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Characterization of the rDNA sequence of rose thrips (Thrips major Uzel)
and its phylogenetic analysis

Poznanie sekwencji rDNA i analiza filogenetyczna wciornastka
cyklamenowca (Thrips major Uzel)

Arnika Jeszke, Zaneta Fiedler, Aleksandra Obrepalska-Steplowska

Summary

Thrips major is a polyphagous insect, which occurs on each continent. In Poland T. major usually attacks crops, ornamental plants
and herbs. Although it is very common pest, there are only few fragments of its sequence available. Knowledge about its rDNA
(ribosomal deoxyribonucleic acid) sequence is needed to develop new diagnostic methods that could allow for successful
differentiation between T. major and other thrips species such as Frankliniella occidentalis and Thrips tabaci, which post higher risk to
cultivations in Poland. The aim of this work was the characterization of rDNA sequence of T. major, its comparison with other thrips
species’ sequences followed by phylogenetic analysis. In this work new PCR (polymerase chain reaction) primers were designed which
enabled rDNA fragment amplification from most of Thripinae subfamily species. PCR reaction was carried out and obtained products
of amplification were sequenced, followed by bioinformatic analysis. Then, T. major 185-1TS1-5,85-ITS2-28S rDNA region sequences
were compared with already known sequences of following thrip species: T. tabaci, T. palmi, Scirtothrips dorsalis, Echinothrips
americanus, Frankliniella schulzei, F. occidentalis and F. intonsa and phylogenetic analyses were performed.
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Streszczenie

Thrips major jest polifagiem wystepujgcym na wszystkich kontynentach. W Polsce bytuje zaréwno na roslinach uprawnych, jak i na
roslinach ozdobnych i ziotach. Pomimo powszechnego wystepowania, niewiele fragmentéw jego genomu zostato zsekwen-
cjonowanych. Znajomos$é sekwencji rDNA (ribosomal deoxyribonucleic acid — rybosomalnego kwasu deoksyrybonukleinowego) jest
istotna dla opracowania diagnostyki molekularnej umozliwiajgcej skuteczne odrdznienie go od innych gatunkéw weciornastkow,
stanowigcych wieksze zagrozenie dla upraw na terenie Polski, m.in. Thrips tabaci i Frankliniella occidentalis. Celem pracy byto poznanie
sekwencji regionu 18S-1TS1-5,85-ITS2-285 rDNA wciornastka T. major oraz jego analiza poréwnawcza i filogenetyczna. W pracy
zaprojektowano pare starteréw uniwersalnych dla wielu gatunkéw z podrodziny Thripinae, umozliwiajacg powielenie fragmentu rDNA
T. major. Przeprowadzono reakcje PCR (polymerase chain reaction — taricuchowa reakcje polimerazy), a uzyskane w nich produkty
poddano sekwencjonowaniu. Wyniki analizowano przy pomocy narzedzi bioinformatycznych. Uzyskane sekwencje T. major zestawiono
z poznanymi wczesniej sekwencjami takich gatunkdéw, jak: T. tabaci, T. palmi, Scirtothrips dorsalis, Echinothrips americanus,
Frankliniella schulzei, F. occidentalis i F. intonsa oraz przeprowadzono analizy filogenetyczne.

Stowa kluczowe: Thrips major, wciornastek cyklamenowiec, rDNA, sekwencjonowanie, filogeneza
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Wstep / Introduction

Woeiornastki (Thysanoptera: Thripidae) sa szeroko
rozpowszechnione na terenie Polski i niektore z nich (np.
Thrips tabaci oraz Frankliniella occidentalis) powoduja
szkody w uprawach roslin o duzym znaczeniu
gospodarczym. Jednym z powszechnie wystepujacych
szkodnikow z tego rodzaju jest Thrips major Uzel —
wciornastek cyklamenowiec. Owad wystgpuje w regionie
holoarktycznym  (Pobozniak i Sobolewska 2011),
obejmujacym swoim zasiggiem cata Europe, znaczna czgs$¢
Azji, Amerykg Polnocna oraz potozone na pdinocy
obszary Afryki. Wociornastek cyklamenowiec jest
polifagiem o szerokim zakresie gospodarzy, w ktérych
sktad wchodza gléwnie rosliny ozdobne i zielne (Zawirska
1994; Pobozniak i Sobolewska 2011). Wystepuje takze na
drzewach owocowych oraz na warzywach, np. na bialej
kapuscie (Pobozniak 2005). CzeSciej atakuje uprawy
polowe niz szklarniowe. Zeruje glownie na lisciach
(Pobozniak i Sobolewska 2011). Optymalna temperatura
dla rozwoju tego gatunku to 12-28°C (Stacey i Fellowes
2002).

Pomimo, iz wyst¢gpowanie wciornastka 7. major jest
powszechne, opracowania na jego temat sa bardzo
nieliczne, niewiele jest takze zdeponowanych danych
uzyskanych z sekwencjonowania DNA (kwasu deoksy-
rybonukleinowego) w bazach danych Banku Genéw. Brak
rowniez sekwencji tDNA (rybosomalnego DNA), ktorej
znajomos$¢ jest istotna dla opracowywania metod
diagnostyki molekularnej. Diagnostyka gatunkowa na
podstawie cech morfologicznych jest trudna i czaso-
chtonna, dlatego wykorzystanie technik molekularnych
umozliwiajacych szybkie i skuteczne odroznienie T. major
od innych gatunkéw wciornastkow, stanowiacych bardzo
duze zagrozenie dla upraw na terenie Polski, m.in. 7. fa-
baci 1 F. occidentalis, moze by¢ szybsza oraz doktadniej-
sza metoda.

Materialy i metody / Materials and methods

Material do badan stanowita mieszanina osobnikow
w roznych stadiach rozwojowych populacji 7. major
pochodzacej z Torunia. Przynalezno$¢ gatunkowa bada-
nych osobnikdw zostatla potwierdzona morfologicznie
w  Centralnym Laboratorium Panstwowej Inspekcji
Ochrony Roslin i Nasiennictwa w Toruniu oraz w Insty-
tucie Ochrony Roslin — Panstwowym Instytucie Badaw-
czym w Poznaniu.

Izolacja DNA, projektowanie starteréw

i przeprowadzenie reakcji PCR (lancuchowej reakcji
polimerazy) / DNA extraction, primers design

and PCR (polymerase chain reaction) analysis

Z 3 osobnikow pochodzacych z analizowanej populacji
wyizolowano DNA wykorzystujac zestaw DNeasy Blood
& Tissue (Qiagen).

Na podstawie sekwencji DNA pochodzacych od
r6znych gatunkow z podrodziny Thripinae zdeponowanych
w bazie NCBI (National Center of Biotechnology
Information) zaprojektowano pary uniwersalnych starte-
réow zdegenerowanych, obejmujacych mozliwie najdtuzszy
fragment 18S-ITS1-5,8S-ITS2-28S rDNA, z ktorych do
dalszych badan wykorzystano parg starterow amplifi-
kujacych fragment DNA o dlugosci okoto 1900 pz (tab. 1).

Startery zostaty przetestowane w reakcji PCR (poly-
meraze chain reaction), ktéra zoptymalizowano tak, aby
otrzyma¢ pojedynczy, swoisty produkt reakcji o ocze-
kiwanej dtugosci.

Klonowanie i sekwencjonowanie produktu / Product
cloning and sequencing

Produkt amplifikacji wycigto z zelu oraz wyeluowano
z wykorzystaniem zestawu Qiaex II Gel Extraction Kit
(Qiagen), wedlug procedury zalecanej przez producenta.
Oczyszczony fragment DNA ligowano z wektorem
p-GEM T-Easy (Promega), a nastgpnie transformowano
nim komorki kompetentne Escherichia coli (One Shot
TOP10 Electrocompetent Cells, Invitrogen). Zrekombi-
nowane plazmidy wyizolowano z komorek bakterii za
pomoca zestawu QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)
i wystano do sekwencjonowania z wykorzystaniem
uniwersalnych  starterow  amplifikujacych  fragment
wektora pGEM T-Easy: M13Fw i M13Rw. Do dalszych
etapéw wykorzystano cztery sekwencje analizowanego
regionu.

Analizy bioinformatyczne / Bioinformatic assays

Uzyskane sekwencje analizowano w programie
GeneDoc (Nicholas i Nicholas 1997) oraz wykonano
przyrownanie wielosekwencyjne (MSA — Multiple
Sequence Alignment) z wykorzystaniem sekwencji innych
gatunkow z podrodziny Thripinae, uzyskanych z bazy
danych NCBI oraz w wyniku badan wiasnych (tab. 2).
Przeprowadzono takze analize filogenetyczna z wyko-
rzystaniem programow ClustalW (Thompson i wsp. 1994)
i MEGA4 (Tamura i wsp. 2007). Do konstrukcji drzewa
wykorzystano algorytm Neighbor-Joining. Poziom iden-
tycznosci pomigdzy sekwencjami zostal wyznaczony za
pomoca programu BioEdit.

Tabela 1. Sekwencje starterow wykorzystanych do amplifikacji obszaru 18S-ITS1-5,8S-ITS2-28S rDNA T. major
Table 1. Primers used for PCR amplification of 18S-ITS1-5,8S-ITS2-28S of rDNA region in 7. major genome

Nazwa startera
Primer name

Sekwencja startera
Primer sequence

Temperatura przylaczania
Annealing temperature

Region przytaczenia
Annealing region

ThrUNI1 CGTACAAGGTTTCCGTAGG

ThrUNI3 GTRRTCTDCCTGAACWG

18S rDNA

54°

28S rDNA




Progress in Plant Protection/Postepy w Ochronie Ro$lin 53 (4) 2013 657

Tabela 2. Zestawienie sekwencji wykorzystanych podczas analiz bioinformatycznych

Table 2. Sequences used in bioinformatic assays

Gatunek Numer akcesyjny GeneBanku Zrodio
Species GeneBank accession number References
Frankliniella occidentalis brak badania wiasne (meopubl}lkowane)
no data own research (unpublished)

. . brak badania wlasne (nieopublikowane)
Frankliniella intonsa no data own research (unpublished)
Frankliniella schulzei GQ343259.1 Liu Y.C. (2004)

. . brak badania wtasne (nieopublikowane)
Thrips tabaci no data own research (unpublished)
Thrivs palmi brak badania wiasne (nieopublikowane)

PSP no data own research (unpublished)
Scirtothrips dorsalis GQ343260.1 Liu Y.C. (2004)

. . . Paulsen N.
Echinothrips americanus AJ303091 (nieopublikowane — unpublished))

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

W wyniku reakcji PCR ze starterami ThrUNI1/2
uzyskano produkt o pozadanej dtugosci (rys. 1). Sekwencje
DNA badanego produktu uzyskano poprzez automatyczne
sekwencjonowanie, a nast¢pnie przyréwnano ja do sek-
wencji regionu 18S-ITS1-5,8S-I1TS2-28S rDNA, takich
gatunkoéw wciornastkow, jak: T. tabaci, T. palmi, S. do-
rsalis, E. americanus, F. schulzei, F. occidentalis 1 F. in-
tonsa.

marker

1500 pz

T.m.1—T. major 1

Rys. 1. Rozdziat elektroforetyczny produktu reakcji PCR ze
starterami ThrUNI1/2. Spodziewana dlugos¢ produktu
okoto 1900 pz

Fig. 1. Result of PCR reaction with primers ThrUNI1/2. Expec-
ted size of product — 1900 bp

Przeprowadzona analiza poréwnawcza sekwencji
wykazata bardzo duze zr6znicowanie pomigdzy gatunkiem
T. major a pozostalymi gatunkami. Poziom identycznosci
pomigdzy wymienionymi gatunkami wynosi zaledwie
22-30% (rys. 2). Analiza filogenetyczna wskazuje na nieco
blizsze pokrewienstwo gatunku 7. major z gatunkami
T. tabaci 1 T. palmi niz z pozostatymi, jednakze dystans

genetyczny pomigdzy 7. major a innymi gatunkami jest
bardzo duzy (rys. 3). Pomigdzy czterema analizowanymi
sekwencjami wciornastka 7. major wykazano zrdéznico-
wanie na poziomie 0,4—0,6%.

T. major nie zostal do tej pory dobrze scharakte-
ryzowany. W bazie danych NCBI zdeponowano jedynie
fragment sekwencji kodowanego w mitochondriach genu
COI dla tego gatunku. Nie zaproponowano takze do tej
pory zadnej metody diagnostyki molekularnej. Pomimo
niewielkiego znaczenia gospodarczego, mozliwosé jego
wykrycia jest istotna ze wzgledu na jego podobienstwo
morfologiczne do innych, znacznie bardziej szkodliwych
i powszechnie wystepujacych na terenie Polski gatunkow
wciornastkow, m.in. 7. tabaci.

Opracowania literaturowe dotyczace tego gatunku sa
rowniez bardzo nieliczne. Ostatnio opisano charakte-
rystyke sekwencji oraz analizy filogenetyczne regiondw
kodujacych geny 18S rDNA, 28S rDNA, podjednostki
pierwszej oksydazy cytochromowej mtDNA (COIJ),
tubuliny-o I i histonu 3 dla 99 gatunkéw wciornastkow,
nalezacych do 7 réznych rodzin, m.in. dla F. occidentalis,
jednakze w tym zestawieniu zabraklo 7. major (Buckman
i wsp. 2013). Opublikowano rowniez dane podajace opis
fragmentu sekwencji mtCOI dla istotnych gospodarczo
gatunkéw wciornastkow oraz mozliwos¢ wykorzystania go
do diagnostyki, jednak i w tym opracowaniu nie
uwzgledniono wciornastka cyklamenowca (Brunner i wsp.
2002). Przeprowadzone przez autorow powyzszych badan
analizy filogenetyczne w obu przypadkach wykazaty
znaczny dystans genetyczny pomigdzy poszczegdlnymi
przedstawicielami podrodziny Thripinae, co znajduje
potwierdzenie takze w wynikach przeprowadzonych badan
wiasnych.

Na podstawie analizy sekwencji rDNA powszechnie
wystepujacych w Polsce gatunkéw wciornastkow wyka-
zano znaczne roznice w tym regionie, co stwarza
mozliwos¢ wykorzystania go do opracowania protokotow
do identyfikacji gatunkowej. Konieczne jest jednak
przeanalizowanie wigkszej liczby populacji wciornastka
T. major oraz uwzglednienie w badaniach wigkszej liczby
gatunkow, aby metoda mogta by¢ wiarygodna.
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Seg-> F.occi F.intonsa F.schulzei S.dorsalis E.americanus T.palmi T.tabaci T.major

F. occi. io 0,692 0,318 0,300 0,326 0,332 0,290 0,266
F. intonsa 0,692 ID 0,301 0,298 0,305 0,312 0,286 0,255
F. schulzei 0,318 0,301 iD 0,271 0,371 0,309 0,274 0,215
S. dorsalis 0,300 0,296 0,271 ID 0,290 0,278 0,299 0,298
E. americanus 0,326 0,305 0,371 0,290 in 0,325 0,291 0,234
T. palmi 0,332 0,312 0,309 0,274 0,325 iD 0,316 0,251
T. tabaci 0,290 0,288 0,274 0,299 0,291 0,318 in 0,257
T. major 0,266 0,255 0,215 0,298 0,234 0,251 0,257 D

Rys. 2. Poziom identyczno$ci pomigdzy gatunkiem 7. major a gatunkami T. tabaci, T. palmi, S. dorsalis, E. americanus, F. schulzei,
F. occidentalis i F. intonsa. Uzyskano w programie BioEdit

Fig. 2. Identity between 7. major and species: T. tabaci, T. palmi, S. dorsalis, E. americanus, F. schulzei, F. occidentalis and F. in-
tonsa. Results obtained in BioEdit software

F. schulzei
‘r{ E. americanus
S. dorsalis
— F. occidentalis
I F. intonsa
A& T major
T. palmi
‘I T. tabaci
IT|

Rys. 3. Wyniki analizy filogenetycznej pomigdzy gatunkami: 7. major, T. tabaci, T. palmi, S. dorsalis, E. americanus, F. schulzei,
F. occidentalis, F. intonsa. Analiza zostala wykonana przy pomocy programu MEGA4. Ponizej zaznaczono dystans genetyczny

Fig. 3. Results of phylogenetic analysis between species: T. major, T. tabaci, T. palmi, S. dorsalis, E. americanus, F. schulzei,
F. occidentalis, F. intonsa. Analysis was performed in MEGA4 software. Genetic distance is provided below diagram

Whioski / Conclusions dzy poszczegdlnymi gatunkami wciornastkdow w po-

wyzszym regionie stwarza mozliwos¢ wykorzystania

Poznano sekwencj¢ T. major o dtugosci okoto 1900 pz,
wykazujaca niewielkie, bo zaledwie 22-30% podo-
bienstwo oraz duzy dystans filogenetyczny pomigdzy
najblizej spokrewnionymi gatunkami wciornastkow.

Poznanie sekwencji 7. major fragmentu 18S-ITS1-

tej sekwencji podczas dalszych prac nad opracowaniem
szybkich metod diagnostycznych, opartych np. na
reakcji PCR lub real-time PCR. Konieczne sa jednak
dodatkowe analizy obejmujace wigcej populacji
T. major oraz wigksza liczbg gatunkow wciornastkow.

5,8S-1TS2-28S rDNA oraz duze zr6znicowanie pomig-
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