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RESUMEN: Con € objetivo de evaluar la eficiencia de la extraccion del ADN genémico a partir
de insectos del Orden Thysanoptera, se evaluaron tres protocolos. Como material se utilizaron
adultos de los géneros Frankliniella Karny y Thrips Linneaus conservados en etanol al 70%. La
eficiencia se midi6 a través de la amplificacion de la region ITS en una PCR multiplex, utilizando
los cebadores ITSL, ITS2, CS249 y CS250. El producto de la PCR se separ6 por electroforesis en
un gel de agarosa al 1% . Se demostré que a partir del protocolo de Aljanabi y Martinez no hubo
amplificacion, mientras que con los protocolos de Rugman y Moritz se obtuvieron patrones de bandas
nitidas, lo que demuestra que ambos procedimientos pueden ser utilizados para realizar las
extracciones de ADN.
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EVALUATION OF THREE DNA EXTRACTION PROTOCOL FORINSECTSFROM THE
ORDER THYSANOPTERA

ABSTRACT: Three protocols were tested to evaluate the efficiency of the genomic DNA extraction
from insects of the Order Thysanoptera. Ethanol preserved adults of the Genera Frankiniella Karny
and Thrips Linneaus were used as the material for the extraction. The efficiency was measured
through the amplification of the ITS region in a multiplex PCR assay using the primers ITS1, 1TS2,
CS249 and CS250. The PCR product was separated by electrophoresis on 1% agarose gel. It was
demonstrated that no amplification was obtained following the protocol of Aljanabi and Martinez,
wher eas the protocols described by Rugman and Moritz showed well defined band patterns,
suggesting that both procedures can be used for the DNA extractions.
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El orden Thysanoptera comprende alrededor de
6000 especies, de las cuales unas pocas constitu-
yen serios problemas como insectos fitdfagos para la
agricultura en varios paises del mundo y de ellas 10
especies estan reconocidas como vectoras de
tospovirus (1, 2, 3, 4, 5).

Un requisito fundamental tanto para la cuarentena
vegetal, como para el disefio de un programa de mane-
jo es larapida identificacion de la plaga. Habitualmen-
te la identificacion hasta género se realiza a través de
caracteres morfologicos. Sin embargo, llegar a un diag-
néstico hasta nivel de especie es bastante dificil, ya
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gue los caracteres utilizados en la taxonomia muchas
veces se ven afectados por las condiciones climéticas,
la manipulacion de losindividuos, ademas de la nece-
sidad de personal capacitado y claves taxonémicas
gue a menudo se dificultan (6,7,8).

Los primeros estudios de las técnicas moleculares
basados en ADN han sido superados por el uso de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), la que
puede desarrollarse con pequerias cantidades de ADN
y en ocasiones hasta con solo un individuo, aspecto
positivo para este grupo de insecto, el cual a menudo
se encuentra formando complejos de especies en las
plantas (9). Otra ventaja de estos métodos es la posi-
bilidad de realizar el diagndstico en estadios tempranos
o inmaduros del insecto. Esta identificacion temprana
y certera de especies de thrips es importante para la
cuarentena vegetal, debido a que por su tamafio dimi-
nuto a menudo pasan inadvertidos a través del comer-
cio de vegetales, frutas y plantas ornamentales, espe-
cialmente en sus estadios larvales. También se requiere
una rapida identificacion en los programas de control,
particularmente para aquellas especies de trips que
han adquirido resistencia a los insecticidas (10, 11).

La utilizacion de protocolos de extraccion adecua-
dos que permitan obtener la cantidad necesaria de ADN
y con la calidad adecuada son las bases para el desa-
rrollo de estas técnicas. El objetivo de este trabajo fue
evaluar tres protocolos de extraccion de ADN gendmico
para insectos del orden Thysanoptera a partir de la
ejecucion de una PCR con cebadores especificos para
el Orden tomando como dianalaregion ITS.

Las extracciones de ADN gendmico se realizaron
tomando como material adultos de los géneros
Frankliniella Karny y Thrips Linneaus conservados
en etanol al 70%.

La extraccion de ADN gendmico se realizo utilizan-
do tres protocolos diferentes descritos por los siguien-
tes autores: Rugman et al., (12), Moritz et al., (13) y
Aljanabi y Martinez (14).

Por cada protocolo se realizaron tres extracciones
de ADN a modo de réplicas. Para seleccionar el méto-
do de extraccion mas adecuado para la identificacion,
todas las réplicas se sometieron a la amplificacion por
PCR. Para ello se tom6 como diana la region ITS en
una PCR multiplex, en la cual se utilizaron los
cebadores ITS1, ITS2, CS249 y CS250; CS249 (5 -
TCGTAACAAGGTTTCCG-3") complementado con ITS1
(5"-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3") y ITS2 (5-
TGTGAACTGCAGGACACATG-3") complementado con
CS250 (5"-GTTRGTTTCTTTTCCTC-3') (15).
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La PCR se realiz6 en un volumen de 25 pL que
contenia: 1mM de Buffer PCR (10X), MgCl, 2.5mM,
dNTP 0.2mM, cebadores 0.2mM, Tag polimerasa 1U
y 2uL de ADN.

Las muestras se amplificaron en un termociclador
(M.J. Research Inc., modelo PTC-100), con las siguien-
tes condiciones: desnaturalizacién inicial a 95°C por 3
min., 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 1 min.,
alineamiento a 54°C por 1 min., extension a 72°C por
1 min. y 45 seg., finalmente 1 ciclo de extension pro-
longada a 72°C por 15 min. En todos los casos se
conté con un control positivo (Darvulus maidis Delong
y Wolcocott) y como control negativo la mezcla de
reaccion sin ADN.

Las electroforesis de los productos de la PCR se
realizaron en un gel de agarosa al 1% utilizando la
solucion amortiguadora TBE 1X (16). La talla de las
bandas fue comparada con el marcador 1 Kb plus DNA
Ladder (Invitrogen Life Technologies). Entodos los ca-
sos se tomaron fotos con el sistema de foto-documen-
tacion EDAS version 3.5 (Kodak) para su posterior
analisis.

En el diagndstico molecular, a pesar de su aparen-
te sencillez, a menudo existen problemas con el rendi-
miento y la calidad del ADN obtenido, encontrandose
posibles contaminantes, degradaciones parciales del
acido nucleico, asi como protocolos de extraccién con-
sumidores de tiempo. De ahi que resulte esencial dis-
poner de un protocolo adecuado que cumpla con los
requisitos necesarios para una buena amplificacion.

En la Figura 1, se muestran los resultados de la
evaluacion por PCR de los ADN genémicos obtenidos
a partir de los tres protocolos de extraccion de ADN de
insectos del orden Thysanoptera, a través de la sepa-
racion de los productos de la amplificacion en geles de
agarosa. De los tres protocolos evaluados, enlos de
Moritz et al. (13) y de Rugman et al. (12) se obtuvie-
ron patrones de bandas nitidas.

Sin embargo, no se observé amplificacion del ADN
obtenido por el protocolo de Aljanabi y Martinez (14),
proceso que se pudo ver afectado por la alta concen-
tracion de sales que se utiliza para la precipitacion del
ADN. Estos resultados coinciden con los estudios rea-
lizados por Lopera-Barrero et al., (17), quienes solo
obtuvieron resultados positivos en las amplificaciones
cuando realizaron modificaciones al protocolo de
Aljanabi y Martinez, las cuales consistieron en la adi-
cién de ARNasa a las muestras y tratamiento con fenol
en la extraccion de ADN gendmico de diferentes 6rga-
nos de peces. Segun estos autores, las muestras tra-
tadas con ARNasa mostraron un ADN libre de ARN, lo
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FIGURA 1. Electroforessen gelesdeagarosa

delosproductosdelaPCR delosADN obte-

—1664 pb nidos por tres protocolos diferentes./

Electrophoresis on agarose gel of the PCR

— 950 pb productsfromthe DNA obtained by thethree
extraction protocols.

_ —B682pb  Leyenda: M marcador 100 pb, Lineas 1-4

Rugman (1), Lineas5-8 Moritz (1), lineas9-12
Aljanabi y Martinez (111). Lineas 1-2; 5-6 y 9-
10 Género Frankliniella; Liness, 3-4; 7-8y
11-12 Género Thrips.

gue contrasto con los resultados obtenidos en mues-
tras sin tratar, donde el ADN extraido mostro alta pre-
sencia de ARN, pudiendo interferir en la correcta
cuantificacion y amplificacion del ADN. Es posible que
la modificacion realizada por estos autores haya mejo-
rado los resultados, debido a que con esta adicion
deben incluirse nuevos pasos de precipitacion y lava-
dos del ADN con etanol, los cuales pudieron influir en
la obtencién de un extracto con mayor pureza y me-
nos contaminantes que interfirieran en la PCR.

El protocolo de Rugman et al. (12) es un método no
destructivo y nos permite, ademas de realizar la ex-
traccion del ADN, utilizar el insecto para estudios
taxondmicos a través de caracteres morfologicos, asi
como el posterior depdsito del espécimen en una co-
leccién determinada. Sin embargo, tiene como limita-
cién que consume mucho tiempo.

El protocolo de Moritz et al. (13), tiene la desventa-
jaque es un método destructivo y no permite la corre-
lacion del resultado a nivel molecular con la morfologia
del espécimen estudiado. No obstante, es un método
bastante rapido, sencillo, lo que permite procesar un
gran nimero de muestras y dar resultados fidedignos
en un corto tiempo. Estas ventajas indican claros be-
neficios en la confeccion de estrategias y la toma de
decisiones para el diagnéstico molecular y el control
de las poblaciones exdticas como los thrips.

Estos dos tltimos protocolos pueden utilizarse para
realizar extracciones de ADN de thrips, con la sufi-
ciente calidad y cantidad para ser utilizados en las

diferentes técnicas moleculares, para la identificacion
ylo caracterizacion de especies, ya sean exéticas o
introducidas a través del comercio. La utilizacion de
uno u otro esta en dependencia de la cantidad de ejem-
plares y de la urgencia de la identificacion. Estos re-
sultados constituyen los primeros intentos satisfacto-
rios en la obtencién de ADN de poblaciones cubanas
de este Orden, sentando las bases para futuros estu-
dios de diagndstico, identificacion y variabilidad
genética.
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