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RESUMEN. En el presente estudio se amplificd la regién del gen ITS2 mediante la técnica de PCR para la
identificacion del 4caro nemat6fago Caloglyphus mycophagus. A continuacion, se describe la metodologia empleada:
de un espécimen adulto (acaro) de sexo indistinto se realizo6 la extraccion de ADN, la sintesis de oligonucleétidos se
obtuvo mediante la secuencia ITS2 de Sancassania mycophagus y se amplifico por la técnica de Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR), posteriormente el producto de PCR se purificd con un Kit comercial. El fragmento obtenido
por PCR fue secuenciado y analizado mediante el programa Chromas V2.6 para llevar a cabo una bdsqueda de
identidad de las secuencias nucleotidicas en la base de datos del Gen Bank del NCBI utilizando el programa BLAST.
Para el alineamiento de la secuencia se usé el programa CLC Sequence Viewer 7.0. Los resultados del alineamiento
de dicha secuencia muestran un porcentaje de identidad del 99 % con el acaro S. mycophagus = C. mycophagus. Los
resultados del presente estudio podran servir para la identificacion molecular de futuros aislamientos de acaros
nematéfagos. El acaro C. mycophagus es un antagonista natural de nematodos parasitos de plantas y animales
adicionalmente es un depredador potencial para utilizarse como una alterativa de biocontrol de plagas agropecuarias.
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Amplification of the ITS2 gen region through the PCR technique for the identification of
nematophage male Caloglyphus mycophagus (Acari: Acaridae)

ABSTRACT. In the present study the region of the ITS2 gene was amplified by the PCR technique for the
identification of the nematophagous mite Caloglyphus mycophagus. The methodology used is described below: One
adult specimen (mite) of indistinct sex DNA extraction was performed, the synthesis of oligonucleotides was obtained
by the sequence ITS2 of Sancassania mycophagus and was amplified by a Chain Reaction Polymerase (PCR)
technique, then the PCR product was purified with a commercial Kit. The fragment obtained by PCR was sequenced
and analyzed with Chromas V2.6 program to carry out an alignment analysis of the nucleotide sequences in the Gen
Bank database of the NCBI using the BLAST program. Also, was used CLC Sequence Viewer 7.0 for alignment of
the sequence. The alignment results of that sequence shows a 99% of similarity to the S. mycophagus = C. Mycophagus.
The results of the present study may be used for the molecular identification of future isolates of nematophagous mites.
The C. mycophagus mite is a natural antagonist of parasitic nematodes of plants and animals, in addition is a potential
predator to be used as a biocontrol alterative of agricultural pests..

Keywords: Molecular identification, Genomic DNA, depredator, biocontrol.

INTRODUCCION

Los nematodos gastrointestinales (ngi) de rumiantes causan enfermedades que ocasionan un
impacto econémico mundial negativo. En México se han notificado pérdidas de $8,902 millones
de pesos en la ganaderia por los ngi (Rodriguez-Vivas et al., 2017). Hasta la fecha, el uso de
productos de origen quimico (antihelminticos) es la Unica estrategia antiparasitaria. Sin embargo,
el uso indiscriminado de estos productos ha desencadenado la resistencia antihelmintica en
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nematodos de rumiantes. La dependencia de un solo método de control de los ngi, ha demostrado
ser ineficiente. El uso de antihelminticos presenta ventajas y desventajas. Dentro de las desventajas
estos productos causan dafio al medio ambiente y mantos freaticos produciendo un desequilibrio,
ademas de un riesgo ecotoxicolégico al suelo, las plantas y mantos acuiferos ya que algunos
medicamentos pueden ser eliminados en forma activa junto con las heces poniendo en riesgo a
organismos benéficos como los escarabajos estercoleros (Martinez y Cruz, 2009), estos organismos
son fundamentales para la subsistencia de los pastizales, al alimentarse de excretas que los animales
depositan sobre los pastizales, contribuyen a la produccion de materia organica y la cantidad de
elementos minerales disponibles. Los escarabajos desgajan, reparten y entierran las heces,
acelerando el proceso de incorporacion al suelo a la vez lo fertiliza. Sin su actuacién, la
acumulacién de las excretas seria insoportable para los ecosistemas (Martinez y Cruz, 2009;
Lumaret et al., 2012). Bajo este contexto es evidente la busqueda de métodos alternos y sostenibles
que reduzcan el uso de las drogas quimicas. El control biologico utiliza antagonistas naturales que
no afectan al medio ambiente. Dentro de los antagonistas de nematodos se encuentran: virus,
bacterias, insectos, tardigrados, nematodos depredadores de otros nematodos, hongos y acaros
nematofagos (Garcia-Ortiz et al., 2015; Hernandez-Bacao et al., 2015). Los acaros nematdfagos se
encuentran en el suelo y se ha notificado su capacidad depredadora contra nematodos parasitos de
animales y plantas (Aguilar-Marcelino et al., 2014). En el presente estudio se amplifico la region
del gen ITS2 mediante la técnica de PCR para la identificacion del acaro nematéfago Caloglyphus
mycophagus.

MATERIALES Y METODO

Localizacion. El presente estudio se llevo a cabo en el Laboratorio del Centro Nacional de
Investigaciones Disciplinarias en Parasitologia Veterinaria del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (CENID-PAVET, INIFAP) ubicado en Jiutepec,
Morelos, México.

Material biol6gico

Aislamiento de Caloglyphus mycophagus. El aislamiento de C. mycophagus pertenece al
Laboratorio del CENID-PAVET del INIFAP. Los especimenes fueron aislados en el afio 2013 a
partir de muestras de hojarasca y suelo provenientes del poblado de San Juan Tlacotenco, Morelos,
Meéxico y actualmente se mantienen en cultivos puros mantenidos a temperatura ambiente (28 + 2)
(Hernandez-Bacao et al., 2015).

Nematodo Panagrellus redivivus. Los nematodos fueron cultivados en recipientes de plastico
empleando hojuelas de avena y agua como sustrato siguiendo la metodologia descrita por De Lara
et al. (2007). Los cultivos se mantuvieron a temperatura ambiente (25-30 °C).

Cultivo del acaro. Se utilizaron placas de Petri (60 x 15 mm) conteniendo medio agua-agar al
5 %, posteriormente se adiciond un numero indeterminado de especimenes de vida libre de
nematodos P. redivivus como fuente principal de alimento para facilitar su reproduccién e
incrementar la poblacién (Aguilar-Marcelino et al., 2014).

Seleccion de acaros. Se tomo una colonia de acaros C. mycophagus que fue mantenida a 28 °C
con una humedad relativa de 65 % y con ayuda de unas pinzas entomoldgicas se seleccionaron
especimenes adultos bajo un microscopio estereoscopio (10 X) y se colocaron en un tubo se 1.5
ml.

Extraccion de DNA del acaro. De un especimen adulto de C. mycophaga de sexo indistinto se
realizd la extraccion y purificacion de DNAg (DNA gendmico) utilizando el kit comercial DNeasy
Blood & Tissue kit (Marca: QIAGEN, Hilden, Germany) siguiendo las instrucciones y
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recomendaciones del fabricante segun el protocolo: Purification of total DNA from Animal Tissue
(spin- Column Protocol). Una vez obtenido el DNAg del acaro se procedi6 a la determinacion de
la concentracion del DNA (ng/ul) por medicion espectrofotométrica a 260 nm, utilizando el
espectrofotometro NanoDrop-1000® (Thermo Scientific, USA) y se evalud la pureza del DNA de
acuerdo a la relacion A260/A280 de la densidad 6ptica.

Sintesis de oligonucleotidos. Los oligonucle6tidos utilizados en el presente estudio fueron los
reportados por Noge et al. (2005) y posteriormente por Wong et al. (2011), disefiados con base en
la region ITS2 que se encuentra entre las regiones 5.8S (rDNA) y 28S (rRNA), basada en la
secuencia de insectos (Wesson et al., 1992) y modificados para acaros del orden “Astigmata”. Las
secuencias utilizadas fueron: 1) Fw-ITS2: 5’-CGACTTTCGAACGCATATTGC-3’ y 2) Rv-ITS2:
5’-GCTTAAATTCAGGGGGTAATCTCG-3’, los cuales generan un fragmento de longitud de
488 pb.

Amplificacion de la region ITS2 por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Para la
amplificacion del gen ITS2, se preparé una mezcla de reaccion para PCR con un kit comercial a
un volumen final de 20 pl utilizando como templado una concentracion de 100 ng/ul de DNA
genomico del acaro. La amplificacion del fragmento del DNA se realiz6 en un termociclador
Thermal Cycler C100® Touch (BIO-RAD) mediante una desnaturalizacion inicial a 94 °C por 2
min; un ciclado de 35 repeticiones con una desnaturalizacion a 94 °C por 30 s, una alineacion a 56
°C por 30 s, y una extensién a 72 °C por 50 s (Wong et al., 2011; Noge et al., 2005). La
visualizacion del producto de PCR se realiz6 mediante una electroforesis en gel de agarosa al 3 %
teflido con bromuro de etidio, para el cual se utilizé un marcador molecular (MM) de 50 bp (New
England Bio Labs®).

Secuenciacién y andlisis bioinformatico. El fragmento amplificado, producto de la PCR fue
recuperado, purificado y limpiado a través de columnas y soluciones de elucion mediante el Kit
comercial QIAquickPCR Purification Kit (Qiagen, Germany) acorde a las recomendaciones del
fabricante. Una vez purificado, se estim6 la concentracion y pureza del producto a través de
espectrofotometria a 260 nm y una relacion de densidad Optica de 260/280, respectivamente.
Posteriormente, 100 ng del producto se mezclaron con el oligonucleétido sentido (Fw) en un
volumen final de 16 pl. La muestra fue enviada al Instituto de Biotecnologia (IBT) de la
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) para su secuenciacion en un secuenciador
automatico de DNA de 16 capilares (Applied Biosystems, modelo 3130xl). Los cromatogramas
resultantes de la secuenciacion fueron visualizados y analizados mediante el software
bioinforméatico Chromas V2.6. Con la secuencia arrojada se llevd a cabo una busqueda del
porcentaje de identidad nucleotidica en la base de datos del GenBank del NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov) con la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Serch Tool)
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) Asimismo, se realiz6 un alineamiento de la secuencia con el
programa CLC Sequence Viewer 7.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los ensayos de PCR para la amplificacion de un fragmento de la region ITS2 fueron llevados a
cabo a partir de 100 ng/ul de DNAg, encontrandose con valores de pureza de 1.8 a 2.0 de acuerdo
alarelacion de A260/A280 de densidad Optica. La visualizacion del fragmento de interés, se realizo
por electroforesis en gel de agarosa al 3 %, resultando claramente un producto de amplificacion
(amplicdn) correspondiente a 488 pb, debajo de la banda de 500 pb del marcador molecular
utilizado, en la figura 1 se observa el fragmento resultante en pares de bases correspondientes a la
region ITS2 amplificada.
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Figura 1. Fotografia mostrando un gel de agarosa al 3 % con el tamafio de amplicon de la
region ITS2 del 4caro Caloglyphus mycophagus cuya longitud es de 488 pb.

Respecto a la secuenciacion el producto de amplificacion de la regién 1TS2 obtenido por PCR,
fue purificado confirmando la pureza del mismo mediante electroforesis en gel de agarosa y
enviado a secuenciar. El resultado de la secuenciacion confirma que el fragmento de la regién ITS2,
muestra el 99 % de identidad del mismo con la secuencia (GenBank AB105013.1) del &caro
Sancassania mycophaga (= Caloglyphus mycophagus), de acuerdo a un alineamiento y busqueda
de identidad en la coleccidn nucleotidica de la base de datos del NCBI. En la figura 2, se muestra
el resultado del alineamiento entre la secuencia generada por el producto de amplificacién y la
secuencia AB105013.1 reportada en el NCBI.

Sancassania sp. SS67 genes for 5.85 rRNA, ITS 2, 285 rRNA, partial and complete sequence, clone: SS67-1

TTTTAACAACGTGAAGGTTACAGTTATGT Sequence ID: AB105013 1 Length: 433 Number of Matches: 1
TTGTTAGGTATCAAAAATGAAACACCGTA > See 2 more ftle(s)
TGCACTTAAATTCACATTTATGAAATAAA A i o

ange 1: 1to 305 GenBank -;lagh.s
CGTCCAAGCGTGACAAAATGTAGTGACAA Expect  identiies s strand
CATACGTTGTAGGTTAAACTCGGGCATTT 701 bits(379) 0.0 390/395(99%) 2/395(0%) Plus/Minus
TGGCATGTATTGCCAAAAACCCTACATAC Query 13 GAAGGTT-ACAGTTATCTTTGTTAGTATCAMATGMACACCETATECACTTANATT 70
TGAACCGGTGAAGGTTCAGTCACGTAAAA Sojct 395 GAAGGTTAACAAGTTA AGCTATCAARMATSARACACCRTATGLACTTARATT | 336
CCAGTATGAAACCGTCTCTACGCACGTAT Query L AT AT TR THTE A TR T TG 130
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CCAAGGCTGCAATATGCGTACAAAAGTCG
AA
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Figura 2. Las imagenes muestran la secuencia de la amplificaci()n de la region ITS2 y alineamiento con la secuencia
del &caro Sancassania sp. (GenBank AB105013.1.).
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La identificacion de los acaros nematdfagos se basa principalmente en la morfologia tradicional
utilizando claves; sin embargo, la taxonomia molecular utilizando el ADN ribosomal (rDNA)
puede ser particularmente atil en la identificacion rapida y fiable de poblaciones de &caros
nematdfagos (Noge et al., 2005).

En un estudio realizado por Beroiz et al. (2014) utilizaron las secuencias conservadas ITS 1 e
ITS2 para identificar molecularmente a los &caros causantes de alergias en humanos:
Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides Pteronyssinus, Dermatophagoides microceras y
Euroglyphus maynei (Astigmata: Pyroglyphidae), Glycyphagus domesticus y Lepidoglyphus
destructor (Astigmata: Glycyphagidae), Tyrophagus fanetzhangorum, Tyrophagus putrescentiae,
Tyrophagus Longior, Tyrophagus neiswanderi, Acarus farris y Acarus siro (Astigmata: Acaridae)
y Blomia tropicalis (Astigmata: Echymopodidae).

Por otro lado, Che et al. (2016) realizaron la identificacion taxonémica y molecular del &caro
Aleuroglyphus ovatus inicialmente amplificaron la regién espaciadora transcrita interna (ITS2),
mientras que los caracteres morfoldgicos se observaron bajo un microscopio éptico. Los resultados
del BLAST obtenidos a partir del analisis molecular de A. ovatus mostro estar en concordancia con
la identificacién morfoldgica con un 97 % de similitud.

La region ITS2 puede ser aplicada como una herramienta confiable y eficiente para la
identificacion de &caros nematdfagos. El estudio de los acaros nematéfagos es importante para
generar informacion acerca de la capacidad de “depredacion” contra nematodos parasitos.
Asimismo, las técnicas de identificacion molecular como la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) facilitaran la rapida y confiable identificacion del género y especie de futuros
aislamientos de &caros nemat6fagos.

CONCLUSION
Se logr6 amplificar la region del gen ITS2 mediante la técnica de PCR para la identificacion del
acaro nematofago Caloglyphus mycophagus.
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