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RESUMEN. Los insectos constituyen una gran amenaza para las plantaciones forestales, dentro de los principales
descortezadores encontramos a especies de los géneros Dendroctonus spp., e Ips spp., los cuales tienen ciertas
limitantes para su identificacion, como es la mala preservacion de los insectos, asi como el diminuto tamafio, por lo
cual el uso de la PCR es una herramienta (til para la identificacion de los mismos, para llevar a cabo esta técnica la
extraccién de ADN es un paso fundamental, sin embargo es tardada, por tal razon el objetivo de esta investigacion fue
obtener un protocolo rapido para la PCR. Mediante esta técnica se obtuvieron productos de PCR con una banda de
aproximadamente 750 pb, correspondientes al fragmento esperado, por lo tanto al utilizar este método, se ahorra tiempo
y recursos en la identificacion de los descortezadores.
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Fast protocol for identification of molecular bark beetles (Coleoptera: Curculionidae:
Scolytinae)

ABSTRACT. Insects are a major threat to forest plantations within the main barkers we find species of the genera
Dendroctonus spp., and Ips spp., which have certain limitations for identification, such as the poor preservation of
insects and the tiny size, so the use of PCR is a useful tool for identifying them, to carry out this technique a
fundamental step is DNA extraction, but this step it is time-consuming, for this reason the objective of this research
was obtain a rapid protocol for PCR. Mediated this technique PCR products with a band of 750 bp approximately were
obtained, corresponding to the expected fragment, therefore when using this method time and resources are saved in
bark beetle.
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INTRODUCCION

El grupo més importante de los insectos forestales que atacan las coniferas esta constituido por
aquellos que se alimentan del floema y cambium, entre estos se encuentran los descortezadores
(coleopteros), ya que pueden causar la mortalidad de los arboles tanto en bosques como en el
ambiente urbano, esto puede ser un problema; ya que las infestaciones de estos provocan parches
en bosques con arboles de diferentes especies, edades y densidades, por lo cual afectan al
ecosistema a partir de cambios en el paisaje y por lo tanto cambios en la calidad y cantidad de agua
que fluye de las cuencas afectadas. En México entre los géneros mas importantes encontramos a
Dendroctonus spp., Ips spp., Hylesinus sp., Phloeosinus spp., Pseudohylesinus sp., Scolytus spp.,
Hylurgops spp., Pityophthorus spp., Pseudopityophthorus spp., y Pissodes spp. (Cibrian et al.,
1995; FAO, 2009; USDA, 2015). Destaca el género Dendroctonus spp., del cual se conocen 11
especies, estas son las plagas forestales mas dafiinas del pais. Otro género de importancia
econdmica es Ips spp., ya que pueden causar la muerte de los arboles o reducir la calidad de la
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madera. Sin embargo, dentro de estos géneros existen especies de importancia cuarentenaria en
base a normas oficiales NOM-013-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010); NOM-029-
SEMARNAT-2003 (SEMARNAT, 2003); NOM-016-SEMARNAT-2013 (SEMARNAT, 2013),
tales como: Dendroctonus armandi, D. micans, D. murrayanae, D. punctatus, D. rufipennis, D.
simplex y D. terebrans, Ips spp. (excepto Ips bonanseai, I. calligraphus, I. cribricollis, I. confusus,
I. grandicollis, 1. emarginatus, I. hoopingi, 1. integer, I. latidens, I. lecontei, I. mexicanus, I. pini),
Bostrichus capucinus, Dinoderus spp. (excepto D. minutus), Heterobostrychus spp., entre otros.
Las especies cuarentenarias pueden desplazar a las especies nativas, modificar los ecosistemas y
provocar pérdidas econdmicas. Aunque, no todas las especies exdticas se vuelven invasoras de
forma inmediata, sus efectos potenciales son impredecibles y pueden llegar a ser devastadores; por
lo que la defensa mas eficiente es la prevencion (Carlton, 2001; Myers et al., 1998), seguida por la
deteccion y erradicacion temprana. (CONABIO, 2010); por esta razon, se requiere de una rapida y
correcta identificacion taxondmica, para llevar a cabo un adecuado control; sin embargo, la
determinacion taxonémica enfrenta una serie de obstaculos entre los que se encuentran una mala
preservacion de los insectos, pérdida de caracteres, tamafio pequefio (Dowell et al., 1999;
Fernandez, 2003; Lan-Yu, 2010). Por lo cual el uso de herramientas moleculares es de suma
importancia para la acertada identificacion de las mismas. En la actualidad se tratan de establecer
protocolos moleculares para su rapida identificacién, las cuales tipicamente utilizan la reaccion en
cadena de polimerasa (PCR) para amplificar tramos cortos de ADN, los cuales posteriormente se
caracterizan mediante secuenciacion (Armstrong y Ball, 2005; Rugman-Jones et al., 2009). Para
ello se utiliza el gen mitocondrial de la citocromo C oxidasa subunidad I (COIl), el cual se ha
reportado tanto para la identificacion de coledpteros como otros insectos (Zhuang et al., 2011), sin
embargo el paso crucial para el éxito de la PCR es la extraccion de ADN, para lo cual existen
protocolos comerciales y artesanales, pero que su proceso puede tardar horas o incluso dias, lo cual
a la vez afecta la generacion de resultados rapidos del diagndstico de plagas de importancia
cuarentenaria o exaticas, por lo antes expuesto el objetivo de esta investigacion fue generar un
protocolo rapido de PCR para insectos descortezadores.

MATERIALES Y METODO

Material bioldgico. Los insectos fueron proporcionados por la Coleccion Nacional de
entomologia forestal del CENID-COMEF-INIFAP ubicado en la ciudad de México. Se utilizaron
especimenes de Dendroctonus valens LeConte (Curculionidae: Scolytinae) e Ips cribricollis (Eich)
(Curculionidae: Scolytinae) para estandarizar el protocolo. Los ejemplares conservados en alcohol
al 70 %, se enjuagaron tres veces con agua estéril, posteriormente se disectd, se tomé el abdomen
y la cabeza (Fig. 1), cada una se coloc6 en un mortero adicionando 25 ul de agua libre de nucleasas
estéril y se macero hasta obtener una solucion homogénea, luego el contenido se coloc6 en un tubo
eppendorf de 1.7 ml. Posteriormente se realizaron diluciones colocando 2 pl del macerado y 25 pl
de agua libre de nucleasas para ser utilizadas en la PCR.

Preparacion de la mezcla. Se preparo la mezcla de PCR en un volumen final de 25 ul, que
contiene buffer de PCR 1X, 100 uM de dNTP’s, 0.75 mM de MgCl,, 0.4 uM de cada primer, 3 ul
del macerado, 0.1U de Taq polimerasa, agua libre de nucleasas (Promega).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Los primers utilizados fueron LC0O1490 (5°-G
GTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3") y HCO2198 (5" TAAACTTCAGGGTGACCAAAA
AATCA-3) (Folmer et al., 1994) los cuales reconocen al gen Citocromo C Oxidasa, subunidad |
(CQI). El programa de PCR consistio de desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min, seguidos de
5 ciclos de 94 °C por 40 seg, 45 °C por 40 seg, 72 °C 1 min, posteriormente 35 ciclos de 94 °C 40
seg, 51 °C 40 seqg, 72 °C por 1 min y una extension final de 72 °C por 7 min (dnabarcodes, 2011;
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Lopes et al., 2015 modificado Gijén et al., 2016). El producto de PCR se verific6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1 %. El gel se prepar6 con TAE 1X (40 mM Tris base pH 7.8,
20 mM acetato de sodio y 2 mM EDTA) al cual se le agreg6 0.2 pl de bromuro de etidio (bromuro
3,8-diamino-5-¢etil-6-fenilfenantridinium). En cada pozo se depositaron 5 pl de producto de PCR
mas 2 pl de amortiguador de carga. En el primer pozo se depositaron 3 pl de marcador molecular
1Kb (Promega). La electroforesis se llevé a cabo a 95 voltios por 45 min. Los productos de PCR

se visualizaron en un fotodocumentador Prime Thermal Cycler 2 PRIMEG/02 de la marca
TECHNE.

Figura 1. Piezas de Ips cribricollis utilizadas en el PCR; A) Cabeza, B) Abdomen

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de PCR indicaron que utilizar el macerado de los insectos es una forma répida,
facil y de utilidad para llevar a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa.

El método rapido de obtencion de ADN libera el uso de reactivos destinados para este fin y un
ahorro considerable de tiempo y recursos, los cuales se pueden aprovechar avanzando en el
procedimiento del protocolo para el diagnéstico de plagas cuarentenarias (Ortega, 2008; Herrera,
2008), por otro lado Powers y Harris, 1993; Powers, 2004 reportan un método similar de obtencion
de ADN en el diagnostico de nematodos.

Los estudios moleculares indicaron que la banda del producto de PCR del macerado de cabeza
y abdomen de los especimenes de D. valens e 1. cribricollis fue de un peso aproximado de 750 pb
del gen mitocondrial citocromo C oxidasa subunidad I (Fig. 2). Lopes et al. (2015) y Folmer et al.

(1994) reportan una banda de amplificacién de aproximadamente 700 a 710 pb para crisomélidos
y artropodos.
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Figura 2. Visualizacion de los productos de PCR: A) Marcador molecular 1Kb, B) Abdomen
dilucion 2:25 (D. valens), C) Abdomen dilucion 2:25(1. cribricollis), D) Abdomen (D. valens),
E) Cabeza dilucion 2:25 (. cribricollis), F) Abdomen (D. valens), G) Negativo.
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CONCLUSION

Con el método rapido de la PCR se ahorra tiempo y recursos para la identificacion de
coleopteros. Los primers LCO1490 y HCO2198, son dtiles en la identificacion de insectos
descortezadores. El diagnostico por PCR via método rapido amplificando el gen mitocondrial del
citocromo C oxidasa subunidad | (COl), facilita su diagnéstico. La cabeza y el abdomen son los
segmentos que pueden ser utilizados para la realizacion de este método.
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