.3 % de grano sin 

dallo fisico el cual debido a la contaminación por hongos no se consideró apto para el 

consumo humano. Lo anterior indicó que el barrenador mayor de los granos causó una pérdida 

aparente del 21.9% y una pérdida real del IOOo/o del malz almacenado. En las montal!as 

centrales de México las pérdidas de malz alcanzaron el 40% durante 1 O meses de 

almacenamiento, mientras que en el sur de México las pérdidas reportadas fueron superiores al 
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30%, aunque de i acuerdo con los autores esto representa una sobrestimación de los 

campesinos, debido, a la confusión entre dallo y pérdida (Rodríguez y Herrera; 1989): 

Giles y Leon (1975) reportaron en Nicaragua pérdidas de peso en inai~ por árriba del 

40% después de· seis meses de almacenamiento. Mientras que Hoppe (1986) reportó en 

Honduras pérdidas superiores al 30%, particularmente asociadas con una fuerte infestación del 

barrenador mayor de los granos. 

En Tanzania, maíz recién cosechado mostró un 20 % de infestación 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). Incluso Keil (1988) reportó pérdidas severas del 

17% después de 6 meses y 41.2% después de 8 me¿e~:. 

En Togo se reportaron dallos en almacenes de hasta el 100% en sólo 9 meses (Krall, 

1984). Pantenius (1988) reportó que ~~~~'de la aparición de P. truncatus el porcentaje de 

pérdidas en esta región era del 7.1 %, después de seis meses de la presencia del barrenador 

mayor de los granos, se ri:portó una pérdida de peso del 30.2% y después de 8 meses las 

pérdidas alcanzaron el 44.8%:'> 

Cuando se comparan los dallos ocasionados en maíz por las plagas de almacén más 

comunes tales como Sitophilus oryzae (Linneaus) (Coleoptera: Curculionidae), S. zeama/s, 

Sitotroga cereale/la y Prostephanus truncatus, este último se manifiesta como una plaga 

mucho más voraz (C~wl~y y:~~l., .1980). Durante toda la temporada de almacenamiento en 

Zambia, Kenia y Malawi la pérdida de malz causada por las tres primeras plagas fueron 2-6%, 

3-5% y 2-5% respectivamente, mientras que P. truncatus ocasionó pérdidas mayores al 80% 

(Haines, 1991). 
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Los dal\os causados por P. truncatus en ralees de yuca seca pueden ser muy altos, por 

ejemplo, en Tanzania las raíces secas son realmente reducidas a polvo por el adulto barrenador 

provocando pérdidas del 70% en yuca fermentada y 50% en la no fermentada en tan sólo 

cuatro meses de almacenamiento (Hodgcs y col., 1985). 

f<'ieura 7. Daños ocasionados en maíz por Prostephanus truncatus. 

4.1.6. Métodos de control. 

Para el control de P. truncatus se han implementado diversos tipos de control fisico, 

cultural, biológico y químico. Algunas de las prácticas que aún se llevan a cabo intentando 

antinorar las pérdidas por el ataque del barrenador mayor de los granos son: controlando la 

dispersión de la plaga por medio de estatutos como las barreras cuarentenarias, los certificados 

e inspecciones fitosanitarias, la erradicación de la plaga por fumigaciones en campo o bien 

tratwido los almacenes. Sin embargo no han sido suficientes estas campallas de contención y 

erradicación por lo que se han invertido considerables esfuerzos en investigaciones a largo 
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plazo incluyendo a los agentes de control biológico y hasta el momento el más efectivo el 

control químico. 

4.1.6.1. Control fisico y cultural. 

Dentro de las prácticas de control fisico y cultural que se llevan a cabo esta el dejar la 

mazorca en la planta o bien hacer montones verticales con el fin de extender el periodo de 

secado en el campo, antes de llevar la mazorca al almacén. El cribado y tamizado de semillas, 

as! como el desgranado del maíz antes de ser almacenado, ya que al parecer al barrenador se 

le complica la infestación de los granos. 

(http://www.agrsci.dk/plb/bembi/africa/damage/caupt.htrn). 

4.1.6.1. Control químico. 

El control de este insecto se ha realizado utilizando varios insecticidas, la mayorfa de 

los cuales en la práctica sólo tienen un efecto temporal (Torre Blanca y col., 1982). 

En los primeros ensayos de campo en África se evaluó la eficacia de los insecticidas 

organofosforados, pirimifos-metllico, fenitotrion y bromofos a una ¡:oncentraci_ón de JO ppm 
.,·· ... -

en maíz desgranado, encontrándose que sólo el pirimifos-metllico mantuvo el grano en buenas 

condiciones durante las 27 semanas de experimentación (Gol~b•y col.,1;9~J). _ --· -- - -
' ·. -,-_· .·>, 

En Tanzania, se probó la eficacia de diferentes insecticidas ,(lin~aJlc):,. permetrfn, 
',.::: 

metacrifos, fenvenlate, clorpirifos-metllico, fenotrin, malatión, -• f~hitot~fón '-y carbaril}, 

usándolos individualmente y/o mezclados. La respuesta de P. 1runcaÍl1s -~-lo~'co~~uestos 
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químicos fue evaluadar en el laboratorio, con '~ruebaS ~ri' papel flltt¡, y exposición' a 

pequeñas cantidades dé grano tratado c~Íl ins~~tiÓi~a ~~ ~~-lv~. ~n"¿aiii~6 tallto'mafz en' 

mazorca .como· desgraiiádo,'füeron···es~~1v~reá+s· •• ~~11.Uúse.cfi~i,dayt~xpueslos.· .. ª·· 1a 

:·?~:q:l~itlil{l~il~1rt~· 
tratamientos en, maíz desgranado, fueron .mucho •.más ;'efec!lvos• que· los tratamientos en 

. >.'_ _.; '.-~ ~:.: :·: ·<!\-::';._'."~.?\~.;: ;.,i:,\ .. i~,'. .. :-· -:·.:~·::/¿:_«}¡:t~:.;\~-_t;~·:.l .¡;~:·t_:~t~~\ /'.t' ,: . :-'.~·'· -: . ~ .. 
mazorca. También. se encontl'ó que los piretroides sintéticéis"púedciri dar mejor control de - '· . (. ' . - - -. . . - - . ~:,·- - "~ ·,,'.- ·~ ":-'.;:: - . 
P. · rruncatu~ ~~é lds Ó~~~u~sto~ ~r~;mo{6~c~i~~o;!'.;• ;;;~ 1l~~~ hoy en dfa se emplea la 

• ' '¡ ·:-"' ; --... ;~ . "' ··;_,__ .; ·:-,< 

combinación de . pireteoides sintéticos · cPruu contril1iu-' ÍI P. trunca tus) y organofosforados 

(para controlaro'tras plagas), propC>rciiniaJii~ ¿a: ~u~n: alternativa de control de plagas de 
. -· :,: ".; 

aÍmacén. Sin embargo, I~ ,apli~aciÓn:cÍel lindllno y en general los insecticidas 

. · .. or~ano~lorados han. ~ido re~ngi~osparasu aplicación directa al grano para consumo 
' . ' 

humano (Vázquez-Arista y col., 1995) . 

. En' Tanzania, las recomendaciones oficiales de la FAO, son mantener la mazorca con 

sus hojas y administrar la combinación de insecticidas piretroides y organofosforados, 

aplicándolos en polvo (Actellic Super) (Golob, 1988, 1991). 

Al Oeste de África especialmente en la zona costera donde hay mucha humedad el secado 

puede ser complicado, por lo que la (Sociedad Alemana de Cooperación Técnica, GTZ) 

recomienda aplicar, a las mazorcas con todo y hojas, la combinación de insecticidas 

(Sofagain) capa por capa almacenándolas de. la forma tradicional. Algunas pruebas han 

mostrado que el cóctel de piretroides y organofosfordos también es efectivo si se asperja 

(Biliwn, 1988; Von Berg y Billwa, 1990). 
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4.1.6.2. Control biológico. 

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

naturales de P. truncatus y de esta forma hacer control biológico. Hasta ahora se han 

encontrado algunos depredadores que al parecer eje~en cierto control en las poblaciones 

de. P. lruncatus tal es el caso de la chinche Cami¿ls;.;s~ y el parásito Anisoptero~'a!us 
·. calémdrae. También se ha buscado su control· por· médio de hongos entomopatógenos 

- -~ '' ·' 

(Bllroe, 1988) y otros microorganismos, com6 ~Ós p:otozoarios (Purrini y Keil, 1989) por 
-. . ,·. : ~ . 

ejemplo Mallesia sp. y Nosema sp. que fueron evaluados como agentes de control en 

pruebas de campo en Togo (Henning, 1993). Sin embargo la mayoría de los aislados que 

son patogénicos para P. truncatus, .conHenen toxinas riesgosas para los consumidores, por 

lo que el control microbiano no es muy promisorio. Por lo tanto, hasta hoy, sólo se conoce 

un depredador de P. truncatus, un coleóptero llamado Teretriosoma nigrescens (Lj:wis) 

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

América Central. Rees (1985) realizó estudios de laboratorio, con maíz desgranado. y 

diferentes contenidos de humedad (14 % a 18%), donde mostró que 10 .adultos de. T. 

nigrescens son capaces de impedir el incremento de la población de 100·.~dulto~· d~ P. 

truncatus. Otros estudios de Rees (1987), mostraron que T. nigresc~lli '.~ue~~)~~primir 
satisfactoriamente el crecimiento de la población de P. truncalus en mazorcas con 

presencia de S. zeamais y Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae). 

T. nigrescens fue liberado en Togo (por la GTZ en colaboración con el Servicio de 

Protección de Plantas de este país) 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 nigrescenr (Colcoptcrn:Histcridac). 
a) adultos de T. nigrescens, b) larva de Pros/ephanus truncalus. 
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4.2. Marcadores moleculares. 

Los marcadores genéticos se pueden clasificar en tres categorías: los morfológicos, 

los bioquímicos y moleculares. 

Los marcadores morfológicos son aquellos que afectan caracteres observables en la 

apariencia microscópica. Desafortunadamente· estos marcadores son afectados por factores 

ambientales, que pueden enmascarar el efecto del gen o los genes de dichos rasgos heredables, 

sin embargo éstos seguirán siendo esenciales para analizar la variabilidad de las poblaciones a 

pesar de su limitado poder. de discriminación sobre todo en individuos cercanamente 

relacionados o bajo diferentes condiciones ambientales (Amador, 1995). 

Los marcadores _bioq~ímicos que han sido utilizados más ampliamente en la taxonomía 

y la genética apli_cada s_onJllS isoenzimas. Sin embargo, estos marcadores presentan las 
' -·- '. .· ... _·.·: .-... : : 

desventajas de que r~quÍeien de· im. proceso analítico especializado que incluye diferentes 
, -· - - -· - - '-':-=--~- . . - . - - - - .- .· . 

reactivos de ti~ciÓ~p~a 6~d~ si~tema enzimático que se trabaje y el número de marcadores es 

insuficiente para mu~h~(aplicacione~ ya que presentan pocos polimorfismos. Por otro lado, 

estos ~arc~dor~~-tani~lén son susceptibles a efectos ambientales (Amador, 1995). 

Los márcadores moleculares son aquellos que se refieren a diferencias en la 

información genética misma. Pueden ser de dos tipos: 1) secuencias de un gen o región 

particular, tales como la secuencia del ADN mitocondrial, de cloroplastos, y en general 

cualquier gen o genes para los cuales conocemos su secuencla(s); 2) polimorfismos en tamaño 

de fragmentos, tales como los RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms), RAPD 

(Randomly Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length 

Polymorphisms) y SSR (Simple Sequcncc Rcpeat polymorphisms like mini o microsatellites 

(Martíncz, 2000). 
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Los marcadores moleculares también son conocidos como mareadores del ácido 

desoxirribonucleico (ADN), ya· que detectan polimorfismos en la secuencia de éste, 

utilizados para calibrar en un ger de electroforesis, el tamafto de otras muestras, son 

abundantes y aplicables a todos los organismos (Gil, 1997). 

Los RFLP, RAPO, AFLP y SSP están siendo rápidamente incorporados al conjunto de 

técnicas utilizadas por taxónomos, genetistas y mejoradores (Kirby,1992; Powell y col.,1996) 

por su gran cantidad de aplicaciones que va desde la medicina forense hasta protección !~gal 

por derecho de obtentor de híbridos y variedades y, por supuesto, el uso científico en ·el 

estudio de. la ecología, biogeografia, diversidad genética, mejoramiento de plantas y animales, 

en la obtención de mapas genéticos, para generar huellas genómicas, en genética de 

poblaciones (tSxonomía, diversidad y relaciones filogenéticas) y en evaluaciones de 

conservación de gerriioplasma, etc. (Staub y Serquen, 1996, Virk y col., 1995). 

Estás técrii~~:ti'e~cmdiversas ventajas sobre los marcadores moleculares tradicionales, 

de las que se pueden citár: a) analizan directamente el genotipo del organismo por lo que las 

influencias ambientales no representan ningún problema, b) son útiles en todos los organismos 

an~lizados a la fecha, c) siguen el tipo de herencia mendeliana, d) normalmente se detecta alto 

nivel de polimorfismo, e) el poder de discriminación de los marcadores basados en ADN es 

alto, f) se puede elegir la región de ADN adecuada para el estudio (altamente variables para 

estudios de paternidad o identificación de cultivares o regiones con variabilidad limitada para 

investigaciones filogenéticas, en el caso de RAPO y AFLP sirven para los dos tipos de 

análisis), 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; López, 1999). 
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4.2.1. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 

El término PCR (Polimerasa Chain Reaction) se aplica al proceso bioquímico, 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 reacción, al final de cada uno de 

los cuales las nuevas cadenas vuelven a ser duplicadas por la misma enzima, lográndose una 

producción exponencial 'de millones de copias del gen o segmento de ADN especifico 
' •"):_'\.,,.¡ 

sometido al proces~ (Ar:ili~i~ y col., 1990; Barrera ycol.,1993; Sardelli, 1993). 

Esta técnica' es utilizada, para el aislamiento especifico de fragmentos de ADN, .. "' - . .- . '·~ . ~ ' 

identificación',~~ ~~e~~~, geries, sus secuencias y mutaciones, cuantificación de ADN y ARN, 

reconstrucción de árb~l~s fi¡~geriéticos, etc. (Hoy, 1994; Dyer y col., 1998). 

La , técnica de PCR re~uiere de _un ADN plantilla, oligonucleótldos iniciadores 

especlficos que flanquean el gen_ o_:seiPlient~·que adtúa como blanco para la amplificación, 

mezcla de desoxinucleótidos trifCl~f¡¡()5 (dNTP'~). s6Jución amortiguadora de reacción (buffer) 
-.:·-~:~ :-,r·~~-- ,.,~}; ::--' 

y ADN polimerasa (tabla 1) (Innis yGel~illtd, 1990; Rafalski y Tingey, 1993; Hoy, 1994). 

El PCR trabaja bien cori ~1 ÁD?1f blanc~ pero usualmente tienen que ajustarse los 
. ··.. ·: . 

parámetros de reacción pára incrementar la especificidad y sensibilidad, as! como la eficiencia, 

el aumento en el tamafto de los productos amplificados y el incremento en la versatilidad de 

amplificaciones a nivel de diagnóstico y de investigación. Estos parámetros críticos son la 

temperatura, el tiempo, el número de ciclos de amplificación y la estandarización de 

concentraciones de reactivos (oligonucleótidos, Ion magnesio, AD.N plantilla y dNTP's) (lnnis 

y Gelfand, 1990; Sardelli, 1993; Wang y col., 1994; Hoy, 1994). 

Cada uno de los ciclos de la reacción consta de tres pasos (tabla 1), los cuales están 

determinados por temperaturas y tiempos especlficos, que son: 
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·----.--. ·-· .- , 

1. Desnaturalización:. En es~e p~o -se se~ las -dos cádéiuci cof plellléñtari~ dé ADN 

blanco. Las dos cade~as de doble hélice s~ sepár~ completwne~t~ cu~ndo todos los enlaces 
'·. ; .... ~-- .. , :;·, .... 

hidrógeno entre ellas ·se rompéii~ Este procesó de de;naturaliZiición se lleva a cabo de los 92 a 
• - ·-" .. ;--" :--·./· - 0-,- ~/-·~.--.'--,:- -.~- ,_ ~>:~· ;-:; 

98 ºC en un tie~po de 30 a 9Ósegundos(Illriisy Gelfanci:'t99o; Barrera y col.,1993; Sardelli, 
""' ,- '"-.~,,-,_ ,~_v·,, ·;:,::;/:" 

1993; Hoy, 1994). _. • ;'• :.:.: •• jL ':L :}~idL .. 
2. Alineación: Se realiza el aparell,rtl:~nto espe~ffico entre los oligonucleótidos iniciadores de 

la reacción --- y ·- Iiis ·cad~riaS°~sirÜ~i~~Ydel /~~sriierit6 _ de ADN blanco desnaturalizado. El 
,- - ' - . - ·:·· ·-r/·" . -

alinewniento se ~fectúa a tem~e.riÍt~ ~·~ J~i ~~~C ~n ~ tiempo de 30 a 60 segundos (Barral 

y col., 1993; Cenis y ~ci1./ J9!1.Ji Dy~;;·~oÍ.~ 1!198).· •· 
,· · · lo.r;_ .. ;_.·;.,'. · 

3. Extensión: La ADN polim~~;fe~t~lld~:1~•;y~ngitud de· 1os oligonucleótidos iniciadores 

apareados al ADN blanco: a?'i: 'i~1i~~~~¿J·'i~~:{~~s~~i~h~leótidos libres, resultando en 
>« -- :;:,:.<.;;-·:- ~~ ::> ~-'.,1 "'-~::{,W.''.:i"-:< ::_;;,.·-

nuevas cadenas complementáriÍís a" las dos cadenáii pÍeséntés Íll inicio de la reacción. Para esto 
. ~.: .. :·e ;'" ¿,- • Te 

se . utilizan tempemtll~:is efe -70 -a.· 14°c. d~t~~3o'I~;. 9¡;•;~~~dos (Innis y Gelf~d, 1990; 

Ellsworth y col., 1993; Barrera y col., 1993; Sardelli, )993¡ Oye~ y col., 1998). 

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

mezcla de reacción, pero ahora contiene el doble de cadenas senclllas de ADN blanco que el 

anterior y finaliza convirtiendo éstas en cadenas dobles. La longitud del segmento wnplificado 

por el PCR es el resultado de la suma de la longitud de los dos iniciadores más la distancia del 

ADN blanco flanqueado por éstos (Barrera y col., 1993). 

No obstante, muchas veces es necesario establecer todos los parámetros de la reacción, 

desde el disel\o de oligonucleótidos hasta el análisis del producto amplificado. Es común que 

en estos casos, al iniciar la estandarización del PCR, surjan dificultades tales como obtener 

niveles no detectables de producto amplificado, productos lnespecfficos o la fonnaclón de 
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Tabla 1. Componentes, parámetros y pasos de cada ciclo de reacción en la PCR. 

COMPONENTES Y PARAMETROS PASOS 

l. Oligonucleótidos J. Desnaturalización 

2. ADN blanco 2. Alineación 

3. ADN polimcrasn 3. Extensión 

4. Ion Magnesio 

5. Desoxinucleótidos 

6. Número de ciclos 

7. Temperatura 

dímeros de oligomÍCieótidos que compiten con el ADN blanco en la amplificación. En estas 

circunstancias es necesari~< variar cada uno de los parámetros hasta obtener condiciones 

óptimas para la reaccióri (c~;bo~llri,' y col., 1993). Los parámetros a estandarizar se describen 

a continuación. 

Oligonuc/eótÍdd~:: iXs~C:~encia de Iós oligonucleótidos iniciadores es responsable de In 

amplificación ~spec~~c~;'~ei'.~rag~cnto. deseado y para su diseilo es indispensable conocer la 
, "'; - . ,_. ··. 

secuencia del ADN. blarico; Los oligonucleótidos deben tener un tamailo que oscile entre 20 y 

.. 3~ nucl~óticl~s, un ~6ntenicl~·:~e Guanina+ Citosina (G + C) de aproximadamente el 50%, una 

dis¿ibucióit de b~~s azarosa, una temperatura media de fusión de 55ºC; ·que no sean 
"-'.; '. .- - . . ; 

c~~ple.mentarios entre si o con sigo mismo sobre todo en el extremo 3• y que el tamail() del 

fragmento flanqueado por los oligonucleótidos no exceda de la capacidad de la 'polimerasa 

para la extensión (no mayor de 3000 pares de bases). Se deben evitar los oligonucleótidos con 

extensiones de polipurinas o pollpirimidinas u otra secuencia inusual; tambl~·~ I~s que 
.. ---------- -· -- -

tengan secuencias con estructuras secundarias, especialmente en eÍ extremo' 3 ', (Innis y 

Gelfand,1990; Sardelli, 1993; Hoy, 199-1). Idealmente en cada 100 µI de reacción la 
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concentración -aceptable de cada oligonucleótido oscila entre 0.05 y 1.0 µM. El uso de 

concentraciones mayores favorece la amplificación de regiones inespeclficas y la formación de 

dímeros de oligonucleótidos (Barrera y col., 1993). 

ADN blanco. La concentración de ADN blanco en la reacción depende de la fuente 

utilizada e idealmente se requieren aproximadamente de 300 ng a 1 µg de ADN genómico. En. 

caso de usar genes clonados en plásmidos, de 25 a 1 O ng de su ADN son más que suficientes. 

Alternativamente, pueden utilizarse cantidades menores de ADN en la aÍnplificación de genes 

que existen en varias copias del ADN blanco, o mayores cantidades cuando se utiliza el mismo 

par de oligonucleótidos para amplificar varios genes pertenecientes a una misma familia (lnnis 

y Gelfand, 1990; Barrera, y col., 1993; Hoy, 1994). Es importante procurar que el ADN 

blanco este libre de proteasas exógenas, y endógenas, así como de nucleasas, altos niveles 

de sales y protelnas que precipiten al_ calor, debido a que pueden degradar o inhibir la 

actividad de la enzima ADKpoÍimel'lisa:-j .. ~ concentraciones muy altas de ADN pueden 

producir productos inespeclficos o inhi~ir lá reacción (Barrera, y col., 1993; Hoy, 1994). 
• ' •. • . ' • . -·:-·· .o• -.. ,, 

ADN po/imerasa. La Taq ADN polimera5a. fue aislada d~ la; ba~,t~ri~ :Thermus 

aquaticus, la cual habita en aguas termales, por lo cual puede resistir repetidas exposiciones a 

temperaturas superiores de 94 - 95ºC. Esta enzima no tiene actividad de ~xonuel_easa 3'-5' 

(correctora de pruebas), pero tiene actividad de exonucleasas 5'a 3 ·durante la polimerización. 

Esto indica que el Indice de error de incorporación es de 10 -4 nucleótidos por ciclo. (Hoy, 

1994; Barrera y col., 1993; Sardelli, 1993). La mayoría de los protocolos recomienda el uso de 

1 a 2.5 unidades de enzima por cada reacción de 100 µl. Para establecer la cantidad mínima de 

enzima requerida para una amplificación exitosa y generar cantidades óptimas de producto, 

deben realizarse titulaciones en gamas que van de 0.5 a S unidades por reacción. Esto 
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disminuye la amplificación inespeclfica, que evidencfo la pr~sencia de barridos al analizar el 

producto amplificado en un gel (Barrera y col., 1993). 

Ion Magnesio. La concentración del ion Magnesio es determinante en la especificidad de 

la reacdón. ·Concentraciones muy altas conducen a una baja especificidad, mientras que las 

concentraciones mínimas disminuyen el Indice de incorporación errónea de nucleótidos. Para 

una reacción estándar se recomienda una concentración entre 0.5 y 2.S mM. Si se disminuye 
. ·'.;<··. 

demasiado la concentración de magnesio, la actividad de la enzima decae al grado de que 

algunas veces la amplificación es nula (Innis y Gelfand, 1990; Hoy, 1994). 

Desoxinucleótidos. Una concentración mínima necesaria disminuye el Indice de 

incorporación errónea de nucleótidos, mientras que concentraciones muy altas disminuyen Ja 

especificidad de la reacción. Concentraciones entre 20 y 200_µM proporcionan resultados 

óptimos, debiéndose igualar Ja concentración de cada uno de los cuatro desoxinucleótldos en . 

concentraciones equimolares (Innis y Gelfand, 1990; Hoy, 1994). 

Número de ciclos. El nivel de amplificación del ADN en el PCR aumenta en forma 

exponencial .·con cada_ ciclo .. Sin embargo después de determinado número ele ~lelo~, la 

amplificación se detiene grad~lmente. Entra primero a una fase lineal y luego a una 

estacionaria, a I~ que se d~~omlna fase de meseta. Esta última se debe al agotamiento dé ia 

actividad enzimática y a llÍ insuficiencia para llevar a cabo la extensión del número masi.vo de 

complejos ADN blanco-oligonucleótidos presentes en los ciclos que iÍnteceden a este 

fenómeno (Barrera, y col., 1993). Esto puede prevenirse si se aumenta el tiempo de extensión 

en los últimos ciclos de la reacción o la cantidad de enzima. El número de ciclos promedio 

oscila entre 20 y 30, dependiendo de la cantidad de ADN inicial, procurando no poner más de 

40 ciclos de amplificación, pues se corre el riesgo de incrementar los productos lnespec!ficos. 
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Obviamente ~uy poc~s ~folosdan poca conce~Íración del· pr~Cluéto (Innis y Gelfalld, 1990; 

Hoy, 1994). 
- - . ~-

Tempera/l/ras .. Las. tempe~turlls de d~snatúralización y extensión :s~n generalmente 

estándares para todas l~s %acclo11~s.: µ .te~pel"lltura que tiene el efecto más.; crftlco en la 

especificidad es la de'~IÍri~~ciÓn;i~ culil está determinada principalmente po~ I~ te¡npé~tura. 

media de fusión de I:s ~;·ii~n~~1~iii~~~> Cuando la temperatura de alineación ~s '.i~Y baja 

existe mayor posibmd~dd~,q~:1~J:~;ig~nucleótidos se apareen en regiones no especificas del 
. . : •,· . . . . - . .,, .... ,. '·' .- - ·';:.:~:· . ., ' . ·-

ADN blanco y p~~cÍen ~bié~ ~er ~~t~rididos, toda vez que la polimeras~ Taq posee actividad 
_:_ : . ." :' ' .. :· : .. ; """' ,, .... 

aún a bajas tempe~tmlls. SÍ s~utiHzÍm temperaturas de hibridación (55 - 65 ºC) se reducen 

grandemente los sucesos de apareamiento inespeclfico (Barrera, y col., 1993). 

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

Los RAPD's son generados en base a una modificación de la técnica de la reacción en 

cadena de la polimerasa. En lugar de utilizar un par de oligonucleótidos iniciadores especfficos 

para amplificar un segmento de ADN, se usa un oligonucleótido de secuencia nucleotldica 

arbitraria (9 a 1 O bases). Los oligonucleótidos iniciadores pueden ser designados. sin ninguna 

información previa de la secuencia de nucleótidos del organismo en estudio. La única 

condición es que los oligonucleótidos tengan un contenido de G + C entre 50 y 80% y sin la 

presencia de repetidos invertidos (Wiliiams y coi., 1990; Welsh y Me CleUand, 1990). Los 

polimorfismos se pueden deber a cambios en una o más bases en la secuencia homóloga al 

ollgonucleótido, a deleciones en el sitio de apareamiento inicial y a inserciones 'o'deleciones 

que pueden cambiar el tamafio de un segmento de ADN. El número de fragmentos obtenidos 

es dado por la probabilidad de que una secuencia de ADN complementarla al ollgonucleótido 
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esté presente en ambas ·cadenas" en orientación opuesta y a una distancia tal que permita su 

amplificación por PCR'.(\Va~gh·ycPowell, 1992). Los polimorfismos entre los productos 

amplificados son d~~~C:i~dos~ll ~n gel de agarosa teiiido con bromuro de ctidio (Fig. 9). 

Los RA~D~,s~1?Ena herramienta muy poderosa por su simplicidad y la calidad de los 

datos que propcirci6rl~,·por lo cual han sido utilizados previamente en algunos estudios de 

diversidad'~e~¿tic~;; enrelaciones filogenéticas entre insectos. Un ejemplo es Diuraphid 

noxia (Mordvilko) (Homoptera: Aphididae) o pulgón ruso del trigo que es una plaga 

importante en sianos pequeiios incluyendo trigo y cebada. Este insecto es originario del Medio 

Oriente, Asia Menor y Sur de Rusia, pero fue esparcido accidentalmente en Sudáfrica, México 
,.,.~f. /;:~~:·:'', _ 

y Estados Unidos; Puterka y colaboradores (1993) hiciei:~n \In iÚiálisis extensivo de la 

variación genética' y la ·relación entre colecciones de ·D. ·· ~d;ia ;usando RAPDs. Ellos 
' .:· 

encontraron que parted~ las poblaciones francesa, sudafricru111s, ineid~lUlas y estadounidenses 
- ·- ·'• 

-. tienen.un origen éomún y Turquía puede ser su origen: Los-d~tos sugieren que la dispersión 

fue hecha por transporte humano más que por migración. 
·_ ,: ~: ·'. '>-·, 

En Ja "mosquita" blanca~ de -. la papa Bemisia tabaci (Gennadius) (Homoptera: 

Aleyrodidae}, se encontró el bicitipo ;,B" ·el. cual -dispersó· graves· problemas agrícolas en 

Estados Unidos en 1992, pero .su condición de especie y origen permaneció en. controversia 

hasta que Gawal y Bartlett (1993) mostraron diferencias consistentes en el ADN de B. tabaci, 

entre los biotipos "A" y "B" usando RAPDs con 20 oligonucleótidos iniciadores, sugiriendo 

que son especies separadas más que biotipos de Ja misma especie. 

Dyer y colaboradores (1998) usaron la técnica RAPD para demostrar la variabilidad 

lnter e intraespecifica en lombrices de tierra Aporrectodea 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 análisis RAPD con el fin de hallar el origen de éstas exóticas lombrices 

y proporcionarles su hnbitnt ecológico más apropiado. 

PCR 

Ciclo 1 

Ciclo 2 

CicloJ 

Lj-JI:\ 
'o 

c;:n¡:i c;:i 
6 v ! v 

Aislamiento del ADN 

ADN blanco+ Oligos + dNTPs 
+ Taq Polimerasa +Buffer 

_JO"!?o 

~ . "' 
\1 d,Z Ll 

Dcsnaluralb.ación y 
amplificación. 

Detnaturalización y 
amplificación. 

'

'9 ~ ~ DA 

L__ 1 1 Desnaturallz•ción y 
.,.--- '9' ..,..--- ·- ---. amplificación. 

1,1/\ Cl¡\ 

LJ o 

't 
Separación de fragmentos por electroforesis en gel de agarosa 

A B 

4.Spb 
6.5 pb 

~'igura 9. Proceso de obtención de Jos marcadores RAPD por PCR. 
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4.2.3. Polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP's). 

Esa técnica se basa en la amplificación selectiva por la reacción en cadena de la 

polimerasa de fragmentos de restricción provenientes de una digestión total de ADN 

genómico. En esta técnica se corta el ADN genómico con enzimas de restricción, seguido de. 

una ligación de adaptadores especificas a los extremos terminales cortados y una 

amplificación con oligonucleótidos iniciadores homólogos a las secuencias de los adaptadores 

con la adición de una base seletttC~'cvos y col., 1995; Zabeau y Vos, 1993). 

Para reducir e·I .. númér~'..de :·productos amplificados se lleva a cabo una segunda 

amplificación con oligoim~leÓtld~~ 'q~e 'contl~nen tres basés selectivas en lugar de una y que 

generalmente tiene . cii~o ·r~sÜ;t:do. áe 'so· a\ 1 <io >rra'iin1~~tor llIJlpiificados, los cuales son 
- , .. ,_, -·. ,. - r.:·:· . -··. ·.".·.'.»- ... >"·:•.;·_,.-.. . .. 

separados en geles de poliacril~id~ y visuitli~d~~· po~·~ut2~dlografi~ (Zabeau y Vos, 1993). 
;_.} .- :-~'-- ·--=- ·- ., ,~ :·:: -;·~-;.:.~~ .. _ '.º:t:~_:_,~~-i~:;:,~t2:t.· · (~L~):~;:~~~ :<~r:-·.::: ~:;_~;,.-.. ~-:-'.~;----_:, . ~, -~ : 

Los polimorfismos en AFLP.' s dependen del .reconoCimiento de sitios de restricción en 
3 .:--.•c_-,,',:,,:··. :f-.."\·:· - ~;,.-~=::·::¡r-·.:_,t~:·~·'. ;.·,\;,~' ";; 

el ADN por parte de IiÍs enzimas, de. Ja {~elac,Í~n en~é éí nÓmero de"nucleótidos selectivos de 

los oligonucleótidos iniciadores y de la comp(éjidad d~I genoma (Caetano y Gresshoff, 1997). 
-- =o;,J_--- _--';:-;- -- - --

Los AFLP • s además de ~~ uso en fltóm~joramiento, se han usado en mapeo genético y . :' 

en biologla de poblaciones. Aunque han sido usados como codominantes, normalmente son 
. . . 

dominantes/recesivos. Su gran ventaja son los múltiples loei que se ven simultáneamente, su 

consistencia y reproducibilidád (Ellsworth y col., 1993; Zabeau y Vos, l 993;Vos y col., 1995). 

4.2.4. Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP's). 

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

(sitio de restricción), generando una serie de fragmentos que pueden ser separados por 
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electroforesis en geles de agarosa. Si dos individuos difieren en tan solo una base én .el sitio 

de restricción, la enzima cortará el ADN de uno pero no eidel otrÓ y generará fragl11en.tos de 

diferente longitud. Debido a que generalmente se produce un grafl. número.· de estos 

fragmentos, para su identificación es necesario transferirlos a un filtro de nylon o nitrocelulosa 

después de que han sido separados por electroforesis. El ADN inmovilizado se híbrida con una 

sonda marcada radiactivamente. Las sondas generalmente son pequeñas (de 500 a 3000 pb) y 

pueden ser obtenidas de ADN complementario, ADN genómico o de un oligonucleótido 

sintético. El filtro se pone en contacto con una película fotográfica en donde las 

desintegraciones radiactivas de·. la sonda ·resultan en bandas visibles. Actualmente existen 

métodos de detección que no.~tiliian' radiÓactividad (Tijssen, 1993). Los polimorfismos en 
::·;: 2 •:'. -·~- _- ... , ,- • ! ::· • 

una longitud de.• los frag~ent~s ; de ~strlcciÓn son vistÍlllizados como diferencias en los 

patrones de bandeo q~e re~~e~e~~ variación a nivel de AD~ (Cloutier y Landry, 1994; Staub 

y Meglic, 1993; Staúby Serquen, 1996). Su principal ventaja es que son codominantes y es 

posible diferenciar los individuos heterocigotos de los homocigotos (Amador, 1995). 

4.2.5. Repeticiones de Secuencias Simples (SSR o satélites). 

Es una secuencia simple de ADN altamente repetida que difiere significativiimente en 

la composición de sus bases, en la mayoría del ADN de Jos eucarlotes. Los satélites de ADN 

son ricos en secuencias Adenina + Timina (A + T) o secuencias G + C y son encontrados en 

un tándem largo colocados dentro de las regiones heterocromáticas 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 mlcrosatélites 
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contienen de 2 a 6 pares de bases. Ambos son utilizados como sondas para Ja identificación de 

individuos (Sharon y col., 1995). 

4.3. Electroforesis. 

Es un método usado para separar moléculas en un campo eléctrico de acuerdo a su 
' ' . '··. 

carga neta, forma y tamafio (Caetano y Gresshoff, · 1997). Las .moléculas de ADN y ARN son 

separadas por tamafto y visualizadas por.~lectroforesi~ en un gel de agarosa o acrilarnida. La 

electroforesis es una herramienta pÓderb~r~~~ nos pe~it~~~~~·la mezcla de moléculas de 
·; ~;,,-:. ,' .•;;• ·:··.'' ,, -

ácidos nucleicos de cadena simpli (} d~bJé. iI..c:>s'á~id6'snuclei~os pu~den ser visualizados, in 
. -. . ,. ". :};:_;_:-. ':-,'· ' .... · .. -·'-

silu, directamente en el gel e incluso pueden'ser recuperados del gel por varios métodos en 
.-.··-:_':_;·(_-._:· ·. -

pasos subsecuentes en un protocolo particular. En un pH cercano a la neutralidad, el ADN 

linear esta cargado negativamente y ·migra·. désde el .cátodo al álÍodo en un gel 'con una 

movilidad que depende del tamafio del fragmento, del voltaje aplicado, de Ja composición del 

buffer de electroforesis,. de la composición de Ja base, de Ja concenU:S~ión. del gel y de Ja 

temperatura. Moléculas de ADN de 0.1 a 60 Kb pueden ser detéctadás con geles que contienen 

diferentes porcentajes de agarosa. De esta manera,:es posible se~arar el ADN de 0.1 a 3 Kb de 

largo en geles al 2%, el· ADN d~ 0.8 .-:: l
0

()~b de largo en geles al O. 7 % y el ADN de 5 - 60 

Kb de largo en un gel al 0.3 % .. La ~le~~r~·resls en geles de agarosa usualmente se corre a 

temperatura ambiente, excepto los de bajó
0

porcentaje de agarosa {< 0.5%), los cuales son más 

fáciles de manejar a bajas temperaturas y tal vez se fundan si se corren rápido a temperatura 

ambiente (Hoy, 1994 ). 

El bromuro de etidio es el colorante utilizado para detectar los ácidos 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. También : los geles pueden . teñirse después de la electroforesis, 

colocándolos en ·un buffer que contenga b;omuro ·de etidio por 30 minutos (Barrera, y col., 

1993; Hoy, 1994). 

Un ADN tan pequeño como O.OS µg puede ser visualizado en una banda cuando el gel 

es expuesto a luz ultravioleta (UV). El complejo ácido nucleico-bromuro de etidio absorbe Ja 

irradiación UV alrededor de los 260 ó 300 nm (Hoy, 1994). 

4.4. Métodos de Análisis. 

Los patrones electroforéticos de ADN obtenidos en los distintos métodos de evaluación 

de la diversidad genética representan datos cualitativos Jos cuales se convertirán en 

estimaciones cuantitativas calculando la "distancia genética", sabiendo que Ja ésta es un 

estimado cuantitativo de que tari divergentes genéticamente son dos secuencias, individuos o 

laxas (formalmente llamados Unidades Taxonómicas Operacionales o UTO) que forman una 
,\~_:\ 

población (Fig.10) (Avise, 1994; Gil, 1997). . . . . 

Las unidades dé la• distiincia genética dependen de la naturaleza de la· información 

molecular resumi.da. '. Se han desarrollado distintos métodos estadlsticos para estimar la 

distancia genética en· los diferentes tipos de datos moleculares, entre los cuales destacan, Ja 

distancia genética estándar de Nei (1972), de Jaccard (Sneath y Sokal, 1973), de Nel y Li 

(1979) y de Skroch (Skroch y col.,1992). Todos los métodos son útiles dependiendo de la 

información 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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Uno de los modelos~ :ás utili~clClspam estudi~ ~ari~dóll genética es el descrito por 

Nei y Li ( 1979), en el que .el g~do d~ similitud puede s~r 'cuantificado determinando la 

fracción de m~cad~~er~o~~~rii~os~~~~·<J6~i~Jí~iJtios'~u~:hBil ~ido comparados, pero al 
.: <·;_So., .:,_'·)'' :;/:~- :,, t::";·:':·~ .. :·:!-~~. ;_:<_,.. -r 

igual que el método de Jaccard (Sne~th y Sokal: 197J);rio to~an en cuenta la ausencia de un 

marcador en ambosindi~i~~os' cd,o)r~kr~ch tioiú19~i)'d~~~~6~e~on un método simple para 

:::o:~ii~~~]if ~f~;:~~ff 1:, ::: ::,:::: 
los patrone~ ·.de fra~;~t~~ ~~ estos individ~o~. ~~li~~os rio ~e observó ninguna diferencia 

(individuos estrechament-;; relacionados) y una.distancia de 1 implica que no se encontraron 

fragmentos comunes entre los individuos (individuos muy alejados). 

Estos métodos estadísticos agrupan técnicas multivariadas que se conocen como 

análisis de conglomerados o análisis de grupos. Para visualizar esta información se representa 

en un sistema de reconstrucción de filogenia, llamados dendogramas, los cuáles son 

representaciones gráficas que consisten de nodos (unidades taxonómicas) y ramas (rutas 

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

1994; Gil, 1997). 

Los métodos de matriz para construir dendogramas pueden ser tres: 1) Método de la 

distancia promedio o UPGMA (unweigthed. pair group with arit!unetic. average), también 

conocido como promedio aritmético no-p~ndel"lldo por ~'iíres; 2) Méi~do del ~tici~o cercano o 
, - . . ' 

distancia mlnima y 3) Métododel 'vec;~o lejano o distancia máxima. Los métodos o 

algoritmos para la obtención de dendograrnas difieren entre si en la forma en que se mide la 

distancia entre grupos. Para calcular el algoritmo general de agruparnientd jerárquico 

utilizando distancias o di similaridades, 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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,.',, ... -'.-. ..... '. . - ; :- .,, 

(aquí es necesário haber sel~é:cionado la definición de distancia entre gru'pos) y por último, si 

la matriz tiene más de un elemento mayor a cero, repetir el primer. paso con la matriz 

construida en el segundo paso (Martínez, 2000). 

a) 

Eslimado 
cualilativo 

b) 

e) 

Es limado 
cualitativo 

O·slmililud 
1-difcrcncia 

MARCADOR RAPO 

2 

3 

4 

s 
6 

MARCADOR 

RAPO 

1 

2 

3 

4 

s 
6 

Distancia genética (A, B) = l: 1A-B1 

=416 

=0.67 

n 

GENOTIPO A GENOTIPO O 

Presencia o ausencia de bandas en un gel 

GENOTIPO 

A 

1 

1 

o 
1 

o 
1 

GENOTIPO 

B 
1 

o 
1 

o 
1 

1 

Eslimado 
cuantilativo 

A-B 

o 
1 

1 

1 

1 

o 

Figura 10, Determinación de la distancia genética a partir de una comparación de marcadores RAPDs. 

a) Palrón electroforétlco obt~nid~ en.dos genotÍpos; b) Codificación para los genollpos A y B basada 

en los patrones mostrados en(a); c) Cálculo de la dlslancla genética. (Skroch y col., 1992). 
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V. MATERIALES Y METODOS. 

5.1. Cultivo de insectos. 

Se utilizaron tres colonias de P. truncatus, dos procedentes de África, Togo y 

Tanzania, y una de México. Las colonias africanas fueron proporcionadas por el Profesor 

Robert Smith de la Universidad de Leicester ·y .1.a· c~lolliii ~exicana fue capturada a los 

alrededores del CINVEST A V- IPN, Unidad Irapuáto. L~ tr~~ · ~olonias se han mantenido 

confinadas desde 1994 en frascos de vidrio de· un litrÓ el: \~~;~~icÍ~ ~~n tápas metálicas con un 

orificio al centro cubierto con papel filtro para ~v;~;l~;·~~f~~ de insectos y permitir la 
' - >)(: ·::)<~:~ tf~;<t.~·,:·.:,~.tlf.{:~ . ':·.: 

ventilación de las colonias. La variedad de maíz empleíida·fue'cacahuazintle, el cual se trató, 

antes de su inoculación con insectos, co1gdáJl~~l~~·¡~.~~01sa'i~e:i:lietileno durante tres días a 

-20ºC, lo que permitió evitarun: posible ih~e~i~ii~~;.i~;~;~~~~/']~: que contamine las colonias. 

Después de la congelación, .las"~~~j~~.)~~:~~~i:fori·;t~~J~~~tu~ ambiente (25 - 27ºC) 

durante tres días antes de la inoculación.para la.cualsepre~~a~on[rasco~ con 200 g de maíz 

y se introdujeron 15 granos ;~;esta~~¿f~o~·;¡i~s~~~j;;a~~~·;~~;:·i~as~ S~ incubaron a 

temperatura ambiente, reinoculándo~~- e~ fr~~~/i~~ ~~i~~z¡¡~~~~ i~~cÍ~ ;dos o. tres meses 

apro:.imadamente. La obtención· de• 1arva~'-;.s~;;1'id~¿' 1;~~bd'.~i~do' Íaml~ei{'de · 71 O µm y 
' '.;" . , .-.j"·:.,- '•. ··~ </' , . -' . ' . 

t. 70mm de apertura, con el fin de separarla5 de la harinaf del maíz ~lltero. Se tomaron sólo 

las larvas vivas, para poder obtener un ADN en buellestado y concentración. 
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5.2. Extracción y cuantificación del ADN. 

Para aislar el ADN de P. truncatus se probaron tres métodos: !) el método utilizado por 

Vandemark y col. (2000), empleado para aislar ADN de hongos; 2) el método descrito por 

Cenis y col. (1993) donde aislaron ADN de átidos 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 -SOºC, macerándolas con nitrógeno lfquido y carborandum (como abrasivo) hasta obtener un 

polvo fino. Las larvas maceradas se colocaron en tubos para centrifuga de 50 mi con 3 mi de 

buffer de extracción (Apéndice) mezclando por 2 minutos. Posteriormente, para la extracción, 

se agregó un volumen , igual .. al, . obteni~o, ,en la separación, de fenol:cloroformo:alcohol 

isoamflico (24:24:1) yse a~it~ ~or]}O;lllinutos. Después, la mezcla se centrifugó por 20 

minutos a s ooo r¡)ríl Y, ,4ºc, s~ separó, er sobrenadante y se 1e agregó un vo1 umen igual a1 

obtenido en la sep~c~~n. ~~ 61ciro;á%;~~al~ohol isoamllico (24:1), volviendo a centrifugar 

por 20 minutos a 8 000 rpm y 4°C. Se s~parÓ la parte superior y: se agr~gó 0.5 del volumen, 
.. - : ·, ''. - ; ,-_;"-.' ·:.,_J. '~~~t> :{:", 

obtenido en la separación, de acetato de amonio 7.5 M y 2.5 volúm~nes de etanol al 100%, 

dejando precipitar toda la noche. Al día siguiente se ce~trifugó pori';·~inutos a 2 000 rpm y 

4°C., después se eliminó el sobrenadante, se agregó etanol al 1({% y se agitó por 10 minutos. 

Posteriormente se centrifugó por IS minutos a 8 000 rpm y 4°C, se eliminó el etanol y se 

escurrió la pastilla la cual fue resuspendida en 1 mi de T10E1, pH = 8.0 (Apéndice).Las 

muestras se almacenaron a -20ºC hasta su utilización. 

2) Método descrito por Cenis y col. ( 1993). Se tomaron 1 O larvas colocándolas en un tubo 

de 500 µl agregándoles nitrógeno liquido y macerándolas con una varilla esmerilada. 
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Posteriormente se les agregó 200 f.ÍI de buff~r de extracción (Apéndice) y 100 µ1 de acetato de 

amonio 2.5 M, incubando a -20ºC por 10 minutos .. Después se centrifugó 5 minutos a 14000 
-· . - . -

rpm, a continuación se transfirió el sobrenádantea otr~ tubo, adiciona~'do un volumen igual al 
.,'. ,·.,.. - ···-·. ' -

obtenido en la separación, de isopro~81l~)i~~spJ~s d~ ;~Í:ubitra temperatura ambiente por 15 

minutos se centrifugo a 14 000 rpm por 20 ri'iinuios y4ºC. se' eliminó el sobrenadante. se lav~ 

la pastilla con etanol al 70% y posteriónrlente se' sécó la pa5tilla a 55 ºC por 2 minutos. La 

pastilla se resuspendió en 100 µl de T1~E1,pH ='8.o CApéndice). Las muestras se almacenaron 

a -20ºC hasta su utilización. . ·.. -

3) Método descrito por Doyle y Doyle (1990). Se ~e~~o~0.5g. de larvas, conservadas a 

-80ºC, macerándolas con nitrógeno llqui~o;y;~arb~~d;(como abrasivo) hasta obtener un 

polvo fino. Las larvas maceradas se col~c~o~ en t~bo~ ;;m¡ c;~trlfuga de 50 mi con 5 mi de 

buffer CTAB precalentado .en baffo M~aiZ6~~{:}¡'~c~bAndose 30 minutos con agitación 

ocasional y suave. Posteriormente se agreg~on 5°
0

ml de fenol-cloroformo-alcohol isoamllico 

(24:24:1), centrifugándose por 15 minutos a 6 000 rpm y 4ºC. Después de separar la fase 

superior se le agregó un volumen, igual al obtenido en la separación, de cloroformo:isoamfllco 

(24:1) centrifugándose por 15 minutos a 6 000 rpm y 4ºC. Se separó la fase superior y se 

agregó O. 7 del volumen, obtenido en la separación, de isopropanol dejando precipitar por 24 

horas a -20ºC. A continuación se centrifugó por 10 minutos a 4 000 rpm y 4ºC, se eliminó 

todo el sobrenadante y se lavo la pastilla con 5 mi de etanol al 70%. Se centrifugó por 10 

minutos a 5 000 rpm y 4°, después de dejó escurrir la pastilla lo más posible, invirtiendo el 

tubo cuidando que ésta no se caiga. La pastilla se disolvió en 1 mi de agua destilada, 

desionizada y estéril a 60ºC en baño Maria por 12 minutos, moviendo suavemente a Intervalos 

de 4 minutos. Las muestras se almacenaron a -20ºC hasta su utlllzación. 
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Las concentraciones de ADN se determinaron mediante las lecturas de absorbancia a 

260 nm en el espectro fotómetro Beckman DU- 50, con celda de· cuarzo de l cm, en una 

dilución de 1 a 50. 

Absorbancia 260 nm. X factor de dilución 

[µg/µI ADN]= -------------------------------------------------------------

Coeficiente de extinción con haz que atraviesa 1 cm 

La pureza del ADN se estimó mediante el cociente de las absorbancias a 260 y 280 nm . 
.. ·:. ·_·.·:· ·'·.· 

Una preparación ·p~i~ d~: AoN tiene un cociente aproximado a 2.0, entre menos pureza, el 

cociente será signitic:'.fti~;m;énte menor (Sambrook y col. 1989). 
;.'• .. ,,f'.·)> ::~,. : 

La elecU:ofo~e~is' se llevó a cabo en un gel de agarosa (Gibco BRL) al 1 % en TBE 

(Apéndice).' S~c~r:;g:fu:'~olumen de 20 µI, el cual contenía: 2µ1 de ADN, 4 µI de buffer de 
: __ ._.;·:~ .-'l 

_.,., .. ," 
corrida 6X (Apclndiée) y'.14 µI de agua destilada, desionizada y estéril. Como marcador de 

peso molecular'·~~· ~!Üi~o~ 5 µI de A. Hind 111 a una concentración de 0.2 µg/µI (Gibco 

BRL) con 4 µ(de li~ffer de córiida 6X y 11 µI de agua destilada, desionizada y estéril. La 
·.. '! . 

visualización del .ADN sehizo.sUlnergiendo el gel por 5 minutos en una solución de bromuro 

de etidio a una concentración de 4 µg/f.ll y lavándolo en agua destilada por 1 O minutos. Los 

geles se observaron y se fotografiaron,~oJ>.re. un transiluminador de luz UV con el equipo 

Fotodyne lncorporated Foto/ Eclipse. ;,¡ '•' 
De acuerdo a lo observado en l~'fotografia del ADN y comparando con el estándar de 

Hind llI, se asumió que':~1·~dtf~~; I~ ~uestra es ARN, por lo que se ajustó la 

concentración del ADN para tener 20 ng/µI. · 
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5.3. Estandarización de los RAPDs. 

Para estandarizar las condiciones se probaron dos concentraciones de ADN y . dos 

concentraciones de MgC!i. Los volúmenes de reacción fueron de 25µ1, conteniendo 40 u 80 ng 

del ADN total de las diferentes colonias de P. truncatus y como organismo de comparación se. 
. ¡ . ' . . 

utilizó ADN de Sitophi/us zeamais; 1.5 mM ó 3.0 mM de MgCli (Perkin Elmer), 2.5 U de 

Ampli Taq. ADN p~li~~IUsa (Perkin Elmer); 1.25 mM de desoxinucleótidos Gene Amp 
. ';' <e',,_;'•;,;.!.'" '. 

d'NTP (Ped<ln El~~;); ~'.5 ~l de solución amortiguadora Buffer II (Perkin Elmer) y 15ng de 

oligonucleótido~~. del)'.i6T OPA (Operan Technologies), aforando con agua destilada, 

desioni~da y estéril/Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Perkin Elmer 

Gene Amp PCRSystem 2400, dando un precalentamiento a 94ºC por 2 minutos, después se 

programaron 35 ó 40 ciclos con las siguientes temperaturas y tiempos: para la 

desnaturalización 94ºC porl .minuto, para el alineamiento de 37°C ó 40ºC por 1 minuto y para 

la extensión 72ºC por )minuto, teniendo una extensión final de 7 minutos a 72ºC. 

5.4. Electroforesis de los RAPDs. 

La separación de los fragmentos amplificados se realizó en una cámara horizontal de 

electroforesis (Horizon 11-14 de Life Technologies) en un gel de agarosa al !% en TBE y un 

promedio de 80 volts durante cuatro horas. El volumen de muestra que se corrió fue de 29 µ! 

por pozo, 25 µI del producto PCR y 4 µI de Buffer de corrida 6X (Apéndice), al igual que el 

de los marcadores de peso molecular: 
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1) 5 µ! de A. Hind 111 (Gibco BRL, [0.2 µg/µI]), 4 µ! de buffer de corrida y 20 µ! de agua 

destilada, desionizada estéril. 

2) 4 µ!de 123 pb (Gibco BRL [1 µUµg]), 4 µI de buffer de corrida y 21 µ!de agua destilada, 

desionizada estéril. 

Para su visualización los geles se sumergieron por 20 minutos en una solución de 

bromuro de etidio a una concentración de 4 µg/µI, y se lavó con agua destilada por 10 

minutos. La fotogralla se tomó sobre un transiluminador de luz UV con una pellcula Kodak 

TRI-X Pan film de 10.2 x 12.7 cm., con una cámara Polaroid MP4 land, con una exposición 

de 20 segundos. El revelado se hizo en un procesador Kodak X-OMA T M20. 

5.5. Análisis de datos para construir dcndogramas. 

5.5.1. Cálculo de la distancia genética. 

Los patrones de fragmentos amplificados (bandas) que se obtuvieron con cada 

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

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

origen de migración en el gel de agarosa, es decir la parte superior de éste (Fig. 1 Oa), con un 

"1" para indicar presencia y un "0" para indicar ausencia de bandas, donde las columnas son 

. las colonias y las filas los fragmentos polimórficos (Fig. !Ob ). Con esta matriz de datos ( 1 y O) 

se determinaron matrices de distancia genética mediante la comparación entre cada par de 

genotipos utilizando Jos métodos de Jaccard (similaridad) y Skroch (disimilaridad). Estas 

matrices contienen las distancias entre todos Jos posibles pares de Individuos (Fig. 1 Oc). 
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5.5.2. Análisis de agrupamientos. 

El dendograma se construyó a partir de cada una de las matrices de distancia genética 

por el análisis de agrupamiento utilizando el método UPGMA, con los progrru:nas de 

computadoras S-Plus versión 4.0 para Windows y NTSYS versión 2.0 para Windows. Para 

calcular los limites de confianza de los dendogramas obténidos,. se uso el método de 

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

La utilidad de un sistema de marcador dado es un balance entre el nivel de 

polimorfismos detectado (contenido de información) y el grado en el cual el análisis puede 

identificar múltiples polimorfismos (Powell y col. 1996), por lo que en este análisis de 

resultados frecuentemente nos referiremos a ellos. 

6.1. Estandarización de las condiciones. 

Los RAPD's requieren de un alto nivel de estandarización en la amplificación de sus 

productos para que éstos sean reproducibles, confiables y consistentes (Carbonari y col., 1993) 

ya que el patrón de bandeo puede variar entre experimentos dentro de un mismo laboratorio y 

aún más entre laboratorios (Ellswortb y col., 1993) por lo cual, este estudio se realizó bajo 

condiciones estrictamente controladas . 
. · ,,·.~-· -· 

Los parámetros d~ e~~dárÍ~ción evaluados son: calidad y cantidad de ADN, cantidad 
·~·> . ".-.'. :···>··· ;.( . ,.,-·; 

de MgCl2, temperatura5 de réacción'y número de ciclos. 
·- - . 

ADN. Uno de los princip~I~~ problemas en el aislamiento del ADN es la obtención de 

bajos rendimientos y poca pureza. Por lo cual en este trabajo tuve la necesidad de probar tres 

métodos de extracción de ADN, tal y como se menciona en materiales y métodos. 

En la tabla 2 podemos observar que los métodos de hongos y CT AB presentan mejor 

concentración de ADN, sin embargo es notorio que la pureza presentada por el método de 

CTAB se acerca más al valor adecuado, (2.0) (Sambrook, y col. 1989), por lo que fue este 

último método el seleccionado para la amplificación por PCR. El estado y concentración del 
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ADN fue corroborado con Ja relación de absorbancias·a 260 y 280 nm isu visualización por 

electroforesis. 

Tabla 2. Comparación de los métodos de extracción. 

METODOSDE CONCENTRACION INDICE DE PUREZA REFERENCIA 

EXTRACCIÓN DEADN (µg/µI) 260nm / 280 nm .. 

CTAB 2.50 1.8039 Doyle y Doyle, 1990. 

Hongos 2.60 0.8575 Vandemark y col., 2000. 

A fidos 1.35 1.5973 Cenis y col., 1993. 

La cantidad de ADN utilizada para la· amplificación por PCR no se consideró 

determinante, ya que tanto con_ los 40 ng como con los 80 ng de ADN plantilla utilizados hubo 

una amplificación eficiente de yarios productos )lAPD' s, generando un buen patrón de bandeo 

MgC)i. Es este par~etro fue el que más Influyó en la obtención de información por 

medio de productos RAPD's,· ;a~~~-el"ion Mg2+ ayuda a estabilizar Ja cadena doble del DNA, 

sin embargo el exceso de. este ion promueve la producción de productos no especificas o bien 

artefactos <limeros del olig~nucleótidÓ. 

En la concentración alta (3.0 mM) se observó ausencia de bandas y/o presencia de 

barridos que no nos permitieron Identificar y cuantificar los polimorfismos. El mayor número 

de polimorfismos con definición más clara y reproducibilidad, fueron obtenidas al utilizar 1.5 

mM de MgCli en comparación de 3 mM, Wang y col. (1994) encontraron que una 

concentración baja de MgC(i (1.5mm) fue óptima para producir patrones RAPD's claros, lo 

cual concuerda con estos resultados. 
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Temperaturas. Las temperaturas de desnaturalización y extensión utilizadas en este 

trabajo son las que se emplean en la mayorla de los protocolos RAPD"s, sin embargo, como ya 

ese mencionó en la revisión de literatura, la temperatura que tiene un efecto más crítico en la 

especificidad es la de alineación (Barrera y col. 1993 ). La temperatura de alineación de 3 7ºC 

no presentó el mismo número de bandas en cada repetición, es decir se pierden bandas y el 

bandeo presentado es poco claro, por tanto la temperatura de alineación con la que se 

obtuvieron el mismo número de bandas por repetición y patrones de bandeo más claros, fue la 

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

·Número de ciclos. El número de ciclos promedio oscila entre 20y35 ~egún reportan 

Barrera y col. (1993), sin embargo, el número de ciclos que nos,prop~fc;~nó polimorfismos 
- - .. ...:: - --- - ,_ ._: 

., 
claros y reproducibles fue el de 40 ciclos eri comparación cori los 35,~folo.e evaluados. 

"- .· 

Las condiciones estándares de los pÍlrámetéos que nos permitieron realizar el presente 

trabajo se muestran en la Tabla 3 y Figura 11. 

Tabla J. Condiciones Estándares para la Realización de los RAPD's. 

COMPONENTES CONCENTRACION 
EN 2Sul DE REACCIÓN 

ADNTotal 80 ng 

MgCli. l.SmM 

Taq polimerasa 2.5 u 
Desoxinucleótidos (cada uno) 1.25 mM 

Buffer 2.5 µI 

Oligonuclcótidos IS ng 
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ºC 40 CIC OS 

CI D 
94 

E EF 
72 

40 
A 

22 

04 
3 4 5 7 8 9 10 11 12 

Tiempo en minutos 

Figura 11. Tiempos y temperaturas estándares. Calentamiento inicial (CI) 94ºC por 2 minutos, 40 
ciclos a 94°C para Ja desnaturalización (D) por 1 minuto, 40°C para Ja alineación (A) por 1 minuto, 
72ºC para Ja extensión (E) por 1 minuto. Extensión final (EF) a 72°C por 7 minutos. 

6.2.Selección de los oligonucleótidos. 

De los 20 oligonucleótidos probados, 2 no amplificaron y 18 mostraron evidencia de 

polimorfismos. Sin embargo, solamente 10 fueron seleccionados para la evaluación final ya 

que presentaron buen número de polimorfismos, bandeo claro y reproducibilidad. La 

secuencia de los oligonucleótidos seleccionados y el total de fragmentos polimórficos 

amplificados se muestran en la Tabla 4. 

Solamente se tomaron en cuenta para el análisis, las bandas reproducibles en dos 

corridas independientes. 

Estos diez oligos produjeron un total de 161 bandas. El número total de bandas por 

oligonucleótldo varió de 13 (OPA-07) a 20 (OPA-13) con un promedio de 16.l bandas por 
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oligonucleótido, y ei tamaño de llls bandas vario de 123 a 2S83 pb tal y como lo reportan 

Block rv y col., ( 1 992). 

Tabla 4. Secuencias y Número de Bandas Amplificadas por los Oligonucleótidos seleccionados 

FRAGMENTOS DE FRAGMENTOS DE 

CODIGO S'A3' AMPLIFICACIÓN AMPLIFICACIÓN 
' 

MONOMÓRFICA POLIMÓRFICA 

OPA-01 '> CAGGCCCTTC 3 13 

OPA-06 GGTCCCTGAC 2 14 

OPA-07 GAAACGGGTG 1 12 

OPA-08 GTGACGTAGG 2 13 

OPA-11 CAATCGCCGT 3 13 

OPA-13 CAGCACCCAC 2 18 

OPA-IS TTCCGAACCC 5 12 

OPA-16 AGCCAGCGAA o IS 

OPA-17 GACCGCTTGT 2 13 

OPA-19 CAAACGTCGG 5 13 

TOTAL DE FRAGMENTOS AMPLIFICADOS 25 136 

6.3. Polimorfismos encontrados en los RAPDs. 

Encontramos un alto porcentaje de polimorfismos (84.4S%) usando los 10 

oligonucleótidos del kit OPA. Las figuras 12, 13 y 14 son algunas de las fotografias 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 estándares 

de peso molecular de 123 pb y A. Hind lll. Las tablas S, 6 y 7 son la representación 
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esquemática dé los polimorfismos observados en los geles mostrados en las figuras 12, 13 y 14 
··<· :;·:. 

ya que en estas fotografias algunas bandas no se perciben claramente por efectos de .la 

impresión en papel. 
' . . ' . . 

Con el oligonucleótido OPA-01 (Fig. 12) se observó cimente el polimorfi¿mo que 

se da entre las tres colonias de P. truncatus de México, Togo y Tiinznnia,.y s..'z~~mais los . .. ·• ., ... , .. 

fragmentos RAPD's que se presentan con este oligonucleótido van de los 452 a los 1908 pb 

(Tabla 5). Algunas de las bandas que nos permiten observar más parentesco entre las colonias 

de Togo y Tanzania son las bandas ubicadas en los 1859, 1224 y 497 pb; los polimorfismos 
."•·, 

que nos permiten diferenciar a estas dos colonias africanas son las bandas marcadas con 1079 

pb que sólo apáre~e _e~· Togo y .825 pb que solo aparece en Tanzania; mientras que las bandas 
... '"'Z::" 

marcadas con 1908;166,7, y 1478 pb sólo aparecen en la colonia mexicana. Algunas bandas se 

comparten con S.z~~mJ~~ domo las ubicadas en 1859, 1224, 1190, 1079, 857 y 497 pb y es 

el análisis de otr~ .band~ ~n este y otros geles lo que permite diferenciarlo claramente de P. 

trunca tus. 

El oligonucleótido OPA~07 (Fig. 13 y Tabla 6), presenta diferentes polimorfismos 

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

las colonia de México y Tanzania ya que compaiten··además de las amplificaciones 

monomórficas (1111, 846, 809, 699 y 165 pb) el po·l;~o~~~o de 1184 pb, por tanto las 

polimorfismos que marcan la disimilitud entre .Méxic~ }~~~zania son la presencia del 

fragmento 966 pb en la colonia mexicana y la aus~n~ia deí'~¡~;e~to; qu~ comparten Togo y 
'·;:., 

Tanzania con 949 pb. Mientras que a la colonia de Tog~ la disÍing~~n las bandas marcadas 

con 1886, 1564, 1229 y 766 pb. 
. ~. . 

Otro patrón de diversidad de polimorfismos se presenta en las Figuras 13 y 14 donde 

los oligonucleótidos OPA-08 y OPA~06 mostraron cierto parentesco entre las colonias de 
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Togo y Tanzania; ·mientras que los oligonucleótidos OPA-16 y OPA-07 mostraron 

polimorfismos ·muy diferentes, habiendo más parentesco entre las colonias de México y 

Tanzania. Esto nos indicó que los patrones RAPD's presentaron diferencias dependiendo de 

los oligonucleótidos y el ADN de las colonias amplificadas, las cuales se observaron a través 

de la presencia o ausencia de bandas. Tal como lo reportó Gibbs y col. (1994) con Elaphe 

obsoleta y Sistrurus catena/us donde encontró 40 % y 90 % de polimorfismos dependiendo 

del oligonucleótido usado. 

Al analizar los polimorfismos dados por los diez oligonucleótidos se consideró 

importante hacer notar que S. zeamais presentó un bandeo muy diferente al de las colonias de 

P. truncatus, compartiendo de dos a siete bruidas. Por ejemplo, con el oligonucleótido OPA-06 

(Fig. 13 y TabÍa · 6) lo~ ;·fr!lgmerÍtos '~p;Üfi;kdos de las tres colonias de P. truncatus, 
,· ::·--.·~·:, :·;;-~{:· :3):\'.:~;~::f~~'.;:. ·~-:~¿~~·.('.;~?);'' ... ·._... ..·- , . -

coincidieron con {varios ; fragmentos ámplificados de S. zeamals ... Las bandas compartidas 

<Tabla 6) con. !vféxi~~ sOri.1~~:5;~.~J;'.~'éhi.~13 cori122s, 1149;·:1119,878 y 675 pb 

respectivament~, ~i~~~ai~~~-
1

~~~1r?~+Y:t~ia .. S~~J~~.1a.b~da 4 . h~n {'i28 pb.y con 

Togo coínp~e sólo la bBild~1S d~.·1 O~O_pb. Él olig~nut~óÚcÍo •OÍ> A~C>i (Fig. ·_ 12. y ,Tabla· 5) 

también tÍe~e ~~o%f~a~e4~~f~~lific:dos.que se compartén entre las colonias de P. 

truncatus y s. z~amaiS; 1(;~' p~Úmo~fislllos que compartió s. zeamais con Togo y Tanzania 
-· _. .. ·::.· -

fueron la banda 1859, 1224 y 497 pb; mientras que México no comparte polimorfismos con él, 

más que en donde se presenta una amplificación monomórfica (1190, 857 y 557 pb). 

Sin embargo, no todos los oligonucleótidos presentaron varias bandas en común entre 

las colonias de P. truncatus y S. zeamais, tal como se observó en el oligonucleótido OPA-08 

(Fig. 14 y Tabla 7) donde sólo comparten las bandas de 949, 774, 730, y 300 pb. Mientras que 

el bandeo de P. truncatus en el oligonucleótido OPA-16 (Fig. 14 y Tabla 7) sólo coincide con 

dos fragmentos amplificados de S. zeamais marcados con los 1503 y 805 pb. 
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El análisis anterl~r, no
0 

considera et bandeo presentado en los 1 O oligonucleÓtidos 
,' 

seleccionados, ya que e~te méto~o es llna fonna de ilustrar como se realizó et'' análisis de cada 
. .,,, .. 

uno de los geles p;u.a p~dér h~gár al análisis general, se observaron 57 bandas polimórficas 

(35.40%) entre I~ colo~{~ d~ México y Togo, para las colonias de México y Tanzania hubo 
.. :~~· (<:''';::·",'.,,;" .. 

44 bandas polimÓrfü:as (27.32%), finalmente entre las colonias de Togo y Tanzania se redujo. 

a 35 bandas p~ll~2J"Íicas (21.73%), dando un total de 136 bandas polimórficas (84.45 %) 

(Tabla4). 
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pb OPA-01 OPA-04 CN CP M pb 
1 2 3 4 S 6 1 8 9 IO 11 12 13 14 IS 16 17 18 .. 

4,182 

1,476 

61S 

123 

Figura 12. Polimorfismos del OPA-01. l., Marcador l. Hind III (pozo l); Oligo 
OPA-O!, 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 análisis 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. truncatus de México 

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

OPA-01 
Banda Pb M T z s 

1 1908 
2 18S9 
3 1667 
4 ISIO 
s 1478 
6 1368 
7 1224 
8 1190 
9 1079 
10 1019 
11 990 
12 913 
13 8S7 
14 82S -
IS 780 --
16 662 -
17 583 
18 SS7 
19 497 
20 4S2 

SS 



pb OPA -06 OPA - 07 CN CP A. M pb 
1 2 3 4 S 6 7 8 9 IO 11 12 13 14 IS 16 17 18 

• 
---23130 

4 182 

• 165 

Figura 13. Polimorfismos del OPA-06 y OPA-07. Oligo OPA - 06, México (pozos ly 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 (S. 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. zeamals (S) con los oligonucleótidos OPA-06 y OPA-07. 

OPA·06 OPA-07 ' 

Banda Pb M T z s Banda Pb M T z S, 
1 1701 1 1886 - ': 2 1333 - - - 2 1564 -
3 1255 - 3 1229 -
4 1228 - - - 4 1184 - -
5 1225 - - 5 1111 - - -
6 1149 - - 6 966 -
7 1119 - - 7 949 - _, 

' 

8 1020 - - 8 846 - - - '-9 956 - - 9 809 - - _, 
10 878 - - - - 10 766 -
11 809 - - - 11 699 - - -
12 745 - 12 555 -
13 675 - - 13 165 - - -14 619 -15 530 -
16 477 -
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pb A. OPA-08 OPA-16 CN CP M pb 
1 2 3 4 s 6 7 8 9 10 11 12 13 14 IS 16 17 18 ,. • 23130 ! 

2027 
ISS3 

~ ... ~. . .. 
1444 ., 
1227 ~- - - -
IOS7 

ig 
774 m- 752 

i~--
- __ ._ ----

Figura 14. Polimorfismos del OPA-08 y OPA-16. A., marcador A. Hind III (pozo I); 
O!igo 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 
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 oligonucleótidos OPA-08 y OPA-016. 

OPA-08 OPA-16 
Banda Pb M T z s Banda Pb M T z s 

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 - - ' .. --_ 
11 570 - - - 11 752 - -
12 490 - 12 680 - -.· 
13 440 - - 13 574 -
14 408 - 14 518 -15 300 - - - - 15 496 - - -16 433 - - -
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6.4. Análisis de datos pura la elaboración de dendogramas. 

Los datos obtenidos a partir de los marcadores RAPD"s, generados por los 10 

oligonucleótidos, se analizaron por dos métodos: 1) se estimó la similaridad genética de 

Jaccard y 2) la disimilaridad genética de Skroch. De lo~ pares de individuos analizados, se 

generaron las matrices de distancia genética . entre las tres. éolonias de P. truncatus y S. 

zeamais. La disimilarid~dgenétic~.obt~nida pord r!létod~.f co~ficiente de apareamiento 

:""~:::-:,~~~·~~1fil~:;f 1~~~tr:::::::::: 
entre las cold~ia~ 'd~ fi.1r~~~C11~s: El ~~I~~ má; 

0

g~d~ d~ cli~imilaridad encontrado para P. 

truncatus es entrel~s ~~I~~¡~ ·~~· ~éxico y ;~g~; sien~o de 0.3529, siguiéndole las colonias 

de México y T~ia, con ~a disimilariclad genética de 0.2756; mientras que la menor 

disimilaridad genética es la que hay entre las dos colonias africanas de 0.2193. Con el método 

de Jaccard se obtuvo la similaridad' entre col~~as~ teniendo menor similitud México y Togo 

con un valor de 0.5045,despué~ le .~l.gu~n Mé~ico y Tanzania con valor de 0.5784, mientras 

que Togo y Tanzania presentan· 1a mayor similitud con un valor de 0.6600 (Tabla 9). 

Concordando lo anteridr•~on la disimilaridad mostrada por el análisis 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 
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Tablo 9.·Matriz de similaridad genética. 

MEXICO TOGO TANZANIA SITOPHILUS 

MEXICO 1.0000 0.5045 0.5784 0.3053 

TOGO 0.5045 1.0000 0.6600 .. ·0.2535. 

TANZANIA 0.5784 0.6600 1.0000 0.3088 
' ', ~· ·. '· :. 

SITOPHILUS 0.3053 0.2535 0.3088 . ·.1.0000. 
·:· ',·,:, 

A partir de estas matrices se llevó a cabo el análisis global o de conglomerados donde 

se obtuvieron los dendogramas que representan en forma gráfica las relaciones genéticas entre 

las colonias (Figuras 15 y 16) cabe mencionar que.la distancia indicada en el dendograma 

resultó del análisis de agrupamiento y no es la misma que se reporta en las tablas 8 y 9. 

En la interpretación del dend~grama ~~di~i~ilaridad (Fig. 15) se puede ver que la 

colonia de Togo está estrechamente relaci<;>na~a;co~ la colonia de Tanzania, la distancia a la 

cual estas colonias se agrupan es de 0.2193, lo· cual quiere decir que difieren solamente en el 

22% de los polimorfismos RAPD's, Las colo~ias af~canas se encue~tran~ una distancia de 

0.31425 de la de México, cuyo valor es el promedio entre los valores de disimilaridad 

mostrados en la tabla 8 entre las colonias africanas, difiriendo la colonia mexicana de las 

africanas en un promedio de 31% en los polimorfismos RAPD's. La distancia de las colonias 

de P. /l'lmcatus con respecto a S. zeamais es de 0.6219, es decir tienen un 62% de disimilitud. 

Para corroborar la consistencia de los datos, se realizó el mismo análisis utilizando la 

distancia genética obtenida mediante el modelo de Jaccard y se obtuvo un dendograma con la 

misma topología (Fig. 16), es decir agrupó de la misma forma a los materiales genéticos 
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estudiados. También en este. dendog~an11lo las' colonias af~icari~ ·son las que. están más 

relacionadas en ~~ 66%, es decfr pre's~ntan ~11~ di~i~;;'cia g~nética de 0.6600. La distancia 
- - .. · .. . ··t .,, ., .. ·.• . : ·.;- •, 

genética entrela!Í ~~lo~i~ ~tri~an11s"~1a.de Méxi~o tie~e.un·.v~lor dé:o:s~l4;es decir 
.~:-:-:<· ~·-.:,~<~ ·,--.; ::: :r , ·,;;,. - -::~ ··· - \i:.'--

comparten el 54% de 1~{~~ú.ii~~fi~~~~ RAPD;s y la distancia g~néti~a ele l~'~olonias de P. 
. ". ' ,_ . ~··--: ~ 

lrlmcatus con r~s~~ci~'~ S.:~~~in~is es de 0.2892, es decir ti~nen tr. 29o/~'ciii ;i~ilitud ... 
Es impói1iit~i~~~~;d1Jque la distancia genéticapued~ s~~·~;~id~;~n· disi~ilaridad y 

similaridad (A.vis~, I994i Martlnez, 2000), por lo que en e_I análisl~>allterio~ se presentan 

diferentes valÓ~~s~e distanci~ genética para cada dendo~~. 
Para juzgar la robustez del dendograma se utilizó el método de remuestreo por réplicas 

(bootstrap) obteniéndose 4, 000 réplicas de la matriz de disimilaridad y los errores estándar 

para cada una· de las disimilaridades (Tabla l O). También se calcularon los coeficientes de 

confianza de Felsenstein (1985) basados en las 4000 réplicas, obteniéndose el dendograma de 

la figura 17. Esta figura nos indica el estimado del nivel de confianza para cada nodo, por lo 

que podemos estar seguros en un l 00% que el nodo que une a S. zeamais con las colonias de 

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

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

que en éstas sólo se presentó en un 88% de las réplicas, sin embÍlrgo este porcentaje es 

suficiente para decir que el nodo existe en el dendograma, lo cual nos permite confiar en que 

la topología del dendograma es correcta y por tanto tener la certeza d.! que la colonias de P. 

truncatus de México está realmente separada de las colonias africanas, as! como S. zeamais de 

las colonias de P. truncatus. 
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Tabla 10. Valores estadísticos. 

DISTANCIAS DISTANCIAS SESGO MEDIA ERROR 
OBSERVADA ESTANDAR 

s 
Togo y 0.3529 0.0004197 0.3534 0.3851 
México 

Tanzania y 0.2756 0.0001171 0.2758 0.03552 
México 

Sitophi111s 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 
Silophi/11s y 0.5949 -0.0005701 0.5944 0.03849 
Tanzania 
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Figura 15. Dendograma de la matriz 
de disimilaridad de Skroch. 
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Figura 16. Dendograma de la matriz 
de similaridad de Jaccard. 
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Figura 17. Dendograma del coeficiente 
de confianza de Felsensteln. 

62 



:; 

------------------------------------·-"··~~-~-

VII. CONCLUSIONES. 

1. La concentración de MgC)i fue determinante en la obtención de polimorfismos, sin 

embargo las concentraciones de ADN evaluadas no se consideraron determinantes en 

la amplificación de los fragmentos RAPD's de P. truncatus, muy probablemente por 

que se obtuvo ADN de muy buena calidad. 

2. Los mejores patrones:' de; bandeo· y reproducibilidad se obtuvieron con una 

concentración de ,'}.si~~:~~ '·MgéJ:. 80 ng de ADN total de P. truncatus, una ... , ... ~ . ',' .. ; :~:;:·' ' . , 

temperatura de de~~~t~i~~iÓ~;~ 94~C. de alineación a 40°C y de extensión a 72 ºC, 

cada una durante 1 minÚt~ por 40 ciclos. 

3. Los oligonucleótidos comerciales OPA-O!, OPA-06, OPA~07, OPA-08, OPA-11, 

OPA-13, OPA-IS, OPA-16, OPA-17 y OPA-19 proporcionan un alto porcentaje de 

polimorfismos (84.45%), suficiente para encontrar la distancia genética entre las tres 

colonias de P. truncatus, sin embargo el OPA-01 fue el oligonucleótido que presentó 

mejor bandeo, ya que se obtuvo mayor número de bandas y más claridad entre ellas. 

4. Los dendograrnas obtenidos por ambos métodos nos presentan claramente la estrecha 

relación 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 está estrechamente 

relacionada 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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% de los polimorfismos . RAPO· s y. las colonias de P. trunca tus con respecto a S. 

zeamais tienen un 62 % de disimilaridad. 

5. La relación existente entre las colonias de África y la de México no es tan cercana, lo 

que sugiere que el establecimiento de estas colonias en el continente Africano podría 

haber tenido orígenes diferentes. 
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GLOSARIO. 

k 
~ ADN. Ácido desoxirribonuclei~o, pollmero formado por secuencias de nucleótidos que ,, 
~ consisten de un azúcar (desoxirribosa), una base nitrogenada Ja cual puede ser de dos tipos, 
:¡"-! 

f¡ pirimidinas ( citosina y timina) o purinas (guanina y adenina) y un grupo fosfato. 
i; 

ADN plantilla. Pollmero simple de ADN, complementario a un polfmero de ADN ¿ ÁRN en 

formación, que sirve para especificar la secuencia de nucleótidos del polímero e~~f~~ación.· 
• • ' ' • e • ~ ·:,; ' '. 

;\·<·;·:.'·'.<~:. 
, .. 

ADN polimerasa. Enzima responsable de la síntesis del ADN a ;~il"'cic:" ¡i:¡f~sfaÚ>s de 

desoxirribonucleótidos bajo Ja dirección de un ADN plantilla. 

Agarosa. Polisacárido obtenido de algas marinas usadas éom'c:>. lll~i~·g¡Jic: ~n electroforesis; 

se usa para separar moléculas de ADN en base a su pé~~ iiiolecl11ai-. 

ARN. Ácido ribonucleico, polinucleótido en el que ~I ~úcar es una ribosa y a demás su base 

nitrogenada es sustituida por uracilo en lugar de timina. 

Bootstrapping. Método estadístico basado en repeticiones azarosas de muestras que 

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

parámetro del cual los límites de confianza pueden ser calculados. 
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Bromuro dé ctidio. ·Colorante que se adhiere a la doble cadena· de ADN. El ADN teflido con 

el EtBr florece bajo la luz UV. 

Clon. Población de células idénticas y frecuentemente contienen moléculas de ADN 

recombinante. 

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

dominante sobre el otro. 

Dlmcro. Especie molecular formada por la unión de dos moléculas iguales. 

Distancia genética. Es la medida de divergencia evolucionaría de diferentes poblaciones de 

una especie, es indicada por el número de substituciones alélicas que han ocurrido por locus en 

dos poblaciones. 

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

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

campo eléctrico. 

Endonuclcasa. Enzima que hidroliza enlaces fosfodiéster internos en un polinucleótido. 

Eucariontc. Célula u organismo que contiene núcleo y se reproduce por melosls. La división 

celular es por mitosis y las enzimas oxldativas se empacan en la mitocondrla. 
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Exonucle11s11. Enzima que hidroliza enlaces fosfodiéster términales (en los extremos 3 'o S')de 

un polinucleótido. 

Flanquear. Colocar en ambos extremos del ADN. 

Gen. Una secuencia de nucfeótidos a los que se les pueda asignar una función especifica. 

Gen clonado. Aquel gen que ha sido insertado en un vector de clonación para ser propagado 

en un organismo hospedero. 

Heterocromático. Regiones cromosómicas 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 lentamente. 

Loci. Plural de la palabra locus. 

Locus. Lugar en un mapa genético en el que reside una mutación o un gen particular. 

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

electroforesis, el tamaño de otras muestras. 

M11rcador 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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Nuclcasns. Enzimas capaces de romper los enlaces fosfodiester de los ácidos nucleicos ADN 

óARN. 

Oligonucclótidos. Secuencias de nucleótidos cortas. 

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

ADN o ARN de doble cadena. 

Plásmido. Elemento genético (molécula de ADN circular y de doble cadena) situado dentro 

de una célula. huésped ·(bacteria), que se replica inmediatamente de los cromosomas del 

huésped y se utiliza comúnmente en clonación. 

Polimcrasa. Enzima que reúne en una unidad mayor o polímero, un número de subunidades 

similares o idénticas. 

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

proporción de loci génicos polimórficos en una población. 

Polipirimidinas. Referente a la retención de bases pirimidicas en la cadena de ADN. 

Polipurinas. Referente a la retención de bases puricas en la cadena de ADN. 

Proteasas exógenas y endógenas. Enzimas capaces de romper los enlaces peptfdicos de un 

pollmero de proteína en los extremos o Internamente a la molécula. 

1'fUS CON 
FALLA LE ORiGEN 
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Repetidos invertidos; ·. Dos· secuencias idénticas de nucleótidos repetidas en orientación 

opuesta dentro de una mo.Iécula de ADN, cualquiera de los dos adyacente a otro o con alguna 

distancia que los separe. 

Recesivo. Alelo oculto. en el fenotipo de un heterocigoto por un alelo dominante, 

frecuentemente a causa de inactividad o ausencia del producto del alelo recesivo. 

Tándem. Repeticiones directas en el codón del ADN, adyacentes una de otra. 
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9. APÉNDICE 

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

Tris HCI 200 mM pH 8.5 

NaCl250mM 

EDTA25mM 

sos 0.5% 

Aforar a 100 mi y esterilizar. 

3.152 g. 

1.461 g. 

0.9305 g. 

0.500g 

9.2. Buffer de extracción del protocolo de Doy le y Doyle. 

Tris-HCl 0.5 M = pH 8.0 20 mi 

CTAB 3 % (p/v) 3.0 g. 

NaCI 1.4 M 8.183 g 

EDTA 20 mM 0.745 g 

2 mercaptoetanol 0.1 % (v/v) 0.100 g 

Aforar a 100 mi y esterilizar. 
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9.3. Buffer de corrida del protocolo de Vandcmark y col. 

• Tris HCI = pH 8.0 100 mM 

• NaCI 150mM 

• EDTA5mM 

Aforar 100 mi y esterilizar, 

9.4. Buffer de corrida 6X. 

• Azul de bromofenol 0.25 % 

• Xileno - cianol 0.25 % 

• Glicerol en agua 30 % 

Aforar a 100 mi. 

Guardar a 4 ºC 

1.576 g. 

0.8766 g. 

0.1861 g. 

0.25ml 

0.25ml 

30.0ml 
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9.5 Buffer TBE SX • 

• Tris - base _I M 

• Ácido bórico 0.05 M 

• EDTA 0.05 M pH 8.0 

Aforar a 1000 mi y esterilizar. 

9.6. Buffer T 10 E1 pH = 8.0. 

• Tris CI 10 mM (p H 8.0) 

• EDTA (pH 8.0) 1 mM 

Aforar a 100 mi y esterilizar. 

54.0 g 

27.5 g 

20.0ml 

0.1576 g. 

0.0372 g. 

9.7. Abreviaturas de las instituciones que estudian a P. tru11catus. 

Deutsche Gesellschaft filr Technische Zusammenarbeit (OTZ) 

Natural Resources lnstltute (NRI) 

Intemational Instltute ofTropical Agrlculture (IITA) 
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Food a~d Agricultu;e()~gani'Zatio~o/the i.rniÍ~d Nátións (FAO) 

Escuela de ".'grkultura J>amuneri~ana (EA_P) 

. ·"··. ·. . ; .. « ~·.· .··:.:·. ·:/;Cº .·. ·: > : .. 
Centro de Investigaciones y .Estudios Avanzados (CINVESTAV) 

Universidad Nacional Autónoma.de Mé~ico (UNAM) 
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