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RESUMEN. Para discriminar al trips oriental (Thrips palmi) de otros trips, se presenta un método rapido
mediante el andlisis del rDNA ITS2. Para ello se obtuvo el DNA de inmaduros y adultos de T. palmi, T.
tabaci y F. occidentalis, de forma directa, macerando el insecto en agua grado PCR. EI DNA fue
empleado para amplificaciébn molecular con iniciadores de la region ITS2. El amplicon de T. palmi
generd el producto reportado de 588 pb en un gel de agarosa al 1.5% y permitio diferenciarla de los otros
trips. El resultado se robustecié con la secuenciacion directa del producto, asi como RFLPs. Las
secuencias fueron comparadas con otras secuencias disponibles en el GenBank. Asimismo, se realizé un
analisis filogenético formando dos clados con una probabilidad de agrupacién del 77% para T. palmi y
T. tabaci. EI método propuesto contribuye a la identificacion del trips oriental y discriminarlo de otros
trips, ya que se confunden con frecuencia con otras especies de trips como T. tabaci y F. occidentalis,
sobre todo en estados inmaduros, por lo que se complica su identificacion usando claves taxonomicas.
La deteccion rapida de esta plaga polifaga contribuye a reducir el ingreso y dispersion a regiones, paises
0 areas libres de esta plaga.

Palabras clave: Trips, identificacion molecular, secuenciacion.

ABSTRACT. This paper presents a rapid method to discriminate Thrips palmi from other thrips by ITS2
rDNA analysis. For this purpose, DNA was obtained directly from the immature and adult stages of T.
palmi, T. tabaci and F. occidentalis, by macerating the insect in PCR-grade water. This DNA source was
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ORTEGA-RODRIGUEZ ET Al.: METODO RAPIDO PARA LA DISCRIMINACION DE Thrips
palmi Karny (THYSANOPTERA: THRIPIDAE) POR PCR

used for molecular amplification with primers of the ITS2 region. The amplicon of T. palmi generated
the reported product of 588 bp in a 1.5% agarose gel and allowed differentiation from the other thrips.
The result was further supported by direct sequencing of the product as well as RFLPs. The sequences
were compared with other sequences available in GenBank. A phylogenetic analysis was also performed
forming two clades with a 77% clustering probability for T. palmi and T. tabaci. The proposed PCR
method contributes to the identification of oriental thrips and to discriminate it from other thrips, since
they are frequently confused with other trips species such as T. tabaci and F. occidentalis, especially in
immature stages, which complicates their identification using taxonomic keys. Rapid detection of this
polyphagous pest helps to reduce entry and spread to free regions, countries or areas of this pest.

Keywords: Thrips, molecular identification, sequencing.

INTRODUCCION

En México, se encuentra presente el trips de las
flores Frankliniella occidentalis Pergande, el trips
de la cebolla Thrips tabaci Lindeman (Huerta y
Chavarin, 2002) y el trips oriental Thrips palmi
Karny. Este ultimo trips es una plaga polifaga,
sobre todo de solanaceas y cucurbitaceas, con
mucha capacidad de reproduccién y reconocida
tolerancia a insecticidas, lo cual provoca que los
cultivos invadidos presenten elevadas
poblaciones y dafios severos en un corto tiempo,
ademas de transmitir el virus del bronceado del
tomate (TSWV) (Elizondo et al., 2003; Priti et al.,
2020; Ghosh et al., 2021).

La identificacion morfoldgica de los trips se
realiza principalmente en adultos, usando claves
taxonémicas adecuadas para la separacion de
especies. Sin embargo, no existen las mismas
herramientas para separar especies en estados
inmaduros como huevecillos y larvas. Para
realizar el diagnostico con ayuda de claves
taxonomicas es necesario observar al microscopio
especimenes adultos montados en preparaciones
permanentes (Villegas, 2005; Herrera-Vasquez y
Barba-Alvarado, 2013). En el diagndstico de
larvas, los hospederos otorgan informacién
adicional importante para la identificacion
(OEPP/EPPO, 2006).

México, ha establecido acciones oficiales por
medio de la Direccion General de Sanidad
Vegetal, del Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (DGSV-
SENASICA), dependiente de la Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural (SADER) para

confinar y erradicar a T. palmi (SENASICA-
DGSV, 2016). Considerando la importancia de la
plaga, las relaciones comerciales que se tienen
con otros paises en donde se comercializan
productos o subproductos hospedantes de T. palmi
y de la dificultad para identificarla en estados
inmaduros, debido a su similitud con otras
especies de trips amarillos, en el presente trabajo
se presenta un método rapido para discriminar a
T. palmi de otros trips amarillos en estado adulto
e inmaduro, usando amplificacion molecular PCR
del 1TS2 del DNA ribosomal. Por lo que el
objetivo del presente estudio fue discriminar a T.
palmi de T. tabaci y F. occidentalis, indistinto al
estado bioldgico en que se presente, incluso
asociado a otros trips.

MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico: Individuos de F. occidentalis,
se colectaron en inflorescencias de aguacate
(Persea americana L. cv. Hass); en Acaxochitlan
municipio de Ocuituco, mientras que T. tabaci se
colect6 en cultivo de cebolla (Allium cepa L. var.
cepa) San Juan Ahuhueyo, municipio de Ayala,
ambos en el Estado de Morelos, México. Ademas,
se utilizaron ejemplares de Thrips palmi
conservados en alcohol al 70 % de la Coleccion
del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria
(CNRF) de la DGSV-SENASICA, para usarlos en
la estandarizacion del protocolo y como testigos
positivos, estos ejemplares se colectaron en el
cultivo de sandia (Citrullus lanatus (Thunb)) en el
estado de Yucatan, México, por parte de técnicos
del CNRF.
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Método directo de obtencion de DNA: El proceso
de obtencion de DNA que se aplico a las
diferentes especies de trips fue el siguiente:
Primero, a un individuo conservado en alcohol al
70 % se le enjuagd con agua destilada por tres
ocasiones, posteriormente al tubo eppendorf (2
mL) con el trips se agregaron 10 pL de agua grado
PCR, se macer0 rdpidamente y se homogenizo; en
seguida, se conservo a -20 °C. Este macerado se
emple6 para la amplificacion molecular.
Adicionalmente, se utilizé el método comercial de
extraccion de ADN Plant—-DNA-Zol® (Invitrogen,
thermo Fisher Scientific. Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos), como método
comparativo, siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Secuenciacion del rDNA ITS2: La seccion ITS 2
del rDNA, que flanquea las regiones 5.8 Sy 28 S,
se amplificd con los iniciadores siguientes: 3’-
TGTGAACTGCAGGAACACCATGA-5" y 3’-
GGTAATCTCACCTGAACTGAGGTC-5’
disefiados por Toda y Komazaki (2002), los
cuales generan un producto de amplificacion para
T. palmi de 588 pb. EI PCR fue realizado en un
volumen de reaccion de 25 pL, conteniendo 0.8
UM de cada iniciador, 1X de Buffer para PCR, 2.5
mM de MgCl», 2U de Taq Polimerasa (Invitrogen
™), 200 uM de dNTPs (Invitrogen ™), 10 ng de
DNA vy agua grado PCR. Las condiciones de
amplificacion fueron a 95 °C por 9 min de
desnaturalizacion inicial, seguido por 35 ciclos de
94 °C por 1 min, 50 °C por 30 seg, 72 °C por 1 min
y 72 °C por 7 min como extension final, en un
termociclador 2720 (Applied Biosystems™.
Corp., CA, USA). Una alicuota del amplicon de 5
ML se analizo por electroforesis en gel de agarosa
(Promega, USA) al 1.5% (w/v) en Buffer TBE. El
gel se tifio con bromuro de etidium y se visualizo
en un fotodocumentador (DNR minibis-pro). El
producto amplificado se purifico a partir del gel
utilizando el kit Wizard® SV gel and PCR Clean-
Up System (Promega, USA), siguiendo las
instrucciones del fabricante y se secuencio de
forma directa en un Genetic Analyzer 3100
(Applied Biosystem Corp., CA, USA).
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Andlisis filogenético de las secuencias de trips:
Con las secuencias obtenidas, se realizé el analisis
filogenético mediante alineamiento multiple
usando Clustal W, incluido en el Software
MegAling (Conway Inst., UCD Dublin, Ireland).
Las secuencias obtenidas se depositaron en el
banco de genes (GenBank) del NBCI, USA. Los
agrupamientos se determinaron utilizando el
método NJ (Neighbor-Joining) a partir del rDNA
ITS2. La confiabilidad de los agrupamientos se
asegurd por un andlisis bootstrap sobre 1000
réplicas (Tamura et al., 2007). La matriz de
porcentajes de similaridad y divergencias entre las
secuencias obtenidas, se realiz6 con ayuda del
Software DNAStar (DNAStar, Inc. Madison,
Wis.).
RFLPs: Los productos amplificados fueron
digeridos con las enzimas de restriccion Hae 111y
Tag | (Roche®). La digestion con las enzimas se
condujo en un volumen final de reaccién de 30
pL, el cual contenia una mezcla de 15 pL. del
producto amplificado, 7.5 Unidades de enzima,
1X de Buffer para enzima y agua grado PCR. La
mezcla de reaccion se sometid a 37 °C durante 20
h. El producto de la digestion se separ6 en un gel
de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio y
se visualizd6 en un fotodocumentador (DNR
minibis-pro).

RESULTADOS Y DISCUSION
Bajo las condiciones experimentales de la
presente investigacion se logré implementar un
método directo de obtencion de DNA de trips y
con ello realizar una amplificacion molecular para
propdsitos de deteccion y discriminacion rapida
de los trips T. palmi de T. tabaci y F. occidentalis,
tanto de larvas como de estado adulto (Figura 1)
obteniendo el producto de PCR, tanto por el
método directo, como con el método comercial de
referencia Plant-DNA-Zol.
Figura 1. Producto de PCR en gel de agarosa al
1.5 % proveniente de Thrips palmi. Carril: 1.
Marcador de peso molecular de 1000 pb; 2.
Método comercial Plant-DNA-Zol®; 3. Método
directo; 4. Testigo negativo y 5. Testigo positivo.
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El método propuesto en la presente investigacion
coincide con la metodologia propuesta por Priti et
al (2021), donde utilizan DNA de manera directa,
también a partir de un individuo adulto de T.
palmi, la diferencia perceptible con el método
descrito en la presente investigacion es un paso
adicional de temperatura por 20 miny en ese caso,
compararon la extraccién cruda del DNA con el
método CTAB y no perciben diferencias en la
amplificacion molecular. Tampoco se percibe si
realizaron amplificaciones a partir de estados
inmaduros.  Sin  embargo, es relevante
diferenciarlos de otros estados inmaduros de trips,
tanto en campo como para la movilizacién de
productos y subproductos vegetales. En caso de
que en un producto o subproducto de
movilizacién se detecte T. palmi, seria demasiado
complicado identificarlo por claves taxonémicas
y mucho menos discriminarlo de otros trips. Por
su parte Powers y Harris (1993) y Powers (2004)
en su revision de los métodos de diagnostico,
reportan un método similar de obtencién de DNA.
El método directo de obtencion de DNA reportado
en el presente trabajo, libera del uso de reactivos
destinados para este fin y un ahorro de tiempo,
aspecto fundamental cuando se considera la
importancia de la plaga para diversos cultivos,
ademas de su caracter regulado. La deteccion
oportuna, incluyendo en sus estados inmaduros
contribuye a reducir el ingreso a una regién, su
dispersion y establecimiento.

Los iniciadores utilizados estan recomendados
para especies de Thripidae. Con estos iniciadores
se observa un fragmento sencillo de la region
ITS2 del rDNA. El tamafio de los fragmentos o
bandas para cada especie son facilmente
identificables, ya que van de 588 pb para T. palmi
(Fig. 1), 475 pares de bases (pb) para F.
occidentalis (Fig. 2) y de 521 pb para T. tabaci
(Fig. 5). Lo anterior coincide con los resultados
obtenidos por Toda y Komazaki (2002) y los
reportados por la OEPP/EPPO (2006).

Figura 2. Producto de PCR en gel de agarosa al
1.5 %. Carriles: 1. Marcador de peso molecular de
1000 pb; 2 Testigo negativo; 3, 4, 6 y 7. Thrips
palmi; 5. Frankliniella occidentalis y 8. Testigo
positivo.

-
Y =
500 = :SS f)t

La deteccion de T. palmi se pudo realizar con un
individuo y en mezcla con otro trips en proporcién
1:1, en este caso, se probd en mezcla con
Gynaikothrips ficorum Marchal (Fig. 3). Este
resultado es de vital importancia para realizar el
diagnostico en esta especie de interés econémico
(Kox et al., 2005; Walsh et al., 2005; Sabahi et al.,
2017).

Figura 3. Producto de PCR en gel de agarosa al
1.5 %. Carriles: 1. Marcador de peso molecular de
1000 pb; 2. T. palmi larva (1 individuo). 3. Thrips
palmi adulto. 4. Thrips palmi adulto (1:1 con
Gynaikothrips ficorum) y 5. Frankliniella
occidentalis adulto (1:1 con Gynaikothrips
ficorum).
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588 pb.
475 pb.

Los resultados en el producto de PCR para cada
una de las especies T. palmi, T. tabaci, y F.
occidentalis, fueron los mismos sin importar sexo
y/o estado bioldgico (Fig. 4) (Hettiaratchi et al.,
2000; Priti et al., 2020; Sabahi et al., 2017).

Figura 4. Producto de PCR en gel de agarosa al
1.5 %. Carriles: 1. Marcador de peso molecular de
1000 pb; 2. DNA de Thrips palmi obtenido por
método directo de adultos; 3. DNA de Thrips
palmi obtenido por método rapido de larvas; 4.
Positivo de Thrips palmi DNA por el método
Plant-DNA-Zol®; 5. Positivo de Thrips palmi; 6.
Testigo negativo.

P )| -
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(o)
o

El analisis de la OEPP/EPPO (2006), mencionan
como desventaja el uso de los iniciadores
especificos para la familia Thripidae, propuestos
por Toda y Komazaki (2002), pero que no son
especificos para T. palmi. Sin embargo, en la

e-ISSN: 2448-4776
https://doi.org/10.53749/fem.2024.10.02

presente investigacion se evidencio como ventaja,
ya que permite identificar de forma sencilla,
rapida 'y precisa especies de Thripidae,
diferenciados por el tamario del fragmento (Inoue
y Sakurai, 2007; Sabahi et al., 2017). Mas aun,
que se puede discriminar a T. palmi de otros trips
que no son de interés economico (Villegas, 2005).
Por la importancia de T. palmi y con el objeto de
limitar su ingreso a una region, area o Pais, es
fundamental que el diagnodstico sea eficiente,
rapido y accesible econémicamente, es decir, con
un par de iniciadores determinar la mayor
cantidad de especies, en este caso de especies de
Thripidae. Las especies T. palmi y T. tabaci tienen
semejanzas en cuanto a caracteristicas
morfoldgicas, tanto de larvas como de adultos. Es
dificil discriminar especies de trips en los
primeros estados larvales, sin embargo, mediante
la técnica de PCR es posible diferenciarlas (Toda
y Komazaki, 2002; Kox et al., 2005; Walsh et al.,
2005; Herrera-Vasquez y Barba-Alvarado, 2013),
ya gue sus fragmentos difieren en peso con 67 pb
(Fig. 5). Basado en el peso molecular de las
bandas y con el uso de un marcador de peso
molecular de 100 pb, se identificaron con
facilidad las dos especies.

Figura 5. Producto de PCR en gel de agarosa al
1.5 %. Carriles: 1. Marcador de peso molecular de
100 pb; 2. Thrips tabaci; 3. Thrips palmi; 4.
Testigo negativo.

Pb

600
500
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Toda y Komazaki (2002), sugieren el uso de la
enzima de restriccion Rsa I, para discriminara T.
palmi de otras especies de Thripidae como T.
tabaci. Estas dos especies se pueden separar con
facilidad con el producto de PCR (Figura 5), sin
hacer uso de enzimas de restriccion. Algo
importante a considerar es que en México
generalmente las muestras que proceden de la
zona donde se presenta este trips, no se observan
colonias mixtas de T. palmi y T. tabaci, pero si de
T. palmi y Frankliniella spp. Esto Gltimo resulta
de relevancia, sobre todo cuando en el comercio
de productos o subproductos agropecuarios se
encuentran estados inmaduros de trips y requiere
identificar principalmente plagas de interés
econdmico.

AFLPs: La accién de la enzima Taq | sobre el
producto de PCR de T. palmi, mostré una
diferenciacion clara entre las dos especies
(Cuadro 1), se digirié en seis fragmentos con uno
en particular de 500 pb, y T. tabaci se digirio en
cinco fragmentos con uno particular de 75 pb (Fig.
6).

La accion de la enzima Hae 111 sobre el producto
de PCR de T. palmi result6 en cinco fragmentos,
con uno en particular de 200 pb y para T. tabaci
se obtuvieron tres fragmentos (Cuadro 1). Toda y
Komazaki (2002), reportan digestion con la
enzima Taq | para T. palmi.

Figura 6. Producto de la digestion en gel de
agarosa al 2%. Carriles: 1. Marcador de peso
molecular 100 pb; 2. Thrips palmi con enzima Taq
I; 3. Thrips tabaci con enzima Taq I; 4. Thrips
palmi con enzima Hae IlI; 5. Thrips tabaci con
enzima Hae III.

200
100

50

La técnica RFLP se constituydé como evidencia
adicional para discriminar a T. palmi de T. tabaci,
sin embargo, se consideraria un procedimiento
opcional, ya que con el método de PCR propuesto
en la presente investigacion se pueden separar
estas dos especies (Kox et al., 2005; Walsh et al.,
2005). Un diagnoéstico réapido en trips de
importancia econdmica, o bien en el caso de
especies con regulacion fitosanitaria, contribuira
a un eficiente manejo de éstas (Toda y Komazaki,
2002; OEPP/EPPO, 2006; Kox et al., 2005;
Walsh et al., 2005; Herrera-Vasquez y Barba-
Alvarado, 2013). Por lo que el método sugerido
en el presente trabajo se evalué con muestras
ciego y fue posible identificar a T. palmi y T.
tabaci (Fig. 7).

Figura 7. Producto de PCR en gel de agarosa al
1.5 %. Carriles: 1. Marcador de peso molecular
de1000 pb; 2. Muestra ciega; 3. Positivo de Thrips
palmi; 4. Positivo de Thrips tabaci; 5. Testigo
negativo.

Cuadro 1. Tamafio de fragmentos amplificados por ITS2 y resultado de la digestion de las enzimas TAQ

Iy HAE IlI.
Especie ITS2 (Frag. pb) Enzima TAQ | Enzima HAE 1l
Thrips Palmi 588 500, 400, 250, 200, 100, 50 500, 400, 200, 150, 60
Thrips tabaci 521 400, 250, 200, 100, 75 400, 150, 60
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Las secuencias obtenidas de las diferentes
especies de trips, fueron comparadas con las
secuencias disponibles en el banco de genes del
Centro  Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI) mediante la alineacion de
las secuencias usando Clustal W y MegAling del
programa DNAstar. Los resultados indican una
identidad de 99% con secuencias de T. palmi
(NUmero de acceso EU35758), 99% de identidad
con T. tabaci (NUimero de acceso EU35759) y
92% de identidad con F. occidentalis (NUmero de
acceso EU382088).

Analisis  Filogenético: Para la relacién
filogenética se utilizd6 a Gynaikothrips ficorum
(Marchal), como grupo externo, perteneciente a la
familia Phlaeothripidae (Mound, 2007) cuyo
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numero de acceso en el NBCI es EF468721 (Fig.
8).

El dendrograma indica un origen comun entre las
tres especies, donde se observa una relacion
genética cercana como puede ser el pertenecer a
la misma tribu Thripini. Ademas, existe una
probabilidad del 77% de que las secuencias de
nucleotidos provenientes de T. palmi y T. tabaci,
alimentadas al software siempre formen un clado
(Fig. 8).

También se puede apreciar la divergencia y
similitud entre estas tres especies de trips (Cuadro
2). La amplificacion molecular, el AFLPs, el
analisis filogenético, asi como las muestras ciegas
empleadas dan robustes al método rapido de
identificacion y discriminacion de T. palmi de
otras especies de trips.
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Figura 8. Relacion filogenética entre las tres especies de trips.
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Cuadro 2. Porcentaje de similitud y de divergencia. “Pair Distances of Untitled Clustal W

Slow/Accurate, IUB)” generado del software DNAstar.

Porcentaje de similitud

.g T. palmi F. occidentalis T. tabaci
= T. palmi ol 39.8 50.7
2 F. occidentalis 100 fololol 50.8
-E T. tabaci 79.2 64.0 folaiaia
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