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RESUMEN

La identificacion de las avispas parasitoides del género Trichogramma es dificil debido a su tamafio
pequefio y a la plasticidad de sus caracteristicas morfolégicas. La morfologia de genitalias y antenas de
los machos es de utilidad para determinar las especies, sin embargo esto representa un problema en
particular cuando las especies se reproducen por partenogénesis. El objetivo del presente trabajo fue
identificar a nivel molecular especies cripticas de Trichogramma de importancia agricola en México. Se
identific a las especies cripticas T pretiosum, T. fuentesi y T. exiguum, asi como a las no cripticas 7.
atopovirilia y T. pintoi. Se construyé una clave dicotdmica de identificacion, basada en el tamaiio del
espaciador transcrito interno 2 (ITS2) del DNA ribosomal amplificado por PCR, y el polimorfismo en
la longitud de los fragmentos de restriccion entre las especies. Las regiones ITS2 fueron secuenciadas
y comparadas con secuencias de GenBank, se calcularon los porcentajes de similitud y divergencia entre
las especies. Esta herramienta molecular puede resolver-la identificacion de especies cripticas presentes
en México.

Palabras clave: Trichogramma, especies cripticas, identificacion, PCR-RFLP, ITS2.

ABSTRACT

Trichogramma parasitic wasps often are cryptic species and can not be distinguished because of
their small size and the plasticity of their morphological traits. The species identity of Trichogramma
has been based on the morphology of the male genitalia and flagellar structures, this presents a
particular problem for parthenogenetic forms. The objective here was to identify by molecular
methods cryptic species of Trichogramma occurring in agricultural fields of Mexico. We identified
the cryptic species T. pretiosum, T. fuentesi 'y T. exiguum, and the non cryptic species 7. atopovirilia
y T. pintoi. A identification dichotomous key to species was constructed using as taxonomic
characters the size of the internal transcribed spacer 2 (ITS2) region of ribosomal DNA and the
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Identificacion morfolégica de las especies. Con el objetivo de determinar la
presencia de especies cripticas en las muestras de campo y de insectarios de
reproduccion comercial, se hizo una identificacion inicial por analisis morfologico en
la Coleccion de Insectos Benéficos Entomofagos (CIBE) de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon, utilizando la clave de Pinto
(1998), y fue confirmada por el Dr. Richard Stouthamer de la Universidad de
California en Riverside, quien utilizando especimenes de las mismas muestras,
amplifico por PCR la region ITS2 del DNAr e hizo la secuenciacion y alineamientos
con las secuencias de especies conocidas.

Extracciéon de DNA. El DNA se extrajo mediante el procedimiento descrito por
Pinto et al. (2002), modificado de la siguiente manera: un especimen de cada muestra
se agitd en 0.5 ml de TAE durante 30 minutos, posteriormente se incub6 en 100 ul
de Chelex-100 al 5% (Bio-Rad Corp.), con 3 ul de proteinasa K (Promega) (20
mg/ml) para desintegrar las proteinas extracelulares. La incubacion se llevo a cabo
durante una hora a 56°C, con agitacion en vortex cada 15 minutos. Finalmente se
incubo a 95°C durante de 10 min.

Amplificacion por PCR. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizo
en volimenes de 25 pl. Se utilizé un termociclador marca ThermoHybaid, 2.5 ul de
DNA, 2.5 pl de buffer PCR, 0.5 ul de una mezcla de dNTP’s (desoxinucleotidos
trifosfatados) (10 mM cada uno), 0.3 ul de cada oligo (10 ng), 0.3 ul de enzima Taq
DNA polimerasa (5 unidades/ pl), y 17.5 ul de agua destilada estéril (Pinto et al.
2002). La region ITS2 se amplificO mediante los oligos citados por Campbell et al.
(1993) con la modificaciéon de Ciciola Jr et al. (2001), por ser especificos para
Trichogramma: 5°-TGTGAACTGCAGGACACATG-3’ localizado en la region 5.8S
del DNAr, y 5’-GTCTTGCCTGCTCTGAG-3’ localizado en la region 28S del
DNAr. El programa térmico usado fue de 3 min a 95°C seguidos por 33 ciclos de
45 sa92°C, 45 s a 53°C, y 45 s a 72°C con 3 min a 72°C después del altimo ciclo.
Los productos de PCR fueron separados por electroforesis en geles de agarosa 1%,
con un marcador de peso molecular ladder 100 (Promega). Los geles fueron tefiidos con
bromuro de etidio, visualizados en un transiluminador de luz UV y fotografiados
con una camara Polaroid.

Analisis de restriccion. El analisis se realizo con las enzimas EcoRI y Alul
(Promega). Las digestiones se realizaron en volumenes de 20 pl conteniendo 15 pl
de producto de PCR, 2 ul de bufer de restriccion, 0.1 mg/ml de albumina de suero de
bovino (BSA) y 1 pl de cada enzima. Las reacciones se incubaron a 37°C durante
toda la noche. Los fragmentos se separaron por electroforesis en geles de
Poliacrilamida 5%, utilizando un marcador de peso molecular ladder 100 (Promega),
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tefiidos con bromuro de etidio, visualizados en un transilumninador de luz UV y
fotografiados con una cadmara Polaroid. Los fragmentos de restriccion se compararon
por la distancia de migracion en el gel.

Clave molecular. La clave molecular para la identificacion de las especies de
Trichogramma en estudio fue construida con base en el tamafio de los productos de
PCR de la region ITS2 del DNAr, las especies con tamafios similares en los
productos de PCR fueron distinguidas por los patrones de bandeo de los fragmentos
de restriccion originados con las enzimas EcoRIl y Alul. Ademas, debido a su
presencia en México, en la clave se incluyeron a las especies T. minutum y T.
platneri, las secuencias del ITS2 fueron obtenidas de Genbank (claves de acceso
AY374439 y AF408657 respectlvamente) y analizadas en el paquete DNA strider
1.0 (Christian Marck).

Analsis de secuencias. Se enviaron productos de PCR de todas las muestras, para ser
secuenciados en el Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados (CINVESTAV)
Unidad Irapuato. Los productos de PCR fueron directamente purificados con el
sistema de Wizard® PCR prep, (Promega) y secuenciados por el método de Sanger,
“Método del Dideoxi Terminal”, en un secuenciador ABI PRISM, 3700 DNA
ANALIZER de Applied Biosystems. Las secuencias se editaron con el programa
Editseq y alinearon con el programa MegAlign, ambos del paquete Winstar
(DNASTAR Inc., Madison, Wis.). Se calcularon los porcentajes de similitud y
divergencia entre ellas y con las secuencias reportadas para especies de
Trichogramma en GenBank (http://www.ncbi.nih.gov/) (Cuadro 1).

Cuadro 1
Claves de acceso de secuencias del ITS2 de Trichogramma obtenidas en GenBank,
comparadas con las secuencias obtenidas durante este estudio.

Especie Clave de las secuencias de Genbank

T. pretiosum AY 182772, AY 187260, AY 187259

T. fuentesi AY182765

T. exiguum AY 182769

T. atopovirilia AY182758, AY 182759

T pintoi AF043622, AY 182757, DQ137262, DQ137261
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RESULTADOS

Las especies cripticas obtenidas tanto de campo como de laboratorios de
reproduccion masiva, fueron 7. pretiosum, T. fuentesi y T. exiguum. Asimismo, se
encontro a las especies no cripticas T. atopovirilia solamente en campo y T. pintoi de
una muestra de laboratorio (Cuadro 2).

Cuadro 2
Especies de Trichogramma de Campo (C) y Laboratorios (L) de la Republica Mexicana.

Estado T. pretiosum T. fuentesi T. exiguum T. atopov. T. pintoi

C L C L C L C L
-

Aguascalientes X

Chiapas X

Chihuahua X

Coahuila X X X X

Colima X X

Durango X

Guanajuato X X X

Jalisco X

Michoacén X

Morelos X

Nuevo Leon X X X X

Nayarit X X X

San Luis P. X

Sinaloa X X

Sonora X X

Tamaulipas X X

Veracruz X X X X

Zacatecas X X X
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El analisis de restriccion con el paquete DNA strider 1.0, de las secuencias de 7.
minutum y T. platneri, evidencio un sitio de corte con EcoRI en las secuencias de
ambas especies, con fragmentos de 281 y 249 pb, mientras que con Alul se
obtuvieron cuatro fragmentos (Cuadro 3). En el cuadro 4 se muestra la clave de
identificacion de las especies de Trichogramma en estudio; la discriminacion que se
origind con el tamaifio de los productos amplificados por PCR, y por la longitud de
los fragmentos en el analisis de restriccion.

Cuadro 3
Tamarios de los fragmentos originados por la digestion de la region ITS2 del DNAr, con las
enzimas de restriccion EcoRI y Alul.Y 4

Especie Producto de PCR EcoR1 Alul

"
T. pretiosum 520 - 350, 106, 34,20, 10
T. fuentesi 553 290, 263 270, 136, 82,45, 20
T. exiguum 493  emeeee 315,122,44,12
T. atopovirilia 669 0 e 310, 250, 89, 20
T. pintoi 698 400, 298 342, 270, 83
T. minutumy T. platneri 530 281, 249 264, 82, 126,58

Las secuencias obtenidas de 7. fuentesi fueron 100% similares a la unica
secuencia reportada para esta especie en Genbank, mientras que las demas especies
variaron de 85.7 a 99.8% de similitud con las secuencias correspondientes. Los
porcentajes de divergencia fueron de 0% con T. fuentesi, hasta 6.2% con T.
atopovirilia (Cuadro 5)

Al analizar las secuencias de la region ITS2 del DNATr, se observo que a nivel
intra-especie T. fuentesi fue la mas similar con un 100% de similitud entre las
secuencias comparadas, para T. pretiosum los porcentajes variaron de 96.0 a 99.8,
para T. exiguum los valores fueron de 97.5 a 99%, mientras que 7. atopovirilia
presento los porcentajes mayores de divergencia, que variaron desde 1.0 a 6.2%, con
una similitud de 84.8 a 97.4%.

Los porcentajes de similitud inter-especie variaron, 7. atopovirilia presentd la
menor similitud con respecto a las demas especies con porcentajes de 30.8 a 43.7%,
lo que coincide al ver que esta especie presentd datos de divergencia superiores al
50% con T. pretiosum, T. fuentesi, T. exiguum y en tanto que 7. pretiosum'y T. fuentesi
son las mas similares entre ellas, con un 84.5% (Cuadro 6).
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Cuadro 4
Clave de identificacion de las especies de Trichogramma, con base en los tamafios de los
productos de PCR del ITS2, y los fragmentos de restriccion con las enzimas EcoRI y Alul.

Clave a especies con base en la region ITS2 del DNAr

1 Producto PCR > 553 pb 2
Producto PCR < 553 pb 3
2 Producto de PCR sin digestion con EcoR1 T. atopovirilia
Fragmentos con EcoRI (400 y 298 pb) T. pintoi
3 Producto de PCR con un sitio de corte con EcoRI 4
Producto de PCR sin digestion con EcoRI 5
4 Fragmentos con EcoRI (290 y 263 pb) T. fuentesi

Fragmentos con EcoRI (281 y 249), y con la enzima

Alul (264, 82,126 y 58 pb) —- T. minutum o T. platneri
5 Producto de PCR de 5200 522 pb T. pretiosum
Producto de PCR de 493 pb T. exiguum
DISCUSION

Laregion ITS2 del DNAr es de utilidad para la identificacion de especies cripticas
(Stouthamer et al. 1999), las secuencias y el andlisis de restriccion resuelven las
limitaciones que existen en la identificacion morfoldgica, principalmente porque se
puede llevar a cabo en machos y hembras, sin importar la dificultad que tiene el
observar las diminutas caracteristicas morfoldogicas (Pinto et al. 2002). En este
estudio se identificO mediante la comparacion de las secuencias y analisis de
restriccion del ITS2 del DNAr a las especies cripticas 1. pretiosum, T. fuentesi y T.
exiguum, asi mismo, se propone una clave para identificar a estas especies, y donde
se incluye a T. minutum y T. platneri. La reproduccion comercial de 7. minutum y T.
platneri en México, asi como el reporte de Pinto (1998) sobre la presencia bajo
condiciones naturales de 7. minutum en nuestro pais, fue importante en la decision de
incluir a estas dos especies en la clave. Pinto (1998) menciona que 7. minutum y T.
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Cuadro 5

Porcentajes de similitud y divergencia entre las secuencias de la region ITS2 del DNAr de las
cinco especies identificadas, con secuencias reportadas en el Genbank.

Especie Claves de acceso Porcentajes Porcentajes
Genbank de similitud de divergencia

T. pretiosum AY182772 96.0-96.0 1.0-1.5
AY187260 98.0-98.8 1.0-1.7
AY187259 99.2-99.8 0.2-0.7

T. fuentesi AY182765 - 100-100 0-0

T. exiguum AY182769 97.5-97.9 1.0-1.3

T. atopovirilia AY182758 85.7-90.1 3.8-6.2
AY182759 86.2-97.4 0.8-4.0

T. pintoi AF043622 98.2 1.4
AY182757 99.0 0.7
DQ137262 98.2 0.7
DQ137261 98.0 0.3

Cuadro 6

Porcentajes de similitud y divergencia inter-especie de las secuencias de la region ITS2 del DNAr.

Especie

T. pretiosum
T. fuentesi

T. exiguum

T. atopovirilia

T. pintoi

Similitud

33.3 (T atopov)-84.5 (T. fuente)
32.9 (T. atopov)-84.5 (T. pretio)
31.0 (T atopov)-81.7 (T. fuente)
30.8 (T. exiguu)-43.7 (T. pinto)

40.4 (T. atopov)-47.0 (T. fuente)

Divergencia

10.5 (T. exiguu)-51.7 (T. atopov)
11.1 (T. exiguu)-53.4 (T. atopov)
10.5 (T. pretio)-53.5 (T. atopov)
49.7 (T. pretio}-53.5 (T. exiguu)

36.3 (T. pretio)-53.5 (T. exiguu)

10
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platneri son morfolégicamente iguales. Con respecto a la identificacion molecular de
estas especies, Stouthamer et al. (2000) no encontraron diferencias en las secuencias
del ITS2, razén por la cual en la clave propuesta no se pueden separar. Borghuis et
al. (2004) pudieron diferenciarlas gracias a la variacion que presenta la secuencia del
gen Citocromo Oxidasa II del DNA mitocondrial.

Durante esta investigacion, también se identifico a T. pintoi y T. atopovirilia.
Ambas especies presentan caracteristicas morfologicas relativamente faciles de
diferenciar, aunque T. pintoi puede ser confundida con las especies europeas T. buesi
y T. bourarachae, mientras que T. atopovirilia es morfolégicamente distinta y
facilmente diferenciada de todas las especies descritas (Pinto 1998), sin embargo, fue
importante incluir a estas dos especies en los analisis moleculares realizados, debido
a su presencia en México.

El uso de la clave molecular elaborada con base en los tamaiios de los productos
de PCR de la region ITS2 del DNAr, asi como su digestion con las enzimas de
restriccion EcoRI y Alul puede incrementar la precision en las especies liberadas.
Pinto et al. (2002) elaboraron una clave dicotomica basada en los tamarios del ITS2
amplificados por PCR, y digeridos con las enzimas de restriccion EcoRI y Msel,
logrando identificar a diez especies entre las que incluye a T. pretiosum y T. exiguum.
Para la elaboracion de la clave aqui presentada, fue suficiente utilizar EcoRI, para
identificar a T. fuentesi y T. pintoi, mientras que T. pretiosum, T. exiguum y T.
atopovirilia no presentan el sitio de digestion de esta enzima, lo que se convierte en
una caracteristica mas de identificacion, en combinacion con el tamafio del producto
inicial de PCR.

Almeida & Stouthamer (2004) emplearon los tamaifios de los productos de PCR
del ITS2, y las enzimas de restriccion EcoRI, Msel y Mael para elaborar la clave
molecular de identificacion de las especies T. esalqueanum, T. exiguum, T. pretiosum,
T dendrolimi, T. brassicae, T. fuentesi, T. galloi, T. cacoeciae, T. lasallei, T.
lopezandinensis, T. iracildae, T. rojasi, T. bruni, T. nerudai, T. pintoi, T. acaocioiy T.
atopovirilia, sin embargo resulta de poca aplicacion debido a que incluye diez
especies que no estan presentes en México, y el uso de mas enzimas de restriccion,
lo que la hace poco préctica para su aplicacion con especies mexicanas.

Investigacion similar fue realizada por Silva et al. (1999), quienes elaboraron una
clave molecular con los tamaiios del ITS2 del DNAT, y la digestion con la enzima de
restriccion Mn1l para identificar a las especies presentes en Portugal T. cordubensis,
T. evanescens, T. turkestanica, T. pintoi y T. bourarachae. Silva et al. (1999)
mencionaron que los analisis de restriccion originaron resultados confiables y
repetibles, lo que facilita el uso de las claves dicotémicas basadas en productos de
PCR y fragmentos de restriccion.
~ Otro de los criterios de identificacion de las especies de Trichogramma, fueron los
porcentajes de divergencia y similitud entre las secuencias del ITS2 del DNAr, al
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respecto Ciciola et al. (2001), mencionaron la importancia de tener disponibles las
secuencias de las especies, para determinar la presencia de especies nuevas por la
comparaciéon de secuencias de la poblaciéon. En este estudio los porcentajes de
divergencia inter e intra especie (10.5 a 53.5% y 0.0 a 6.2% respectivamente) fueron
de utilidad para identificar a las especies de Trichogramma. Los porcentajes de
divergencia entre las secuencias, inter e intra-especie obtenidos en esta investigacion
fueron similares al resultado de Walker et al. (2005), quienes analizaron las secuencias
del ITS2 del DNATr de los tricogramatidos Aphelinoidea anatolica, A. turanica, A. roja
y A. zarehi, los porcentajes de divergencia inter-especies que obtuvieron fueron de 31
a 54%, mientras que a nivel intra-especie no hubo divergencia.

Thompson et al. (2003) mencionaron que el ITS2 es de utilidad para identificar
especies de Trichogramma debido a que la variacion en las secuencias intra-especie
es relativamente pequefia en comparacion con la variacion inter-especie, y ademas
porque la mayoria de las especies cripticas presentan variacion suficiente en el ITS2
para ser distinguidas.

Ciciola et al. (2001) enfatizaron la importancia de realizar la identificacion
morfologica de las especies de Trichogramma, previo a la identificacion a través de
métodos moleculares; Silva et al. (1999), mencionan al respecto que los métodos
moleculares no reemplazan a los métodos de identificacion tradicionales basados en
la morfologia, sin embargo, son importantes como herramientas utiles para
identificar a las especies principalmente cuando son cripticas; cuando se tiene el
conocimiento de cuales especies estan presentes en cierta area; cuando es necesario
complementar la identificacion con otros métodos; asi mismo, son de utilidad para
determinar posibles contaminaciones o mezclas de especies en los laboratorios de
reproducciéon masiva y estudios sobre dispersion y evaluacion de parasitoides
liberados en campo o nativos de una region.
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