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No olvidar joven guerrero:

Alguien dijo sin prisa
que los hombres no lloran
yo no se quien lo dijo
pero quiero advertir,
gite el que siente en su pecho
que las penas afloran
tiene todo el derecho

de llorar y sufrir

El que calla su llanto
callara su alegria,
come simétrico de apuesto
de reir es llorar, como el sol
y la luna es la noche y el dia,
cuando mas has sufrido mads

Aprendes a amar.

Si contara los golpes
gue me}rz dado la vida
y las puertas que nunca
me quisieron abrir,
seria enorme la suma
de la inmensa medida
de castigos y enganos

que aprendi a resistir.

Cada no que escuchaba
se crecio en mi memoria
y jamas el orgulio me a'efjo/
claudicar, si al final del
camino encontré la victoria,
se lo debo a una cosa

la palabra ( “intentar”)
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Resumen.
En el presente estudio analizamos la caracterizacion genética de colonias

de P. xylostella resistentes a diversos formulados de Bt por medio del marcador
genético EaaMcta-04.70 en el periodo 2002 - 2005. |

Una herramienta indispensable para este proyecto es el empleo del
bioensayo, importante para determinar la dosis letal media (LCso) de las colonias
seleccionadas y conocer con exactitud la cuantia de insecticida a emplear, en
caso de contingencia para una posterior merma de poblaciones. Los valores de
LCso obtenidos de las 3 poblaciones de P. xylostella (Tabla VIII) demuestran
susceptibilidad al formulado comercial Xentari ™ y las sobrevivientes, fueron
sometidas a tratamiento bajo presion selectiva (Tabla IX) mediante el uso del
mismo formulado, demostrando un incremento significativo en el valor de la LCs,
disminuyendo la susceptibilidad (aumento en la resistencia) de la poblacién norte

hasta llegar a una concentracion de 200 X. (Bujanos et al., 2000)

Los resultados de la extraccion a partir del DNA de P. xylostella, T. ni y S.
exigua, nos muestran, que en presencia de RNasa se obtenia un DNA mas integro
y puro, eliminando asi el RNA (Waldschmith et al., 1997).

Después de comprobar la presencia del DNA, se prosiguié a buscar el
marcador de resistencia EaaMcta-4.70 por medio de la PCR. (_I-_I_t-_:a_glgel et al., 1999)
Los resultados de las larvas de P. xylostella sensible, S. exigua y T. ni, no

presentaron el fragmento esperado de 320 pb a diferencia de P. xylostella
resistente. ldentificado el marcador de resistencia, se analizé el DNA de larvas
obtenidas bajo presion selectiva, obteniendo la banda de 320 pb en estas. Este
resultado fue consistente en otra repeticién, de igual forma obtuvimos una. larva
resistente que no presento/el marcador.

Una vez comprobada la presencia del marcador genético por medio de la
PCR, se escogi6é una alicuota de DNA de P. xylostella obtenida bajo presion
selectiva procediendo a clonarlo en el vector TOPO TA pCR4. Obtenidas las
clonas transformadas, se procedié a extraer DNA plasmidico, para posteriormente
realizar la comprobacion del fragmento de 320 pb mediante la técnica de 1a PCR y

ensayos de restriccion con la enzima EcoRl.



Confirmada la presencia del fragmento se procedid a extraer DNA
plasmidico de colonias transformadas, para secuenciarlo en el Centro de
Biotecnologia Gendomica del Instituto Politécnico Nacional. La secuencia obtenida
fue analizada y comparada con la base de datos existente (Gl: 5596527) por
medio de los programas computacionales DNASTAR ver 4.05, BLAST (NCBI),
Clustal X 1.04. Los resultados de la secuenciacion obtenida de 330 pb se comparo/
con la reportada por Heckel y Cols de 320 pb. Después procedimos a comparar
ambas secuencias para obtener una mejor diferenciacion, encontrando homologia
de 94 % con la secuencia reportada. Ademas analizamos y comparamos los sitios
de restriccidn de las secuencias encontrando homologia en 32 sitios de
restriccion, 12 nuevos no presentes en la reportada y 10 sitios carecientes que en
la reportada estan presentes. (Heckel et al., 1999)

Por otra parte tratamos de encontrar nuevos marcadores genéticos en P.
xylosteﬁ?ﬁ‘@ignte la amplificacidn aleatoria de DNA (RAPD) (Williams et al,
1990), por medio de los iniciadores OPA. Presentando resultados negativos en

[
esta busqueda, debido a la presencia de bandeo comun en larvas susceptibles y

resistentes.

vi



1.0 Introduccion

El fendbmeno de resistencia a los insecticidas quimicos y biolégicos reviste
una gran importancia para el control de plagas de interés agricola y salud
publica. Los insectos han desarrollado resistencia contra los principales grupos
de insecticidas quimicos, (fosforados, carbamatos y clorinados) estimandose
que mas de 500 especies de insectos son resistentes a algun tipo de insecticida
quimico y al parecer, ésta continuara incrementandose (Georgiou y Lagunes,
1991; Gould ef al.,, 1992). Una de las alternativas para el adecuado control de
insectos plaga, es el uso de bioinsecticidas, especialmente Bacillus thuringiensis
(Bt). El éxito de esta bacteria se debe a la accidn insecticida del cristal
parasporal, el cual esta formado por una o varias proteinas llamadas dela-
endotoxina (Cry). Estas proteinas son toxicas a diferentes 6rdenes de insectos
principalmente: lepidépteros, dipteros, coledpteros (Aronson et al, 1986)
ademas de ciertos nematodos y protozoarios (Feitelson et al., 1992; Schnepf et
al., 1998). El modo de accion de las toxinas de Bt en el intestino medio del
insecto incluye los siguientes pasos: a) Solubilizacidén alcalina del cristal; b)
Procesamiento proteolitico de la protoxina para generar el fragmento toxico; ¢)
Unién de la toxina a receptores de membrana celular y d) Formacion del poro en
la membrana celular (Schnepf ef al., 1998). La aplicacién de productos a base
de Bt se incrementd de manera importante entre los anos de 1970 y 1990 debido
a su seguridad ambiental y alta especificidad y mas recientemente, con la
introduccion de plantas transgénicas con los genes c¢rylAb, 1Ac y 9C,
principalmente algoddn y maiz (Tabashnik et al., 2()00).

La aparicién y evolucion de la resistencia a Bt, reviste uno de los eventos
mas importantes en el campo del control bioldgico, ya sea por el uso de los
compuestos tradicionales (Xentari ®, Dipel ®, Javelin ®) o plantas transgénicas
(Heckel et al, 1999). La resistencia a Bt ha sido demostrada en diversos
insectos a nivel de laboratorio como Plodia interpunctella (Oppert et al, 1997),
Heliothis virescens (Gould et al., 1992), Trichoplusia ni (Estrada et al,, 1994) y
solamente Plutella xylostella (palomilla dorso de diamante) ha desarrollado

resistencia en campo (Ballester ef al,, 1999; Heckel et al., 1999; Tang et al.,



1996). La aparicion de resistencia en P. xylostella se demostré en campos

agricolas donde se han aplicado productos a base de Bi, especialmente Dipel =

y Javelin ®

por mas de 20 aiios. En Estados Unidos (Hawaii, Pensilvania y
Florida), Filipinas, Malasia y Japon (Ferre, 2000). A la fecha, solo existe un
mecanismo bien documentado sobre la resistencia de P. xylosteilla. El analisis
integral de resistencia en las colonias de Hawaii, Pensilvania y Filipinas,
demostré lo siguiente: en colonias susceptibles existen dos sitios de union para
Cry1Aa, uno de los cuales es compartido con Cry1Ab, Cry1Ac y Cry1F; vy en
colonias resistentes a Bt se alterd la union de Cry1Ab, Cry1Ac y Cry1F al sitio
comun. Sin embargo, esta alteracidén no fue la misma para las tres colonias. En
la colonia de Filipinas, la alteracién redujo la union solamente para Cry1Ab sin
afectar la unién del resto. Mientras que en Hawaii y Pensiivania si fueron
afectadas. Estos resultados sugieren la presencia de otros mecanismos
asociados a la resistencia y no solo a la reduccién en la afinidad por el receptor.
(Ballester et al., 1999, Ferré ef al., 1991).

Se han descrito marcadores genéticos como el EaaMcta-04.70 que
flanquean secuencias de DNA presentes solo en colonias resistentes (Heckel et
al., 1999), dichos marcadores pueden ser de gran utilidad en el rastreo e
identificacion de nuevas cepas de insectos resistentes a los formulados
existentes de Bt.

En el presente trabajo se buscara el marcador genético en colonias de P.

xylostelia obtenidas en laboratorio y campo.
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2.0 Hipétesis y objetivos.

2.1 Hipotesis.
El marcador genético EaaMcta-04.70 podria estar asociado a la

resistencia de P. xylostella a diversos formulados de B. thuringiensis.

2.2 Objetivo general.
Caracterizar genéticamente cepas de P. xylostella resistentes a diversos
formulados de B. thuringiensis por medio del marcador genético EaaMcta-04.70.

2.2.1 Objetivos particulares.

1. ldentificar las especies de insectos resistentes a formulados de B.
thuringiensis por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).

2. Clonar el fragmento obtenido en el vector TOPO TA.

3. Determinar la secuencia nucleotidica.

4, Caracterizar las cepas de P. xylostella resistentes por medio de

polimorfismos aleatorios de fragmentos amplificados (RAPD).



3.0 Antecedentes.

3.1 Generalidades.

La clase de los insectos es el grupo taxonémico mas numeroso del Reino
Animal y uno de los mas diversificados, dentro de este grupo se encuentra una
fraccion senalada como vectores y plagas; dafinos de alguna manera, a los
intereses del hombre. Por esto se ha buscado mermar sus poblaciones,
aplicando diversas técnicas como insecticidas quimicos, bicldgicos o induciendo
la invasion de depredadores naturales. De los medios anteriores, los insecticidas
han sido los mas utilizados, no obstante algunos formulados quimicos han
fracasado por su persistencia, aparicion de resistencia, residualidad, toxicidad
inespecifica 0o bioacumulaciéon, entre otros; por lo anterior el uso de controles
biolbégicos para mitigar poblaciones de insectos dafinos ha cobrado una
importancia y un interés mundial. Bajo la sombra de lo antepuesto, Bt es una
alternativa para el control de insectos fitéfagos y vectores, ya que su espectro de
toxicidad no afecta a insectos benéficos, plantas u otros seres no dafinos;
siendo inocuo al ser humane (Estrada y Ferré, 1994), aunando a esto su alta
eficacia y especificidad (Bulla et al., 1985).

Bt es una bacteria situada dentro de los bacilos Gram positivos
formadores de endosporas, cuya principal caracteristica es que durante la
esporulacion se encuentran uno o mas cuerpos cristalinos de naturaleza proteica
adyacentes a la espora. Cada inclusion cristalina esta constituida por proteinas
de una o varias clases, también conocidas como &-endctoxinas (Lecadet y
Lereclus, 1984; Schnepf et al., 1998). Estas endotoxinas son las que presentan
la actividad insecticida. '

La actividad toxica letal de Bt ha sido comprobada en lepidopteros (Krieg
y Langenbruch, 1981; Navon, 1993), dipteros (Gingrich, 1987, Goldber y
Margalit, 1977; Hodgman et al., 1993; Krieg y Langenbruch, 1981; Waalwijk et
al., 1992), coleopteros (Séller y Langenbruch, 1993; Suzuki ot al., 1992),
himendépteros (Payne et al., 1993), hemipteros (Walters y English, 199%) vy
neurdpteros (Hillbeck et al., 1998) de la clase Insecta, pero también presentan
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actividad contra ngmatodos, protozoos, trematodos y acaros (Feitelson ef al.,

1992; Addison, 199

La accion toxica de las 8-endotoxinas se desencadena en el mesenterdon
de los insectos susceptibles donde primero, por disolucion, se desprenden
péptidos atoxicos, protoxinas, que por accién proteolitica de enzimas se
degradan a toxinas, las cuales, unidas a receptores de membrana especificos,
inducen la formacion de poros, por los cuales penetran cationes seguidos de
agua. El exceso de agua en el citoplasma de las células epiteliales provoca una
distensién excesiva, hasta que estas estallan (Matharan et al., 1989; Bauer y
Pankratz, 1992; Forcada et al.,, 1999; Martinez-Ramirez et al, 1999), esto
origina la lisis de las células columnares que tapizan la superficie intestinal, por
estas rupturas pasa el contenido altamente alcalino del mesenteréon hacia la
hemolinfa causando desarreglos bioquimicos y fisioldgicos, con resultado final

de la muerte larvaria (Pietrantonio ef al., 1993).

e . ~ Union de ia
TOERFEERIEESTEE  neotaling activa
l'ngesfbﬂ hAstnsiower al receptor

l :

Fomacion de poros en ias

celulas l

Solubilizacion en el r v (Paso reversible)

union de la
proteina
(paso imeversible)

Infroduccion de

e MUERTE DEL
v INSECTO

AT AR I T B
I | |

Figura 1. Diagrama general del modo de accién de las toxinas de B. thuringiensis. Panel A: Eventos de
procesamiento de los cristales de B. thuringiensis. Panel B: Mecanismo de unién al receptor en el intestino

medio de la larva susceptible. Panel C: Integracion a la membrana y formacién de poro.



3.2 Resistencia.

La resistencia es definida como un cambio genético, en una poblacion de

una especie, en respuesta a la seleccidn con toxicos, que disminuyen el control

en campo (Sawicki, 1987) a dosis recomendadas. (Moberg, 1990)

3.2.1 Resistencia a Bt.

Los productos comerciales basados en Bt han sido aplicados en los
cultivos desde su aparicion en 1957, especialmente en las zonas donde se
habian detectado casos de resistencia a los insecticidas quimicos. Sin embargo
hasta 1985 no se describieron casos de resistencia a productos basados en Bt.
El primer caso descrito fue una poblacidn de Plodia interpuncteffa en los Estados
Unidos, plaga de almacenes de grano, luego de haberla sometido a una
seleccién en el laboratorio (McGaughey, 1985).

El descubrimiento de que un insecto podia desarrollar resistencia frente a
un patégeno natural con un modo de accion complejo, dio pie a que numerosos
cientificos emprendieran estudios con el fin de determinar los mecanismos y las
bases genéticas de |a resistencia en esta bacteria y a sus toxinas (Stone et al.,
1989; Gould ef al., 1992; Estrada y Ferré, 1994; Tabashnik, 1984; Ferré et al.,
1995; Ferre y Van Rie, 2002).

Como se ha mencionado, los formulados de Bt actdan bloqueando o
impidiendo un proceso fisiologico indispensable para la vida del insecto (cesa de
alimentarse). De esta forma, la resistencia podria aparecer si el insecto
desarrollara un mecanismo que impida que un agente tc’)xicd altere la funcién
vital para el cual ha sido disefiado. Los mecanismos basicos de adquisicion de
resistencia son: 1) evitando el contacto con el agente toxico (se encuentra poco
estudiado y presupone que debe ocurrir un cambio en el comportamiento del
insecto); 2) disminuyendo la penetraciéon del agente toxico, ya sea impidiendo su
ingestién o disminuyendo la permeabilidad a dicho agente; 3) aumentando la
vaelocidad de degradacion del agente toxico; 4) modificando la diana fisiologica
sobre la que actua el agente toxico, de forma que no sea reconocido por este y

la modificacidn no altere su funcién biolégica normal; y 5) el efecto toxico



originado por el agente puede neutralizarse mediante un cambio metabaolico que

lo contrarreste.

3.2141 Casoé de resistencia de P. xylostella.

Numerosos estudios se han desarrollado para encontrar cual de los
anteriores mecanismos es el que utiliza P. xylostella. en una cepa de FP.
xylostella procedente de Filipinas (cepa BL) la cual presenta resistencia a la
toxina Cry1Ab, se encontré una nula o escasa union de dicha proteina a
preparaciones de vesiculas intestinales (Ferré et al., 1891). En ofras poblaciones
naturales de P. xylosiella, procedentes de Hawaii y Florida, se demostrd que la
union de la toxina Cry1Ac y Cry1Ab, respectivamente, se hallaba fuertemente
disminuida (Tabashnik et al, 1994; Tang et al, 1996). A su vez, no se
encontraron alteraciones significativas en el proceso de protedlisis de las 8-
endotoxinas entre una cepa resistente y una susceptible (Tabashnik et al.,
1992). Se ha observado en cuatro poblaciones naturales resistentes de FP.
xylostella, procedentes de Malasia (cepa SERD3), Filipinas (cepa PHI), Estados
Unidos: Hawaii (cepa NO-QA) y Pensilvania (cepa PEN), el sitio de unioén de la
toxina Cry1Ab se encuentra alterado; la unién de Cry1Ac solamente se
encuentra alterada en las poblaciones de Hawaii y Pensilvania, por otro lado
dicha alteracién no se encontré en las mencionadas cepas procedentes de
Malasia y Filipinas (Tabashnik et al., 1997; Wright et al., 1897; Ballester et al.,
1999). Un gen autosémico recesivo confiere resistencia al menos cuatro toxinas
de Bt permitiendo la supervivencia sin efectos adversos en P. xylostella en
plantas transgénicas. Las variaciones alélicas de este gen le confieren
resistencia a las colonias antes mencionadas. (Heckel et al., 71999).

En el afio 2004 se encontrd que el procesamiento proteolitico de |a toxina
es un mecanismo implicado en la resistencia de P. xylostella. (Pereyra, 2005)

3.2.2 Mecanismos de resistencia.
Muchos de los mecanismos de resistencia a Bt pueden ser especificos de
cada especie, sin embargo un patrén general sugiere un mecanismo comun para



varias especies que estan comenzando a aparecer (Heckel et al., 1999). Muchas

poblaciones de P. xylostella, algunas de H. virescens, y otra mas, mostraron una
resistencia por lo mencs a una proteina Cry1A. Si los desarrollos genéticos
revelan que este modo de accion tiene una misma base genetica en diferentes
insectos, se podrian fortalecer los programas de monitorec y manejo de muchas
plagas que afectan los campos de cultivo (Heckel ef al., 1999).

3.2.3 Marcadores genéticos.

Se conoce que un gen autosomico recesivo (BIR-1) confiere resistencia
al menos 4 toxinas de Bt (Tabashnik et al. 1997) y que variantes alelicas de este
gen confiere resistencia a colonias de Hawaii, Florida, Pensilvania y Filipinas. El
monitoreo de la resistencia conferida por este gen puede entonces ser llevada a
cabo por marcadores genéticos que flanquean este gen. Uno de estos
marcadores es el EaaMcta-4.70, localizado aproximadamente a 2000 pb (Fig.2)
arriba del gen BtR-1, dicho marcador fue descrito en 1999 (Heckel et al.) en
larvas de P. xylosfella a las cuales les fue inducida experimentaimente la

resistencia y hasta el presente trabajo, no habia sido descrito en larvas de

campo.
cM Locus
EaaMcta-04.70
10.1
8.4 EaaMetc-23.5 Figura 2. Localizacion del marcador
BtR-1 _ genético EaaMcta-4.70 con respecto al gen
124 EaaMctc-13.4 ‘ BiR-1.
EaaMcac-18.5
166
EaaMctc-12.5

Fundados en lo expuesto anteriormente, este trabajo se centra en la
busqueda, por medio de marcador genético EaaMcta-4.70, en larvas de P.

xylostella resistentes ante las 6-endctoxinas de Bt.



4.0 Materiales.

4.1 Material biolégico:

4.1.1 Insectos. Las larvas de P. xyiostella utilizadas en este trabajo fueron
obtenidas de tres fuentes distintas:
. Susceptible]fue proporcionada por el Dr. Rafael Bujanos M (CINVESTAV-
Celaya).
+ Resistente laboratorio, fue obtenida por medio de presidon selectiva.
e Campo, estas larvas fueron colectadas en el verano de 2005 en campos
cultivados con brocoli en dos puntos: Celaya y San Francisco del Rincén.
« Las larvas de Trichoplusia niy Spodoptera exiqua fueron proporcionadas
por el laberatorio de cria de insectos del Instituto de Biotecnologia de la
U. A N. L
4.1.2 Cepas bacterianas. Las muestras bioldgicas de Bt utilizadas en este
trabajo fueron proporcionadas por la coleccion de cepas del Laboratorio de
Microbiologia Industrial y de Suelo, de la Facultad de Ciencias Biolégicas, U. A.
N. L. ubicada en San Nicolas de los Garza N. L. y del Laboratorio del Dr. Juan
Ferré (Universidad de Valencia. Valencia, Espana); las toxinas fueron purificadas
y enviadas a partir de cepas silvestres y recombinantes que expresan un solo
tipo de toxina. (Tabla I)
Tabla 1. Cepas de Bt.

CrylAb  EG 7077  Tetraciclina, 10 pg/ ml Dr. Juan Ferré
CrylAc HD-73 Ninguno FCB/UANL
E. coli.

e Top10. {TOPO TA. Cloning System Version pCR4.0.})
4.1.3 Formulado a base de Bt.

o Xentari ™.



5.0 Métodos.

5.1 Bioensayos.

La primera etapa de los bioensayos fue realizada por la alumna Artemisa
Perea en las instalaciones del INIFAP Celaya. Los bioensayos fueron realizados
esencialmente de acuerdo a lo reportado por Bujanos y col (2000), y fueron

utilizados, ademas del producto comercial (Xentari ™), las toxinas puras y

activadas. Tanto el producto comercial como de las toxinas puras fueron
preparadas para tener una concentracion final de 100, 30, 10, 1 y 0.3 pg / ml.
Estas fueron preparadas en buffer de PBS + triton X - 100 al 0.2 %. En esta
suspension se depositaron hojas de brocoli, en forma de circulos de 6.2 cm de
diametro (30 cm?), posteriormente se dejaron secar a temperatura ambiente y
sobre éstas se depositaron 12 larvas del tercer instar de P. xylostelfa. El
porcentaje de mortalidad fue registrade después de 72 hr. Con estos datos
seleccionamos 9 concentraciones, incluyendo las correspondientes al 100 y 0 %
de mortalidad. La LCsp fue determinada mediante el analisis probit usando el
programa Polo - PC. Para cada dilucion se realizaron tres repeticiones con 12
larvas e igual numero de experimentos se llevaron a cabo usando PBS - BSA
0.1 % como control negativo. Los bioensayos fueron realizados en una camara
a 25° C y 80 % de humedad relativa, con un fotoperiodo de 16 hrluz / 8 hr
oscuridad, en estas condiciones las colonias de insectos podrian cumplir ciclos
completos (huevecillo - adulto) cada 25 - 27 dias. Una vez conocidas las LCsp ¥
seleccionadas las colonias resistentes y la colonia susceptible fueron
transportadas a la Facultad de Biologia de la U. A. N. L donde se siguié con la

seleccion a dosis subletales hasta llegar a una concentracién de 200 X,

5.2 Extraccion de DNA.

A partir de un total de 18 larvas del tercer instar de P. xylosfella, 1 de T.
ni y 2 de S. exigua fueron molidas individualmente en tubos de 2 ml mediante
un palillo de madera y homogenizadas con 1.5 ml de buffer de extraccion (Tris -
HCI 50 mM, pH 8.0, SDS 2 %, NaCl 0.75 M, EDTA 10 mM, proteinasa K 100 ng/

ml), seguida por una incubacion a 65° C por 30 min. Transcurrida la incubacion
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el sobrenadante de cada alicuota fue recuperado y transferido a tubos de 1.5 mi,

adicionando un volumen igual de cloroformo seguida de una centrifugacion a
14,000 rpm por 2 min. Se recuperd la fase acuosa y se agrego un volumen igual
de una solucién de fenol - cloroformo (1:2). La fase acuosa fue transferida a
tubos de 1.5 ml donde el DNA fue precipitado con aproximadamente un 60 % del
volumen total de isopropanol a -20° C por 12 hr. Transcurrido el tiempo de
precipitacion el DNA fue lavado en etanol al 70 % y finalmente fue secado y
resuspendido con 100 pl de agua mili Q. E! DNA extraido posteriormente fue
tratado con 2.5 U/ ml de RNasa.

La integridad del DNA fue verificada en geles de agarosa al 1.5 %,
tefidos con bromuro de etidio y la concentracidn fue detemminada en el
espectrofotdmetro a una absorbancia de 260 nm. (Waldschmith ef al., 1987)

5.3 Reaccidon en cadena de la polimerasa. (PCR)

Se aplicaron los iniciadores especificos ¢39-451p1 y ¢39-451p2 (Tabla 1)
que amplifican la secuencia del marcador EaaMcta-04.70 (320 pb) (Heckel et
al, 1999) vy se efec@':fy siguiente, a partir de 10 ng de DNA gendmico, con una

ab

mezcla de reaccion ( la III) que incluye Tris - HC| 10 mM, pH 8.5, KCI 50 mM,

MgClz 1.5 mM, 200 uM de cada dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 100 nM de

cada iniciador y 0.5 U de Tag DNA polimerasa (Promega) por reaccion.

451 - 474 AF149306

9-«4-5‘192 ttaactatat ttgtttgacg ataaggtg | 747 - 776
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Tabla III. Mezcla de reaccién. (PCR)

| Agua MQ- Cbp 33.5 pl
| Buffer { MgCly 10 X 1X 5 ul
gNTPs ..o 4 10mM | 200 uM 1 ul
EE‘A?@&Q&E‘;{ s 200 M 100y 25ulc/p: Syl
L DNA . & 10 ng 5 pl
Tag e - 4 5U/ml g5V Q.5 ul
olabeeciae 50 i |

La mezcla de reaccion fue amplificada en el termociclador, Perkin -
Elmer Geneamp 2400, de la siguiente manera: 5 min de desnaturalizacion inicial
a 94° C seguida de 30 ciclos de 1 min de desnaturalizacién a 94° C, 1 min de
alineacion a 55° C y 2 min de extension a 72° C, finalmente 5 min de extension
final a 72° C. (Fig. 3). Los productos se visualizaron en electroforesis en gel de

agarosa al 1.5 %, tefido con bromuro de etidio. (Heckel et al., 1999)

Tiempo (min)

Figura 3. Programa de amplificacién (PCR)

5.4 Amplificacién aleatoria de DNA. (RAPD’s)
Para buscar y encontrar un nuevo marcador genético de resistencia en
P. xylostella, se utilizaron los iniciadores de la serie OPA (Tabla IV) y una

mezcla de reaccidn consistente en lo descrito en la tabla V.
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Tabla 1V. Iniciadores de la serie OPA.

copiGo] “SECUENCIA | G+C %)

{ CAGGCCCTTC
4 AGGGGTCTTG
5 { GGTCCCTGAC | 70
> | GAAACGGGTG| 60
9 GGGTAACGCC| 70

] GTGATCGCAG | 60

Tabla V. Mezcla de reaccion. (OPA)

SR Seaek. o b I1Fimal 1. Vol -

_@,ﬁu& MQ;‘ S Cbp.

Buffez" i B % Tris-HCI 100 mM | Tris-HCI 10 mM 5l
et gt L KCI 500 mM KCi 50 mM

MgCls ws-xgw» e 30 mM 1 mM 4l

dNTP's. - oo 2.5 mM 0.2 mM 2 ul

inzeiadqr C}?’A 20 M 200 nM 2.5 ul

: 500 ng -

50 / mi 05U 05ul

50 pul

Las reacciones fueron amplificadas en el termociclador Perkin - Elmer
Geneamp 2400, de la siguiente manera: 3 min de desnaturalizacion inicial a 94°
C seguido de 10 ciclos de baja astringencia de 1 min a 94° C, 2 min a 35° C, 1
min a 72° C, y 30 ciclos de alta astringencia de 1 min a 94° C, 2 min a 50° C, 1
min a 72° C y un tiempo de extension final de 2 min a 72° C. (Fig. 4). Los
productos se visualizaron en una electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %,
tefiido con bromuro de etidio.

Temp (,C)

Tiempo (min)
Figura 4. Programa de amplificacion. (RAPDs)
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Los resultados fueron analizados con el pagquete de analisis de imagen

del Quantity one de Biorad.

5.5 Electroforesis.

Los geles de agarosa se prepararon a una concentracion de 1.5 %. Con
un espesor de 5 mm aproximadamente, utilizando como buffer de corrimiento
tris-borato-EDTA o TBE al 1 X, el volumen de reaccion por carril es de 10 ul de
muestra y 3 ul del colorante Azul — Naranja, como indicador. Las electroforesis
se efectuaron a un voltaje de 100 volts por aproximadamente 2 horas,{_ tenidos

con bromuro de etidio durante 5 minutos.

Los geles de poliacrilamida se prepararon a una concentracion de 5 %,
como s& muestra en la tabla VI a un espesor de 1.5 mm. Aplicando como buffer
de corrimiento TBE al 1 X, el volumen de reaccidn por carril es de 10 pl de
muestra y 3 ul del colorante Azul — Naranja, como indicador. Las electroforesis.
se llevaron a acabo en la camara: SE 600. Ruby. Estandar vertical
electrophoresis unit de Amersham Bioscience a un voltaje constante de 100 volts
por 6 horas‘._‘f tenidos con bromuro de etidio por 5 minutos para la interpretacién
de resultados. Los vidrios fueron tratados con BindSilane y Sigmacote para
adherir y evitar la adherencia del gel.

Tabla VI. Gel de poliacrilamida 5%

6.64 ml
25 ml
8 ml
0.280 ml
0.014 ml
40 mi
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5.6 Clonacion. /:

En la clonacidon del fragmento se uti|i20/2na mezcla de reaccion
consistente en lo descrito en la tabla VII que pertenece al protocolo de
Invitrogen Instruments Manual. (TOPO TA. Cloning System Version pCR4.0.)

Tabla VII. Mezcla de clonacion.
Mezcla de’ eacfi’va&ﬂ /ol
reﬂi&ato PCRTresca] 0.5 4 pi
Sokmlé%n w&mm@g@ THl
Completar a vol. final

1 ul
6 ul

5.6.1 Transformacion.

Se agregaron 2 ul de mezcla de reaccion de clonacion a células
quimiocompetentes de E.coli cepa top 10 (Promega), seguido por una
incubacion en hielo por 30 min. Posteriormente se efectué un shock térmico a
42° C en baio metabdlico y nuevamente se pasé a hielo para agregar 250 ul de
medio S. O. C. para la reactivacién celular. Después de la incubacién a 37° C
por 1 hr a 300 rpm se inoculo en cajas con medio LB en presencia de ampicilina
(100 pg / ml), incubando a 37° C toda la noche y al dia siguiente se observo el
crecimiento colonial de E.coli transformada.

5.7 Seleccion de colonias transformadas.

A partir de 4 cajas de colonias transformadas (A, B, C, D) se escogieron,
individualizaron y duplicaron colonias por medio de "puncién en cajas
(cuadriculadas) en medio LB en presencia de ampicilina (100 pg / ml), y se
incubaron a 37° C para realizar la purificacion de DNA por medio de lisis alcalina.

135.



5.8 Método de lisis alcalina.

Individualizadas las colonias transformadas (E.coli), s@on en 3 ml

de caldo LB en presencia de ampicilina (100 ug / mi) y se-in bc’:/p 12 hr a 37°
C. Transcurrido el tiempo de i acion se conc paquete celula por
centrifugacion y se le adici@ ml de la solucion 1 fria. El paquete fue

resuspendido por vortex y centrifugado a 10,000 rpm- durante 1 min. |
Posteriormente se adicionaron 200 pl de solucién 2 y se incubo durante 5 min a

tempera ambiente, seguido de esio se adicionaron 200 pl de la solucion 3,
se incubo ep/hielo por 20 min y se centrif @- min a 12,000 rpm y se transfirid

dante a un tubo limpio.
El DNA fue precipitado con 0.6 volimenes de isopropanol a partir del
sobrenadante, lavado con stanol al 70 % y tratado con 2.5 U de RNAsa.

cdbo

A el Centro de Biotecnologia Gendmica
cando 8 muestras (A5, A6, A11, B3, B4,
C2, C3, C14) de DNA plasmidico por separado, uno de cada ddNTP, utilizando
iniciadores marcados M13F*"® y My3R*5% con una excitacion de luz infrarroja de
700 y 800 nm y posteriormente realizar un gel de poliacrilamida al 5 % (20 X 45)

para introducirlo y correrlo en el secuenciador Li-cor IR2 en un tiempo de 9 hr
{Protocolo Li-cor IR2)

5.9 Secuenciacion.

La secuenciacion se |le

del IPN, Reynosa, Tamaulipas. A

5.10 Comparacion de secuencias. '

La secuencia obtenida de la secuenciacién (330 pb) se comp
secuencia reportada de 320 pb (Gl: 5596527) por Heckel y cols (1999) mediante
los programas computacionales DNASTAR ver 4.05, BLAST (NCBI. 2005) y |
Clustal X 1.04 para observar las diferencias entre las secuencias. '
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6.0 Resultados.

6.1 Insectos

La F1 de P. xylosteila (tercer estadio) de las tres poblaciones fueron
sometidas a bioensayos con el formulado comercial Xentari ™ hasta que se
obtuvieron las LCsy Los valores obtenidos de la LCsy de las poblaciones
demostraron susceptibilidad al formulado comercial como se muestra en la
tabla VIII y las sobrevivientes fueron sometidas bajo presidén selectiva con el
mismo formulado hasta obtener una concentracion de 200 X. Los valores
obtenidos de LGCsp de la tabla IX muestran un incremento significativo en la
colonia de la zona Norte haciéndose menos susceptible al formulado comercial.

Tabla VIII. Concentracion letal media en colonias de P. xylostella.

o - LCso R E N
- {1 Producto " | - “ Pendiente { = Limites =
’ ’ : (mg/L) T e TR
Susceptible Xentari 0.184 1.893 0.138 - 0.237
Xentari 0.294 1.530 0.216 - 0.406
Zona Norte
0.196 1.500 0.124 - 0.286
Zona Este Xentari 0.235 1.564 0.196 - 0.279
Tabla IX. Presion selectiva a larvas resistentes. (Xentari™)
- . LCso V
1t Producto. | T - L Pendrente s Lim:tes
g ' - : {mg!Li ot B e el
Susceptible Xentari 0.184 1 .893 0.138-0.237
Zona Norte Xentari 0.294 1.630 0.216-0.406
0.196 1.500 - 0.124-0.286
16.43(83) 1.820 14.527-24.06
Zona Este Xentari 0.235 1.564 0.196-0.279




6.0 Resultados}

6.2 Extraccion de DNA.
Con la finalidad de obtener DNA de insecto, fueron probadas 2 larvas de
S. exigua donde solo un extracto fue sometido a un tratamiento con RNasa

(Fig. 5), siendo este el mejor método. Posteriormente se efectuaron
extracciones de DNA de los diferentes insectos a estudiar (P. xylostella, T. ni.)

Figura 5. Purificacion de DNA de Insecto (S. efcigua). Ladder 1 Kb. DNA de S. exigua sensible
a formulados de proteinas Cry, tratados con 2.5 U/ ml de RNasa: SPR1 y SPR2 y en ausencia de
RNasa: SP1 y SP2. Electroforesis en gel de agarosa 1.5 % tefiido con bromuro de etidio.
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6.0 Resuitados]

6.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Comprobada la presencia del DNA integro y puro, buscamos el marcador
de resistencia EaaMcta-4.70 mediante la PCR como se observa en las figuras 6
y 7. Las cepas de P. xylostella sensible, S. exigua y T. ni, no mostraron la
banda del fragmento de 320 pb a diferencia de P. xylostella resistente.

DNA DNA
100pb 100 pb
Ladder PXR HNeg SPT1 SPT2 SP1 SP2 Ladder

- L -

Figura 6. PCR a partir de DNA de insectos. Ladder 100 pb. PXR: P. xylostella, resistente a
formulados de proteinas Cry. SPT1 y SPT2: DNA de S. exigua sensible, tratados con 2.5 U/ ml
de RNasa. SP1 y SP2: DNA de S. exigua sensible sin en ausencia de RNasa. Electroforesis en

gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio.
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1Kb 100pb
DNA DNA
Ladder SPT Thni PXR PXS1 PxSt1 Ladder

400ph

300pb

Figura 7. PCR a partir de DNA de insectos. Ladder 1 Kb, 100 pb. SPT: DNA de S. exigua
sensible; T. ni: Trichoplusia ni sensible; PXR: P. xplostella, resistente a formulados de proteinas
Cry; PXS1: P. xylostella, sensible. Electroforesis en gel de agarosa 1.5 % teftido con bromuro de

etidio.

Identificado el marcador de resistencia, procedimos a analizar el DNA de

las larvas obtenidas bajo presion selectiva, obteniendo la banda esperada en

todas estas (Fig. 8). Dicho resultado fue consistente en una posterior repeticion
(Fig. 9). De igual forma obtuvimos una larva resistente que no presento el

marcador como se observa en las figuras 8 y 9.
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6.0 Resultados]

100pb 100pb
DNR D]_g&
ladder pyR  MNeg. THi VE MO RO AZ RC PX$S PXRl PXR2 Neg  Ladder

Figura 8. PCR a partir de DNA de insectos. Ladder 100 pb. PXR, PXR1, PXR2: P. xylostella,
resistente a formulados de proteinas Cry. VE, MO, RO, AZ, RC: P. xylostella de campo
sometidas bajo presion selectiva (Resistente). PXS: P. xylostella, sensible. T ni: Trichoplusia ni

sensible. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % teiiido con bromuro de etidio.

100pb
DNA

Ladder pvp VE MO RO AZ PXR1 PXR2

W T8 0 < R el

Figura 9. Repeticion de PCR a partir de DNA de insectos. Ladder 100 pb. PXR, PXR2, VE,
MO, RO, AZ RC: P. xylostella, resistente a formulados de proteinas Cry. PXR1: P. xylostella,

susceptible. Electroforesis en gel de agarosa 1.5 % tefiido con bromuro de etidio.
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6.4 Clonacién y transformacion.

Una vez comprobada la presencia del fragmento, clonamos en el vector
TOPO TA pCR4, transformando en células quimiocompetentes de E. coli cepa
top 10, utilizando ampicilina como marcador (Fig. 10), transcurrido el tiempo de
incubacion y observado el crecimiento colonial se realizo/ la extraccién de DNA

plasmidico.

Figura 10. Cepa Top 10 de E. coli transformadas con el vector TOPO / TA
conteniendo un fragmento de 320 pb del marcador EaaMcta-4.70. Crecimiento a las
12 br de incubacién a 37° C en agar Luria Bertani con 50 mg / ml de ampicilina.

6.5 Extraccion de DNA plasmidico y PCR.
Obtenidas las clonas, se extrajo el DNA plasmidico (Fig. 11), el cual, fue

utilizado para comprobar la presencia del fragmento contenido en las células de

E. coli transformadas. Dicha comprobacién fue efectuada a través de la PCR
amplificando el fragmento de 320 pb en el genoma bacteriano (Fig. 12) y
corroborando la presencia del fragmento mediante el ensayo de restriccién con

la enzima EcoRl. (Fig. 13)
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[ Clona |
1Kb A 1Kb B 1Kb q D
DNA 1 DNA l DNA |
Ladder| | Ladded | Lagder [ | el

Figura 11. Extraccion de DNA Plasmidico. Ladder 1Kb. A, B, C, D: Clonas a partir de las cajas

de colonias transformadas. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % teflido con bromuro de etidio.

100pb
Laddey Mg Ladder

400 Db »

300 pb

Figural2. PCR a partir de DNA plasmidico de E. coli Cepas Top 10 transformadas. Ladder 100
pb. Colonias individuales (A5, A6, A7, A8, Bl, B2, B3, B4, C1, C2, C3,) conteniendo el fragmento

de 320 pb del marcador genético EaaMcta-4.70. Electroforesis en gel de agarosa 1.5 % teftido con

bromuro de etidio.
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100pb

Cl:= B4 . B3 B2 81 D1 A7 A6 A5 fgdﬂzier

Figura 13. DNA plasmidico de Cepas Top 10 de E. coli ransformadas (C1, B4, B3, B2, B1, D1,
A7, A6, A5} digeridas con EcoRI comprobando la presencia del fragmento de 320 pb. Ladder 100

pb. Electroforesis en gel de agarosa 1.5 % tefiido con bromuro de etidio.

6.6 Secuenciacion.

El DNA plasmidico fue cuantificado y enviado al Centro de Biotecnologia
Genomica del Instituto Politécnico Nacional para su secuenciacion. La
secuencia obtenida (Fig. 14) fue analizada y comparada (Fig.15 - 18) con la
secuencia reportada por Heckel y Cols. (1999) (Gl: 5596527)

5" -GAATTCGCCCTTCCGTGCTGAGCATTGGACAGTGAGTGACGAAGGCAAGAGC
TATTAGATTACTAGACAATAGGCTGGTTAGCAATTATAATTATACATAGCGGGAT
GTGTCCAAGTGTCAGTTG-TAAGCAGTGGGCTTAGCGGCTGGAATGTGCTTTATT
TGTTTATTTTTGGTGGGATAGAAGGGGGTGGTATGAAGTTTTTCCGAAAAGTCAT
AATTTGATTGATGACTTCGGTGTAGGGTATATTATTTGTAAGAGAATGACATATT
GTAATTCACTGTATACTAAACTTATAATTCACCTTATCGTCACCAACAAATATAG
TTAA-3~

Figura 14. Secuencia consenso (330 pb) de DNA del marcador EaaMcta4.70

a partir de larvas resistentes obtenidas bajo presion selectiva,
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Figura 15. Mapa de restriccién de la secuencia consenso de 330 pb

analizado con el programa computacional DNASTAR ver 4.05.

La secuencia obtenida de 330 pb y la reportada de 320 pb (Gl: 5596527)
(Heckel et al., 1999) fueron analizadas mediante el programa computacional
DNASTAR ver 4.05 obteniendo los mapas de restriccion de ambas secuencias
para su comparacion (Fig. 15 y fig. 16). Encontrando homologia en 32 sitios de
restriccion, 12 nuevos no presentes en la reportada y 10 sitios carecientes que
en la reportada estan presentes. Las 10 pb extras de la secuencia obtenida se
encuentran en el extremo 5" corroborando con el sitio de restriccion BseMI|
localizado al principio de la secuencia. Estas diferencias son causadas por
deleciones presentes en la secuencia obtenida. (Fig. 17, fig. 18)
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Figura 16. Mapa de restriccion de la secuencia reportada 320 pb (GI: 5596527)
analizada con el software computacional DNASTAR ver 4.05.
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Una vez comparados los mapas de restriccion se compararon ambas
secuencias por medio del programa computacional BLAST (NCBI. 2005).
Encontrando una homologia del 94 % en nuestra secuencia comparada con la
secuencia reportada (Gl: 5596527) como se observa en la figura 17.

Score = 465 bits {242}, Expect » o-128
Identities = 3017318 (94%), Gaps = 9/318 (2%)
Strand = Plus / Plus

b e e ]

Query: 20 gcattggacagtgagtgac gaaggcaagagctattagattactagacaataggctggtt 79
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Shjct: 459 agcattggacagtgagtygacgaaggcaagagectattagattactagacaataggctggtt 518

Query: 80 agcaattataattatacatagcgggatgtgtccaagtgtcagttgtaagcagtgggctta 139
crreerreerreeneeererrerrererer vreererrererrrereer e
Shjct: 519 agrcaattataattatacatagocgggatgtgcccaagtgtcagttgtaagcagtgggetta 578

Query: 140 gcggctggaatgtgcittatttgtttatttttggtgggatagaaggyggy-tyggtat-aag 197
Frrrreirrrrerverrerrrrrerrerverrrrrreeerrerr el e rel
3bjct: 579 ccggctggaatgtgctttatttgtttatttttggtgggatagaagggdgagggtatgaayg 638

Query: 198 tttttccgaaaagtcataatttgattgatgacttcggtgtagggta-—-—--tactcatttgt 253

trrrrereerrr rerer v orrver rrerrerrrrrrrr g (AN ANRRN
Sbjct: 639 tttttccgaaaattcatatttttattgaagacttcggtgtaggatataggtattatttgt 695

Query: 254 aagagaatgacatattgtaattcactgtatactasacttata-at--tcaccttatcgte 310

Perrerrerreennr e e e et e vt e e r e e rrrerrrnernnd
Sbjet: 699 aagagaatgacatattgtaattcactgtatactaaacttatatatcgtcaccttatcgte 758

Ouery: 311 accaacaaatatagttaa 328
Pt
Sbjct: 759 accaacaaatatagttaa 776
Figura 17. Comparacion de la secuencia de 330 pb con la base de datos de Blast (GI: 5596527):
Panel a: grafico de identidades con la secuencia reportada.

Panel b: Comparaci6n base a base con la secuencia reportada.



6.0 Resilad:

Comparada la secuencia, (BLAST) se realizd una ultima comparacidn
por medio del programa computacional Clustal X 1.04. (Fig. 18). El analisis
muestra la homologia y las diferencias existentes entre las secuencias en este
caso las nuestras (A11, C14) contra reportada (Gl: 5596527) por Heckel y cols.
(1999)

SECPLUTELL&451-779
All
Cl4

SECPLUTELLA4S1-779
All
Ciaq

SECPLUTELLA451-779
All
Cl4

S3ECPLUTELLA451-779
Al1l
Ci4

SECPLUTELLA451-779
ALl
Cl4a

SECPLUTELLA451-779
all
clL4

e e R S e S s e e R T CER BT GCTE
----------------- GAATTCGCCCT-TCCGTGCTE
TTANCCCTCACTANNGG GACTAGTNNT GRAGG TTTARACGAATTCGCCCTTCNCOTGCTE

AGCATTGGACAGTGAGT GACGAAG-GCAAGAGCTATTAGAT TACTA GACAATAGGCTGET
AGCATTGGACAGTGACT GACGAAG-GLC AAGAGCTATTAGATTACTAGACAATAGGCTGGT
AGCATTGCGACAGTGAGT GACGACGUGC ARGAGCTATTAGAT TACTA GACAATAGGC TGGT

TAGCAATTATAATTATACATAGCGGGATGTGE ~-CCAAGTGT CAGTT G-TAAGCAGT GGGL
TAGCAATTATAATTATACATAGCGGGATGTGT ~CCALGTGT CAGTT G-TAAGCAGT GGGL
TAGCAAT TATAATTATACATAGCGGGATGTGT GCCAAGTGT CAGTT G-TAAGCAGT GGG

TTACCGOCTOGAATGTGCTT TATIIGT TTATT ITTGGTGGGATAGAAGCGEGAGGOTATG
TrTAGCGGCTGGAATGTGCTTTATTIGT ITATT TTIGGTGGGATAGA AGGGGGTGG-TATG
TTAGCGGCTGCAATGTGCTTTATTIGTTTATTTTTGO TGGGATAGA AGGGGGTGG-TATG

AAGTTTTTCCGAARATTCATAT TTT TATTGAAGACTTCGGT GCTAGGATATAGGTATTATT
AAGTTITTCCGAAAAGT CATAATTTGATTGAT GACTTCGGT GTAGG GTATA—---TTATT
AAGTTITTCCGAAAAGT CATAATTTGATTGAT GACTTCGGT GTAGG GTATA—--—-TTATT

TGCTAAGAGAATG ACATATIGTAATTCACTGTATACTRAALCTTATAT ATCGTCACCTTATC
TeTALGAGALTGACATATTGTAATTCACTGTATACTAAACTTATA~ AT--TCACCTTATC
TCTAAGAGAATGACATATTGCTAAT TCACTGTATACTAAACTTATAAATC-ACGCTTATGC

- Figura 18, Comparacion de secuencias obtenidas de dos clonas (A1l y C14), contra la
secuencia reportada (GI: 5596527) con el programa Clustal X 1.04. (Heckel et al. 1999)

6.7 Amplificacion aleatoria de DNA (RAPD's)

Los analisis de las figuras 19, 20 y 21 fueron utilizados para tratar de
encontrar un nuevo marcador genético de P. xylostelia resistente por medio de

iniciadores OPA.
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100pb 100pb
DNA + - DNA
Ladide 6-7 6-7 as 09 010 T Sl

Figural9. PCR de iniciadores OPA 6-7 +, 6-7-, 05, 09, 010 basadas en DNA

de insecto resistente (VE) en presencia de un control negativo (susceptible).

La figura 19 muestra diversos iniciadores OPA. Los iniciadores 06 y 07
fueron combinados debido a la ausencia de bandeo al amplificarlos
individualmente causado por la amplificacion de fragmentos de mayor tamaiio;
al combinar estos iniciadores exhibi®é bandeo semejante en la muestra
resistente y susceptible, como resultado no es posible la busqueda de un nuevo
marcador genético con estos dos iniciadores. Los iniciadores 05, 09 y 010
presentan un bandeo mas destacado, amplificando individualmente, a una
concentracion de DNA de 500 ng en la reaccion total. Como se observa en las
figuras 20 y 21 los iniciadores 09 y 010, la presencia de bandas es en comun
para larvas susceptibles y resistentes, por lo tanto la busqueda de un nuevo

marcador genético no es posible con estos iniciadores.

OPA 09
Figura 20, PCR de iniciador OPA

09 basadas en DNA de insectos
resistentes (Res, VE, MO, RO) en
presencia de un control negativo
(susceptibles) analizado por el
programa de imagenes del Quantity -
one de Biorad. Electroforesis en gel
de poliacrilamida al 5 % tefiido con

bromuro de etidio.
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OPA 010

Figura 21. PCR de iniciador OPA 010 basadas en DNA de insectos resistentes (Res, VE, MO, RO,
AZ, R2) control negativo (susceptibles) analizado por el programa de imagenes del Quantity one de

Biorad. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 5 % tefiido con bromuro de etidio.
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7.0 Discusion.

En el presente estudio caracterizamos genéticamente colonias de P.
xylostella resistentes a diversos formulados de Bt por medio del marcador genético
EaaMcta-04.70 en el periodo 2002 - 2005.

Las larvas utilizadas en este proyecto fueron de de 3 localidades distintas
de Guanajuato. Los bioensayos de las poblaciones de P. xylosfella de las 3
localidades, demostraron susceptibilidad al formulado comercial Xentari ® (Tabla
VIII) y el tratamiento bajo presién selectiva (Tabla IX), revelo/un incremento
significativo en la pérdida de susceptibilidad (x=0.01) 83 veces mayor comparada
con la susceptible al llegar a una concentracién de 200 X, esto nos indica la
aparicion de la resistencia al formulado comercial Xentari ®, en una de las tres
localidades de Guanajuato. En trabajos similares, se ha observado la perdida de
susceptibilidad (Aumento en la resistencia) al formulado comercial Dipel ©, a una
resistencia 200 veces mayor que la poblacidn susceptible (Ferré et al.,, 1991),
ademas también se ha encontrado resistencia > 3000 veces mas que la poblacién
susceptible obtenida en laboratorio (Tabashnik ef al., 1997).

Otros autores afirman, que la constante aplicacién de formulados Bt a P.
xylostella en laboratorio y en campo, disminuia la susceptibilidad hasta perderla
completamente, tras aplicar a varias generaciones, debido a la perdida de la
afinidad de las toxinas a los sitios de union en el mesenterio de los insectos. (Ferre
et al., 1991; Tabashnik et al., 1992, 1994, 1997; Wright et al., 1997; Ballester el al.,
1999; Heckel ef al., 1999; Ferré y Van Rie, 2002). (

Por medio de la PCR (Heckel et al., 1999) encontramos un fragmento de
320pb correspondiente al marcador genético EaaMcta-4.70 en larvas de P.
xylostella. Los resultados revelaron la amplificacion del fragmento Gnicamente en
larvas P. xylostella resistente como se demuestra en previos estudios (Heckel et
al., 1999),
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Cabe destacar que, el fragmento abtenido en el presente trabajo, fue amplificado

en poblaciones de campo y sometidas bajo el tratamiento de presion selectiva, a
diferencia de la obtenida por Heckel y colaboradores, la cual fue amplificada de

cruzas entre pcoblaciones susceptibles y resistentes.

El hallazgo del fragmento en nuestros resultados indican que el marcador
genético puede entonces ser utilizado para monitorear la resistencia de P.

xylostella a nivel de campo.

La comparacion de la secuencias obtenidas de 330 pb con la reportada de
320 pb (Heckel et al.,, 1999) (Gl. 5596527), revelo'ﬁr;a homologia del 94 9%,
ademas se encontraron diferencias en el mapa de restriccion en ambas
secuencias. Estas diferencias pueden estar relacionadas a las variantes alélicas
del gen BtR-1 que confiere la resistencia a diversas poblaciones resistentes de P.
xylostella del mundo. (Tabashnik et al., 1997; Heckel et al., 1999).

Por otra parte, uno de les objetivos de éste trabajo era encontrar un nuevo
marcador de resistencia por medio de la amplificacion aleatoria de DNA; sin
embargo, todos los iniciadores probados, no mostraron una banda unica para las
cepas resistentes, por lo cual, dicho marcador genético no fue posible encontrarlo.
No descartamos que en futuros trabajos, se pueda encontrar, ya que el nimero de
iniciadores probados fue muy limitado, creemos que una mayor cantidad de éstos
pueda dar como resultado un nuevo marcador de resistencia. Ahora el marcador
genetico EaaMcta-4.70 fue obtenido a través de fragmentos largos de
amplificacion aleatoria (AFLP). Esta tecnica consiste en amplificar y cortar con
enzimas de restriccion fragmentos largos para detectar bandas comunes en
poblaciones de la misma especie. (Heckel ef al, 1999), una clara alternativa para
la busqueda de marcadores gendéticos seria el uso de nuevos iniciadores de
amplificacién aleatoria de DNA., y ésta se llevara a cabo en futuras

investigaciones.
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8.0 Conclusion.

1.

El marcador genético EaaMcta-04.70 fue encontrado en colonias de P.
xylostella resistentes a diversos formulados de B. thuringiensis.

El nivel de susceptibilidad de ias colonias resistentes a las toxinas de B.
thuringiensis presentes en el formulado comercial Xentari™, fue menor en la -

colonia norte.

Identificamos a P. xylostella resistente a formulados de B. thuringiensis por

medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
Clonamos y determinamos la secuencia nuclectidica del fragmento.

El analisis de la secuencia nucleotidica reveld diferencias comparada con la

reportada.

La caracterizacion genética de las colonias resistentes debera ser abordada
con un mayor numerce de iniciadores para tener un perfil genético mas
confiable.

Sf/es posible monitorear la resistencia de P. xylostella en campo mediante el
marcador genético EaaMcta-04.70.
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9.0 Analisis y perspectivas de investigacion.

Al encontrar que la suscepiibilidad de P. xylostella se ha visto disminuida
de manera alarmante en el fratamiento bajo presion selectiva en una de las
poblaciones de Guanajuato. Se recomienda realizar estudios de afinidad de los
sitios de unién para observar que proteinas presentan la perdida de afinidad a los

sitios de union.

Al saber que e! marcador genético se identifico en larvas resistentes de
campo y bajo el tratamiento de presion selectiva, serié/ formidable probar el
marcador directamente en poblaciones resistentes de P. xylostella de diversas
partes del mundo para corroborar el monitoreo de resistencia por medio de este
marcador.
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Apéndice de instrumental, reactivos y soluciones.

Instrumental.

Agitador de temperatura constante Lab Line.

Bafio metabdlico: Precision.

Camara de bioseguridad nivel 1l Labconco.

Camara de electroforesis horizontal HE33 HOEFER.

Camara de electroforesis horizontal SUB-CELL® GT BIORAD.
Camara de electroforesis vertical SE 600 Ruby, Amersham Bioscience.
Centrifuga: Eppendorf 5415.

Espectrofotometro.

Fuente de poder: Thermo EC; Hoefer.

Incubadara: Precision.

Olla de presion digital: Yamato.

Pipetas 1 ml, 200 pl, 20 pl, 10 pl: Eppendorf.

Termoblock: Thermolyne DRI- BATH.

Termociclador, Perkin-Elmer Geneamp 2400.

Reactivos.

Archilamida. Proteinasa K.

BlindSilane. Sigmacote.

Bremuro de etidio. Triton X - 100.

Cloroformo. - Trizma Base.

Cloruro de Magnesio. Agua miliQ esteril.

Cloruro de potasio. Glucosa.

Cloruro de sodio. Hidroxido de sodio. (NaOH) -
Duodecil sulfato de sodio. Acetato de potasio.

Etanol al 70 %. Acido acético Glacial.

Etilen diamino tetraacetato disodico. (EDTA) Colorante de corrida Azul-Naranja.

Fenol. (azul de bromofenol, XilenCianol,
Fosfato de sodio. naranja G)

Fosfato de potasio monobasico.

[sopropanol.



Medios de cultivo:

Luria Bertani. (LB) adicicnado con ampicilina (100 pg / ml)
Caldo S. O. C. Invitrogen. (listo para usar)

Buffers y soluciones comunes:

Buffer de PBS tratamiento de hojas.

NaCl 8 gr.
KCI 0.2 gr.
KH,PO,4 anhidro 0.2 gr.
Na;HPO,4 1.5 gr.

Se aforo a 100 ml de agua bidestilsada

Buffer de extraccion de DNA.

Tris - HCI 50 mM, pH 8.0 1.5 gr.

SDS 2 % 5gr.
NaCl0.75 M 10.95 gr.
EDTA 10 mM 0.93 gr.
proteinasa K 100 pg / ml.

Se aforo a 250 ml de agua bidestilada y se esterilizo a 121° C por 15 min.

Solucién fenol - cloroformo. (1:2)

Fenol 25 ml.

Cloroformo 25 mil.

Buffer de corrimiento TBE.

Trizma Base 54 gr.
Acido barico 27.5 gr.
EDTAO05MpHS8 20 ml.

Se afora a 1 L de agua bidestilada.



TSN Apérsfica de stumental, readtivos ¥ solugions?
Buffers para extraccion de DNA plasmidico.
Solucijon1.
¢ Glucosa 50 mi.
» Buffer Tris pH 8.0 25 mM.

e EDTA 10 mM.
Se preparo al momento de usarse.

Solucion 2.
Se prepararon dos soluciones madre de NaOH 5 My SDS 10 %.

e La solucién se preparo al momento de usarse:
= NaQOH 0.2 N.
= SDS 1 %.

Solucién 3.

e Acetato de Potasio § M: 60 ml.
» Acido acetico glacial: 11.5 ml.
s Agua MQ estéril: 28.5 ml.

Se almaceno a 4° C hasta el momento e€n que se uso.

Equipos de reactivos comerciales:

Purificacién de productos de PCR.
Wizard® PCR Preps DNA Purification System. (PROMEGA)

Purificacion de DNA Plasmidico.
Wizard®© Plus SV Minipreps. DNA Purification System. (PROMEGA)

Clonacion de productos de PCR.
o TOPOQO TA Cioning System Version pCR4.0.
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Apéndice de Plutella xylostella.
Distribucion.
La palomilla dorso de diamante (P. xylostella) es un insecto cosmopolita

originado de Europa y actualmente se encuentra distribuido en todo el mundo,

a una distincion a tierras bajas, tropicos, sub-trépicos y zonas templadas.

Clasificacion.

1. Reino: Animal.
Phylum: Artropoda.
Clase: Insecta.
Orden: Lepidoptera.
Familia: Plutellidae.
Genero: plutella.

Especie: Plutella xylostella.

® N OO A ®N

Nombre comun: palomilla dorso de diamante.

Reconocimiento y Diagnéstico:

La identificacibn de los huevos de P. xylostella presentan un tamario
menor a 1 mm (0.44 mm de longitud y 0.26 mm de ancho) con una coloracion
verde - amarilla. La ovopocicidn se muestra en grupos (2 a 8 huevos)
localizados debajo de las hojas cerca del haz vascular central. Las hembras

pueden depositar de 250 a 300 huevecillos y un probable promedio de
produccion total de 150 huevos.

Huevos de P. xylostella.

Las larvas de P. xylostella presentan 4 estadios larvarios. El
promedio y la gama del tiempo de desarrollo son cerca de 4.5, 4, 4,y 5
dias, respectivamente. A traves de su desarrollo larvario siguen siendo

absolutamente pequefas y activas. Si son perturbadas, culebrean a
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Apéndice de Plutella xylostelid]

menudo violentamente, se mueven al reves y se dejan caer de la hoja
manteniéndose en un filamento de seda. El largo total de cada instar
excede raramente 1.7, 3.5, 7.0, y 11.2 mm, respectivamente, para los
instars del 1 a 4. El ancho principal de la capsula de la cabeza para estos
instars son cerca de 0.16, 0.25, 0.37, y 0.61 mm. La forma larval del
cuerpo afila en ambos extremos, con coloracién variante entre amarillo claro
y verde oscuro. El habito de alimentaciéon del primer instar larvario es de
explotacion minera de la hoja, aunque son tan pequefos que las minas
son dificiles de notar. Las larvas emergen de sus minas en la conclusion
del primer instar, mudan debajo de la hoja, y se alimentan después del
envés de la hoja dejando la superficie foliar intacta, ademas de los puntos de

crecimiento de la hoja impidiendo la correcta formacion de la planta. .

Larva de P. xylostella.

Las pupas presentan un tamano de 10 a 12 mm de longitud, con una
coloracién verde oscuro dentro de un capullo de seda blanco adherido a la hoja
haciendo dificil removerlos. La duraciéon del capullo hace un promedio de cerca
‘'de 8.5 dias (gama 5 a 15 dias).

Pupa de P. xylostella.
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Apéndice de Plutella xylostefia

La palomilla muestran un tamaio de 8 a 10 mm de longitud, con una
coloracién grisaceo-marron, las palomillas son reconocidas por tener tres
marcas triangulares a lo largo del margen interno de las alas. Cuando la
palomilla esta en posicion de descanso estas marcas se juntan formando tres
diamantes a lo largo del torso de la palomilla. Se localizan en el envés de la
hoja para protegerse. Los varones y las hembras del adulto viven cercade 12y
16 dias, respectivamente, y las hembras depositan los huevos por cerca de 10
dias. El comportamiento es mas activo y visible al atardecer volando alrededor
de la planta buscando compaineros para cruzarse y ovopositar posteriormente.

Los machos son atraidos por las hembras por medio de ferormonas.

P. xylostella adulto.
Hospederos:

La palomilla dorso de diamante puede completar su ciclo de vida en
plantas de la familia cruciferae. Como plaga es mas importante en repollo,
brocoli, coliflor y rabano. Para el control de la palomilla es importante recordar
que la mostaza y otras malezas de la misma familia son hospederos alternos
. de esta plaga.

Biologia y Ecologia:

La temperatura es un factor dominante en la palomilla alterando el ciclo
vital en una a dos semanas. En los tropicos el ciclo de vida es mucho mas corté
en zonas costeras que en las montanas. La palomilla es mas problematica
como plaga en la época seca. En la temporada de lluvias las larvas son
removidas de las plantas por fuertes aguaceros. En algunos paises no
recomiendan sembrar repollo en la época seca ya que la incidencia de la

palomilla dorso de diamante es tan alta que es muy dificil de controlar.
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Dafio ¢ Importancia. _

Las larvas de P. xylostella se alimentan del envés de la hoja sin tocar fos
tejidos vasculares de repollo, rabano, brocoli etc. (Cruciferas) incluyendo a
plantas jovenes limitando el crecimiento de estas. A medida que la superficie
foliar de la hoja crece los pequenos hoyos se agrandan, dejandc a la planta
llena de agujeros. En el caso de brocoli y coliflor el dano es indirecto ya que se
alimentan de las hojas y no de las cabezas florales que son comerciales.
Algunas veces los gusanos y capullos se esconden en las cabezas de brécoli
ocasionando el descarte del mercado de exportacion.

Muestreo y Niveles Criticos.

La deteccion de las larvas de P. xylostella se hace visiblemente
mediante 1a observacion de la planta y los adultos se detectan por medio de
trampas con ferormonas para su atraccion.

Ei muestrec es realizado en plantaciones donde cada planta debe ser
examinada con atencién sobretodo a los gusanos pequefios ocultos debajo de
las hojas y en |a parte basal de la plantas. Los hoyos y dafio producido por los
gusanos no son buenos indicadores del nimero de gusanos en el campo.

E! nivel critico en plantaciones es de 1 gusano por planta y es
recomendable observar por lo menos 60 plantas y un maximo de 150. En &l
. caso del brécoli y coliflor (Cruciferas) en la etapa vegetativa, las plantas
pueden socportar hasta un 30% de defoliacion sin tener mermas en el
rendimiento.

Estrategias de control.
Control biolégico.

Hay muchos enemigos naturales que ayudan en el control de P.
xylostella. Por ejemplo la avispa parasitoide Diadegma insularis (Hymenoptera:
Chalcididae), Diadegma insulare (Hymenoptera: Ichneumonidae), Microplitis
plutellae (Hymenoptera: Braconidae), Diadromus subtilicornis (Hymenoptera:



ichneumonidae). Algunos usados de manera semicomercial como base del

control de las larvas de la palomilla dorso de diamante.

Problemas de resistencia.

En algunos lugares donde se a usado intensamente el inseciicida
bacterial Bacillus thuringiensis, var. kurstaki, P. xylostella ha desarrollado
resistencia a este producto, dejando a los agricultores con una alternativa

menos en el contral de insectos.

Manejo integrado de piagas. (MIP)

Estacion de siembra: es preferible sembrar en la estacion de lluvias
cuando la poblacién de P. xyfostella es controlada por la lluvia.

La irrigacién aérea puede reducir el nimero de gusanos en el campo.
Ademas, si el riego es al atardecer puede limitar la actividad de los adultos.

El trasplante: Los semilleros deben sembrase |lejos de cultivos viejos y
del lugar de siembra del cultive. Es muy importante que los trasplantes lleguen
limpios de gusanos al campo.

Es muy importante destruir los desechos de cosecha y si es posible,
remover del campo las partes de la planta que no se cosecharon.

Los cultivo trampa son utilizados en algunos lugares por agricultores,
intercalando plantas de la misma familia gue son mas atractivas al insecto.
Estos cultivos trampa deben ser monitoreados mas frecuentemente que el
mismo cultivo controlando al insecto antes que pasen al cultivo principal.
Cultivos trampa que no son debidamente manejados pueden generar in

incremento en las poblaciones de los insectos.

Control quimico.
Recomendacidn de insecticidas.

Debido a la larga historia de desarrollo de resistencia a plaguicidas en
esta plaga alrededor del mundo se debe disminuir el uso de insecticidas en los
programas de MIP. Para las recomendaciones especificas de insecticidas a
usar se debe contactar a las autoridades locales. Es muy recomendable que se
realicen pruebas de resistencia a insecticidas para poder dar las mejores

recomendaciones y usar los mejores productos en forma de rotacion entre las
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diferentes familias de insecticidas. Debe acordarse que solo se pueden usar
aquéllos productos que estan registrados en el pais para el cultivo y la plaga.

Técnicas de Aplicacion.

Con boquillas hidraulicas en bombas de mochila y de motor se tienen
buenos resultados. Las fumigadoras electrostaticas aumentan la cobertura del
plaguicida al mismo tiempo que disminuyen las cantidades de insecticida
usado.
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Apéndice de la familia Cruciferas (Cruciferae).

Distribucion.
Principalmente en regiones templadas de los Hemisferios Norte y Sur, la
mayor concentracion aparece en la Region Mediterranea y Asia Central.

Clasificacion.
Ubicacion taxonémica:

1. Reino: Plantae.
Phylum: Magnolophyta.
Clase: Dilleniidae.
Orden: Caparales.

oA W

Familia: Cruciferae o Brassicaceas.

Caracteres diagnésticos de la familia.

Hierbas anuales o perennes, rara vez arbustos, producen glucésinolatos.

Hojas: aliernas, generaimente opuestas, a menudo lcbuladas, incisas o
profundamente divididas y sin estipulas, simples o bipinnadas pero rara vez
con foliolos diferenciados, con muchos tipos de pelos segun la especie.

Inflorescencias: en corimbo o en racimo generalmente ebracteados,
rara vez terminales sobre escapos.

Flores: regulares, bisexuales, e hipoginas, receptaculo a menudo con
nectarias, a veces unidos en anilla por fuera de los estambres.

Caliz: 4 sépalos, libres, en 2 pares decusados, el par externo gibose.

Corola: 4 pétalos libres dispuestos en forma de cruz, generalmente
ungiculados, con lamina extendiéndose por encima de los seépalos, rara vez
ausentes. '

Androceo: 6 estambres, los dos externos mas cortos que los 4 internos
(4 en Lepidium, hasta 16 en Megacarpea) (tetradinamos).

Gineceo: cvario stperc con dos carpelos soldadas y varios évulos, con
o sin estilo; estigma seco. Ovario dividido en dos camaras por medio de una
particion delgada no vascularizada conectando ias dos placentas (falso tabique
placentario); primordios seminales en 2 filas, en cada particién.

Fruto: Silicua o silicula, generaimente dehiscentes, con vailvas caducas,
a veces lomentaceo. Semillas en una o dos hileras.
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Apéndice de la familia Cruciferas. (Cruciferaej

Formula floral:

3 OF K4 C4 Ad+2 G(2)

Familia cosmopolita que consta de 350 - 381 géneros y mas de 3000

éspecies a continuacion se presentan algunos de los géneros mas importantes.

¢ Género Brassica:
o Brassica oleracea: coliflor, repollos, brécoli y Alcauciles
o Brassica napus subsp rapifera: nabo o colinabo.
o Brassica napus subsp rapa: colza comun.
o Brassica nigra: mostaza negra.
e Género Raphanus:
o Raphanus sativus: rabano.
e Género Sinapis:

o Sinapis alba: mostaza blanca.

Del cual destaca como hospedero de P. xylostella el genero Brassica.
Las familias de mayor importancia son Brassica oleracea y Brassica napus
subsp rapifera, también es importante recordar que la mostaza y otras malezas
de la familia Cruciferae son hospederos alternos de esta plaga.

Literatura citada de pagina Web.

Prof. Garcia Breijo, F. J. Botanica. Unidad docente de la ETSMRE;
Universidad Politécnica de Valencia.
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