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Resumen

Se asilaron 25 simbiontes bacterianos de nematodos entomopatdgenos silvestres del estado de
Hidalgo, de los cuales el 65 % pertenecen al género Photorhabdus y el restante 35 % a

Xenorhabdus.

Se caracterizd un espécimen de Xenorhabdus sp. mediante distintos estudios morfométricos,
bioguimicos y genéticos determindndose que pertenece a la especie Xenorhabdus nematophila

Breton. Los resultados relevantes son los siguientes:

e Caracteristicas morfométricas: bacilos Gram negativos de 1.2 a 9 pm con movilidad. Cuando
crece en medio agar nutritivo con azul de bromotimol (AB) y cloruro de trifeniltetrazolio (TTC)
(medio NBTA), la fase | bacteriana absorbe AB dando lugar a colonias azules redondas y
regulares (didmetro, 0.56 mm); mientras que la fase Il bacteriana no absorbe AB y oxida TTC

generando colonias rojas irregulares.

e Caracteristicas bioquimicas: el espécimen dio positivas las siguientes reacciones: produccion
de acido a partir de ribosa y de acetoina; uso como fuente de carbono del inositol, L-arabinosa,
n-acetil-glucosamina, glicerol, galactosa y fructosa. Asi mismo, dio negativas entre otras, las
siguientes reacciones: hidrdlisis de esculina y produccion de acido a partir de inositol.

e Caracteristicas genéticas: la secuencia del segmento amplificado del gen 16s rADN coincidio

en un 99 % con Xenorhabdus nematophila Breton.

VI



Capitulo |

Revision de literatura

1.1 Agricultura

La agricultura es el arte de cultivar la tierra, es una actividad fundamental para el desarrollo
autosuficiente y la generacion de riqueza de las naciones. El manejo de los suelos y el cultivo de
vegetales tienen la finalidad de proveer alimentos al hombre y materia prima a la industria. Las
actividades econdmicas del sector agricola se fundamentan en la explotacién del suelo o en los

recursos que éste origina de forma natural o por accién del hombre (Saltini, 1989).
Agricultura y medio ambiente

La agricultura tiene un gran impacto en el medio ambiente, en los ultimos afios, algunos aspectos de
la agricultura intensiva a nivel industrial han sido cada vez mas polémicos. La creciente influencia de
las grandes compaifiias productoras de semillas, productos quimicos y las procesadoras de comida,

preocupan cada vez mas tanto a los agricultores como al publico en general (Irouleguy, 1962).
Agricultura Moderna Intensiva

La Agricultura moderna intensiva se basa en el monocultivo intensivo, es insostenible
ecolégicamente, sanitariamente peligroso y financieramente costoso. Este modelo, promovido por la
industria petroguimica, se basa en la lucha contra la naturaleza: rompe el equilibrio de los
ecosistemas, puede reducir la diversidad genética natural, necesita cantidades enormes y crecientes
de sustancias quimicas, acelera la erosién del suelo y la pérdida de sus minerales, contamina las
aguas subterraneas y los rios, extermina innumerables especies de organismos vivos del suelo
vitales para el equilibrio y la salud de las cosechas, etc. (Garcia-Garcia 2006).

Algunos problemas que ha generado la agricultura intensiva son:

. Contaminacion por nitrégeno, fésforo y magnesio en rios, lagos y aguas
subterraneas, debido al uso de distintos productos quimicos como insecticidas, fungicidas
y fertilizantes, entre otros.
. Erosion del suelo.

. Agotamiento de minerales del suelo, debido principalmente a monocultivos.



Muchos de estos problemas van agotando y desertizando el suelo, obligando a abandonar unos
terrenos para arar otros nuevos que, a su vez, se agotan, creando un circulo vicioso que va

destruyendo el entorno. Un ejemplo es la deforestacion progresiva (Irouleguy, 1962).

1.1.1 Agricultura orgénica

Se denomina agricultura organica a todo aquel sistema agricola que promueve la produccién sana y
segura de alimentos y fibras textiles desde el punto de vista ambiental, social y econémico,
respetando las exigencias y capacidades naturales de las plantas, animales y el entorno, buscando
optimizar la calidad de la agricultura y el medio ambiente. La agricultura organica implica la reduccién

considerable de abonos quimicos, plaguicidas y otros productos sintéticos (IFOAM, 2005).

En México la agricultura organica esta en franca expansion, en los ultimos ocho afios pasé de 25,000
Ha cultivadas de orgénicos a poco mas de 200,000 Ha. México se encuentra posicionado en primer
lugar, en produccion de café orgénico. Los productos organicos mexicanos cuentan con aceptacion
en Alemania, Inglaterra, Italia, Holanda y Espafa, entre otros (GOmez-Tovar y Gomez-Cruz 2005). El
dindmico y atractivo mercado de los alimentos organicos esta estimulando fuertemente la
reconversion de la agricultura convencional a la agricultura organica (IFOAM 2005). No obstante la
agricultura organica se enfrenta a diversos problemas, entre los cuales, podemos destacar las
plagas, las cuales afectan directamente la productividad y calidad de los cultivos generando

importantes pérdidas econémicas.

Una plaga es el resultado de un desequilibrio ecol6gico de magnitud suficiente para favorecer el
desarrollo y reproduccidn de una sola especie bioldgica, cuando ésta se encuentra fuera del alcance
de su depredador natural logra reproducirse a altos niveles sobre ese nicho y propicia severos
problemas. La plaga se puede formar por alguna colonia de insectos, acaros, hongos, malezas,
roedores, moluscos y/o nematodos llegando a perjudicar y disminuir los rendimientos agropecuarios
ylo afectar en otros rubros como son la salud humana, la del ganado o de alguna especie forestal y

puede amenazar incluso a frutas, granos y/o semillas almacenadas (Sanjuan-Galindo 2006).

1.2 Uso de plaguicidas e implicaciones

Por cientos de afios, la agricultura contribuyé de manera considerable a la diversidad de especies y
de habitat, dando origen a muchos de los ecosistemas de hoy. Sin embargo, durante el Gltimo siglo,
la agricultura moderna intensiva, como consecuencia del uso de altos insumos de plaguicidas y
fertilizantes sintéticos, ha tenido un impacto nocivo sobre la diversidad de los recursos genéticos de
las variedades de cultivos y de razas de animales, sobre las especies silvestres de la flora y de la

fauna, afectando la diversidad de los ecosistemas. La persistencia en el suelo de esos residuos
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altera de manera sustancial el balance ecolégico de la flora y fauna; los plaguicidas y fertilizantes al
acumularse en el suelo tienden a degradarlo o removerlo y amenazan su fertilidad. Por otra parte, la
acumulacion de compuestos quimicos provenientes de los plaguicidas en los tejidos de los
organismos esta asociada con disfunciones y deterioro del sistema inmunoldgico, deficiencias en el
proceso reproductivo, anomalias en el desarrollo de las células y la formacion de tumores
cancerosos. También se ha demostrado que la utilizacion de los compuestos quimicos contenidos en
los plaguicidas ocasiona efectos perjudiciales en la vida acuatica, especialmente en las especies mas
importantes dentro de la cadena alimentaria, como son los peces, las aves y los mamiferos marinos
(FAO, 2004).

Los plaguicidas o pesticidas son sustancias quimicas destinadas a matar, repeler, atraer, regular o
interrumpir el crecimiento de plagas en su sentido mas amplio. Existen varias clasificaciones de los
plaguicidas dependiendo del blanco de ataque; por ejemplo, herbicidas, insecticidas, fungicidas,
rodenticidas, etc., de acuerdo a la plaga que se pretenda controlar. Otra clasificacion se basa en las
propiedades quimicas de los plaguicidas (i.e., organoclorados, organofosforados, carbamatos y
piretroides) (Barrera, 2002).

Los compuestos toxicos (sustancias que pueden ocasionar efectos adversos en la salud humana y
en los organismos vivos), la persistencia (sustancias quimicas que no se degradan facilmente en el
medio ambiente) y la bioacumulacién (concentracién en los tejidos de los seres vivos), son
caracteristicas que definen a las sustancias quimicas contenidas en los plaguicidas. El problema de
las sustancias y productos que presentan dichas caracteristicas, es que se incorporan como insumos
para procesos de produccion, que al pasar al mercado como productos de consumo final y
desecharse de manera inapropiada, se convierten en residuos considerablemente peligrosos vy
contaminantes, esparciéndose en la atmésfera, cuerpos de agua, suelos y en todos los ecosistemas
(FAO, 2004).

El exceso de dependencia en los plaguicidas, particularmente en paises desarrollados con sistemas
de cultivo intensivo, ha dado lugar a problemas importantes, entre ellos el desarrollo de variedades
de plagas resistentes a los productos quimicos utilizados para su control, la destrucciéon de los
enemigos naturales de las plagas, la expansion de las poblaciones de especies que antes no se
consideraban plagas, la presencia de residuos indeseables y otros efectos ambientales perjudiciales
(Lopez-Cuellar, 2005). Actualmente existen 22 plaguicidas clasificados como perjudiciales para la
salud y el medio ambiente, de los cuales 60 % aun son utilizados en México y 42 % son elaborados
en el pais. Al mismo tiempo, de 90 plaguicidas que han sido cancelados o restringidos en los Estados

Unidos de América (EUA), 30 se usan todavia en México, lo que demuestra la falta de control y



aplicacion de criterios toxicoldgicos y ambientales en la reglamentacion nacional respectiva (Lépez-
Cuellar 2005). Por lo anterior, es necesario detener la contaminacion por el uso de plaguicidas a
través de alternativas como la agricultura organica y la lucha biol6égica y natural contra las plagas. La
aplicacién de plaguicidas en los suelos provoca literalmente un envenenamiento del mismo, esta
aplicacién de quimicos afecta adversamente la capacidad de microorganismos y otros organismos
del suelo encargados de reintegrar los elementos a los diferentes ciclos bioldgicos lo cual acorta de

manera tajante la circulacion y reciclamiento de diferentes sustancias benéficas para el ecosistema.

1.2.1 Uso de pesticidas a nivel mundial

En los afios 2000 y 2001, el consumo de pesticidas usados en el mundo excedi6 los 32,769 millones
de délares (USD). Los herbicidas fueron los de mayor uso, seguido por pesticidas, insecticidas y
fungicidas. En EUA el total de pesticidas usados en 2000 y 2001 fue equivalente a 11,165 millones
de USD, una cifra similar a la correspondiente para el resto del mundo, mostrando una proporcion
més elevada en el uso de herbicidas y otros pesticidas. Los valores estimados de gasto en

pesticidas usados en el mundo y EUA son mostrados en el Cuadro 1.1 (Kiely et al., 2004).

Cuadro 1.1 Estimacion del uso de pesticidas en el mundo y Estados Unidos de América del 2000 al 2001.

Mercado en el mundo Mercado en EUA EUA porcentaje del Mercado global
- Millones USD | Porcentaje | Millones USD | Porcentaje Porcentaje
ipo
Afio 2000
Herbicidas 14,319 44 6,365 57 44
Insecticidas 9,102 28 3,129 28 34
Fungicidas 6,384 19 860 8 13
Otros 2,964 9 811 7 27
Total 32,769 100 11,165 100 34
Afio 2001
Herbicidas 14,118 44 6,410 58 45
Insecticidas 8,763 28 3,124 28 36
Fungicidas 6,027 19 835 8 14
Otros 2,848 9 721 7 25
Total 31,756 100 11,090 100 35

EUA = Estados Unidos de América, USD = délares EUA

1.2.2 Uso de pesticidas en México



Mundialmente se busca la disminucién del uso de pesticidas quimicos. En México no se ha regulado
de forma apropiada esta actividad. En el afio 2005, las regiones con mayor uso de plaguicidas eran:
Sinaloa, Chiapas, Veracruz, Jalisco, Nayarit, Colima, Sonora, Baja California, Tamaulipas,
Michoacan, Tabasco, Estado de México, Puebla y Oaxaca. Se calcula que en ellas se aplica el 80 %
del total de pesticidas usados en el pais, lo que comprueba que el uso de plaguicidas tiene una
fuerte concentracion en algunas regiones y en algunos cultivos. Aunque esto varia segun el cultivo,
en términos generales los plaguicidas de mayor uso son los herbicidas, seguidos de insecticidas y
fungicidas. En las zonas noroeste y centro (Sinaloa, Sonora, Chihuahua, Baja California, Guanajuato
y Jalisco) se consumen cantidades importantes de plaguicidas de todo tipo para producir granos y
una gran variedad de hortalizas de exportacién, entre ellas, tomate, cucurbitaceas y chile. Por su
parte, en las zonas cafieras se aplican grandes cantidades de herbicidas e insecticidas, las zonas de
platano consumen principalmente fungicidas y en la zona de Villa Guerrero, en el Estado de México,
se utilizan cantidades importantes de diversos plaguicidas para la produccién de flores, mientras que
para el maiz se aplican sobre todo herbicidas. No hay datos claros sobre la cantidad de plaguicidas
que se usa actualmente en el pais, pero hace unos 6 afios se decia que se consumian alrededor de
50,000 ton anuales de ingredientes activos. El valor actual del mercado se calcula que esta entre

400 y 600 millones de USD, si bien es posible que este valor subestime la realidad (Albert, 2005).

1.3 Control Biolégico

El control bioldgico es un método de control de plagas, enfermedades y malas hierbas que consiste
en utilizar organismos vivos con objeto de controlar las poblaciones de otros organismos. Hay que
tener en cuenta que su uso ha tenido significados diferentes a lo largo del tiempo; asi, los
fitopatdlogos han tendido a usar el término para denotar métodos de control que incluyen rotacién de
cultivos y alteraciones del pH del suelo, entre otros. Otros investigadores diferencian un control
biolégico clasico de control biolégico moderno donde se incluyen las técnicas de control por
interferencia. Sin embargo, la definicibn mas aceptada en la actualidad es la que han utilizado
tradicionalmente los entomdlogos. El control biolégico tiene importancia econémica para el control de
muchas plagas de insectos especialmente en la agricultura (Rodriguez-Bosque y Arredondo-Bernal,
2007)

El concepto de control biolégico hay que diferenciarlo del control natural, que es el control que
sucede en las poblaciones de organismos sin intervencion del hombre e incluye ademas de
enemigos naturales la accién de los factores abi6ticos del medio. Por ello hay que entender el control

biolégico como un método artificial de control que presenta limitaciones especialmente en cuanto al



conocimiento de los organismos afectados, lo que trae consigo una serie de desventajas e
inconvenientes en su aplicacion, sobre todo si se relaciona con los métodos quimicos de control
(Barrera, 2002).

Entre los inconvenientes mas importantes se encuentran:

1. Normalmente su aplicacién requiere de un planteamiento y manejo mas complejo, mayor

seguimiento de la aplicacion, menos rapido y drastico que el control quimico.

2. El éxito de su aplicacion requiere mayores conocimientos de la biologia de los organismos

implicados (tanto del agente causante del dafio como de sus enemigos naturales).

3. La mayoria de los enemigos naturales suelen actuar sobre una o unas pocas especies, es decir
son altamente selectivos. Esto puede resultar una ventaja (como se comentara a continuacién)
pero en ocasiones supone una desventaja al incrementar la complejidad y los costos derivados de

la necesidad de utilizar distintos programas de control.

Ventajas del control biolégico

A pesar de ello, también presenta una serie de ventajas que hace que este tipo de control se
convierta en uno de los mas importantes para la proteccion fitosanitaria. Cuando funciona posee

muchas ventajas, entre las que se puede citar:

1. Poco o ningln efecto nocivo colateral de los enemigos naturales hacia otros organismos,

incluso el hombre.

2. Laresistencia de las plagas al control biolégico es muy rara.

3. El control es relativamente a largo término, y algunas veces permanente.

4. El tratamiento con insecticidas es eliminado por completo o de manera sustancial.

5. La relacion costo/beneficio es muy favorable.

6. Evita plagas secundarias.

7. No existen problemas de intoxicaciones.



8. Se le puede usar dentro del Manejo Integral de Plagas (MIP)

(Barrera, 2002).

1.3.1 Estrategias de control biolégico

El control biolégico puede llevarse a cabo a través de una accién intencionada, directa, por parte del
hombre o bien a través de acciones indirectas mediante el manejo de las interacciones existentes en
el agroecosistema. Sin embargo en la actualidad se discute la inconveniencia ecolédgica de introducir
especies en lugares donde antes no existian. Por ello, la aplicacién de especies externas al
ecosistema, solo debe hacerse para el control de organismos nocivos foraneos habiendo realizado
previamente estudios ecoldgicos con objeto de evitar desplazamientos de los enemigos naturales
autéctonos. Se diferencian dos tipos fundamentales de control bioldgico: inoculacién, con finalidad
preventiva, e inundacién, con finalidad curativa. Otro tipo de aplicacion es la conservacion la cual es

la menos empleada.

Inoculacién: la inoculacion es una estrategia utilizada cuando es posible una cierta permanencia del
enemigo natural en el cultivo pero que es incapaz de vivir sobre él de forma permanente. Las
liberaciones inoculativas se hacen al establecimiento del cultivo para colonizar el area durante el
tiempo de permanencia del cultivo (o estacion climatoldgica) y de esta forma prevenir los incrementos

de la poblacién del agente perjudicial.

Inundacion: la estrategia de inundacién consiste en liberaciones de un nimero muy elevado de
enemigos naturales nativos o introducidos, generalmente patdgenos, para la reduccién de la

poblacién del agente dafiino a corto plazo cuando la poblacién alcanza niveles de dafio econémico.

Conservacion: la estrategia de conservacién de enemigos naturales es la menos estudiada y la mas
compleja de las estrategias de control bioldgico, fundamentalmente debido a que, a diferencia de las
anteriores, su aplicacion se lleva a cabo a través del manejo de las interacciones del agro ecosistema
para potenciar la eficacia de los enemigos naturales autdctonos y de esta forma prevenir el ataque a
niveles de dafio econémico de los agentes perjudiciales de las plantas cultivadas. Para poder llevarla
a cabo es fundamental la existencia de enemigos naturales que controlen la poblacion que produce
el dafio, pudiendo actuar sobre los elementos del medio tanto modificando los factores que interfieren
con las especies benéficas como realizando un manejo de los requerimientos ecologicos que

necesitan las especies benéficas en su ambiente (Rodriguez-Bosque y Arredondo-Bernal, 2007).



En el Cuadro 1.2 se muestra una seleccion de acontecimientos notables en México, de aplicacion de

control bioldgico para el Manejo Integral de Plagas (Garcia-Garcia, 2006).



Cuadro 1.2 Seleccién de casos y eventos notables de control biolégico en México

Afio Acontecimiento historico Enemigo natural Especie plaga
1993 Inicio del control biolégico del lirio acuéatico con curculiénidos Noechetina bruchi, Eichhornia
en Sinaloa N. eichhorniae crassipes
1993 Inicia la blsqueda de hongos entomopat6genos contra la Metarhizium anisopliae var.  Schistocerca
langosta Acridum piceifdrons
1994 Se inicia en Veracruz la busqueda de enemigos naturales Predominantes: Phyllocnistis
nativos del minador de los citricos Cirrospilus spp. citrella
1996-1997 Se realiza la evaluacion de liberaciones masivas de Diachasmimorpha Anastrepha
parasitoides contra moscas de la fruta en Chiapas longicaudata spp.
1998 Se inaugura el laboratorio de produccion masiva de Catolaccus grandis Anthonomus
parasitoides contra el picudo del algodonero en Rio Bravo grandis
2000 Se liberan parasitoides de la cochinilla rosada en Baja Maconellicoccus hirsutus Anagyrus
California Norte Kamali
Gyranusoidea
indica
2000 Se libera la catarinita japonesa contra el pulgén café en la Harmonia axyridis Toxoptera
peninsula de Yucatan citricida
2000 Se introduce y libera en Chiapas el parasitoide de adultos de Phymastichus coffea Hypothenemus
la broca del café hampei

1.4 Manejo integral de plagas

El Manejo Integrado de Plagas (MIP), se basa en actividades fitosanitarias recomendadas por la FAO,

combina una variedad de métodos de control, comprendida la conservacién de los enemigos

naturales, la rotacion de cultivos, los cultivos mixtos y el uso de variedades resistentes a las plagas

(Garcia-Garcia 2006). Para el MIP, la biotecnologia es una herramienta util y prometedora, siendo

algunas de sus propuestas inocuas y que disminuyen el uso de insecticidas quimicos, las siguientes:

1. Desarrollo de modificaciones genéticas en variedades agricolas capaces de autoprotegerse
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mediante la produccion de sustancias toxicas para plagas.

2. Empleo de organismos vivos como depredadores naturales de plagas.

3. Proteinas obtenidas a partir de algunos virus y que estan siendo utilizadas para la inhibicién de

gusanos plaga del tabaco y del algodén entre algunos otros.

4. La bacteria Bacillus thuringiensis se ha usado por mas de 50 afios en el control de plagas en
diversos cultivos y en zonas turisticas para combatir insectos como mosquitos. Su aplicaciéon no

produce efectos nocivos al ambiente o la salud humana.

5. Los hongos entomopatégenos poseen cierto grado de especificidad, lo que les permite disminuir
una poblacién de insectos plaga sin dafiar otras especies o0 insectos benéficos y producen enzimas

y toxinas que disminuyen las defensas de sus huéspedes.

6. Los nematodos entomopatdégenos (NEP) de los géneros Steinernema y Heterorhabditis son
enemigos naturales de diferentes insectos. Se utilizan porque se ha logrado probar su eficacia
como agentes de control bioldgico en el combate de una amplia variedad de insectos-plaga como
son: escarabajos rizo6fagos, gusanos barrenadores y diversos grillos a nivel de campo, que atacan
una amplia variedad de productos agricolas como maiz, fresas, almendras, cultivos de invernadero,

cafia de azlcar y papas, entre otros (Sanjuan-Galindo, 2006)

1.5 Nematodos entomopatbégenos

Desde la década de los 1970 se ha desarrollado un gran interés en la investigacion y
comercializacion de nematodos entomopatdgenos (i.e. steinerneméatidos y heterorhabditidos) y su
asociacién simbittica con bacterias (Xenorhabdus para Steinernema y Photorhabdus para
Heterorhabditis), debido a que se pueden aplicar para el control de plagas ya que afectan a una
cantidad amplia de insectos plaga. Actualmente, las especies de nematodos mas comercializadas
para fines de control biolégico son Steinernema carpocapse, S. feltiae, S. glaseri, S. kraussei, S.
riobrave cabinillas, S. scapterisci, Heterorhabditis bacteriophora, H. indica, H. medigis y H. marelatus
(Kaya et al., 2006; Cuadro 1.3)
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Cuadro 1.3 Algunas compafiias productoras de nematodos entomopatégenos asi como las especies producidas y su uso en

campo

Compafiia

Especie de NEP

Sitio de Internet

Uso

Andermatt Biocontrol

Grossdietwil

Asa Jung laboratory,
Oakland, California, USA
Biologic Willow Hill,
Pennsylvania, USA
Bionema, Umea,
SwedenBecker Underwood
Ames USA

Certis Columbia
Maryland, USA

e-Nema GmbH Raisdorf
Germany

Biocontrol integral,
Greendale, Indiana USA
My R Durango, Bayfield
Colorado USA
Owinplant, Owinska

K/poznania Polonia

Sc, Sf, Hm

Sc, Sf

Sc, Sf

Sc, Sf, Sg, Sk, Ss,Hm

Sc, Sf, Sr

Sc, H sp.

Hb, Hi, Hmar

Sc, Sf, Hb

Sf

www.biocontrol.ch

www.asajunglab.com

www.biologicco.com

www.bionema.se /

www.beckerunderwood.com

www.certisusa.com

www.goodbug-shop.com

www.koppert .nl

www.goodburg.com

www.owinplant.com.pl

Invernadero/Jardines

Varios

Varios

Jardineria, invernadero, cultivo de

hongos
Invernadero, cultivo hongos,
jardineria, viveros
Citricos, césped, etc.
Invernaderos, césped

Varios

Invernadero, cultivo de hongos

Antes del 2003 Canada producia NEP, pero recientemente no muestra actividad al afio 2004. Sc, Steinernema carpocapse; Sf, S.

feltiae; Sg, S. glaseri; Sk, S. krausseir; Sr, S. riobrave; Ss, S. scapterisci; Hb, Heterorhabditis bacteriophora; Hi, H. indica; Hm, H.

megidis; Hmar, H. marelatus; H sp, Heterorhabbditis especies.

1.5.1 Ciclo de vida de nematodos entomopatdgenos

Los NEP tienen un ciclo de vida simple que incluyen el huevo, cuatro estadios juveniles y los adultos

(Figura 1.1). El estadio juvenil infectivo puede localizar al huésped y entrar por sus aberturas

naturales, para luego atravesar las paredes internas y pasar al hemocele, donde libera a la bacteria,

que se multiplica repetidamente, generando las condiciones adecuadas para el desarrollo de los

nematodos. Los nematodos ingieren las células bacterianas y los tejidos hidrolizados del huésped,

para desarrollarse hasta adultos. Dentro del huésped pueden producirse dos o tres generaciones y

luego, cuando se han agotado los nutrimentos, emergen los juveniles infectivos (IJ) en busca de

nuevos huéspedes. La especificidad de la asociacidon opera en dos niveles: a) la provisidn de aceites

esenciales por la bacteria, b) la retencion de la bacteria dentro del intestino. El tiempo del ciclo de

vida (de la infeccién a la salida de los juveniles) es de 7 a 10 dias en Steinernema y de 12 a 15 dias

para Heterorhabditis (Fernandez et al., 1994).
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1.6 Métodos de produccién de nematodos entomopatégenos

Los métodos "In vivo" son mas apropiados para mantenimiento de cepas y produccién de 1J para
ensayos de laboratorio y de campo a pequefia escala. Para las producciones a gran escala, los
métodos "In vitro" son los mas practicos. Los steinernematidos tienen mejores cualidades para
almacenamiento. La produccion "In vivo" de grandes cantidades de heterorhabditidos en un
intervalo de tiempo corto para evitar largos periodos de almacenamiento, puede ser un proceso
dificil. Para este tipo de produccién se utiliza frecuentemente Galleria mellonella por ser de facil
adquisicion, con probabilidades de ser criadas con pocos recursos y ser un huésped muy
susceptible. La produccién promedio de 1J por larva de insecto es entre 30,000 y 50,000 siguiendo

los métodos tradicionales (Fernandez et al., 1994).

LI ertran al

hospedera liberacion de la bacteria

zimhionte

El insecto muere.
Loz nematdos se
desarrollan a adultos

Loz L salen del insecta
hospedero a buscar
otro nueyo insecta.

Figura 1.1 Ciclo de vida de nematodos entomopatdgenos del género Steinernema (Lépez-Cuellar, 2005)

1.6.1  Produccién "In vitro": cultivo sélido y cultivo sumergido

La produccion en cultivo sélido surgié como una necesidad de hacer mas econémica y productiva
la obtencion de los nematodos. Los factores importantes son la necesidad de que el cultivo sea
monoxénico (que los nematodos y su bacteria asociada sean los Unicos agentes bioticos), el uso
de la forma primaria de la bacteria, una superficie grande para que los nematodos puedan crecer,
una fuente de esterol para los nematodos y una base alimentaria para las bacterias. El método
mas famoso es el de Bedding, reportado en 1986, que utiliza un homogenizado de visceras de
aves en placas de poliuretano como soporte en frascos grandes de vidrio o bolsas que pueden ser

procesadas en autoclave. Otro método "In vitro" es el cultivo sumergido, el cual es la principal
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tecnologia de produccién comercial a gran escala. Tiene muchos aspectos positivos, aunque por
ser objeto de patentes de las firmas comerciales, la informacion esta restringida. Asi tenemos que
son de escalamiento facil, confiabilidad, empleo de materiales estables y uniformes; con los
steinernematidos esta mas adelantada su produccién y se pueden obtener corrientemente, incluso
en fermentadores de hasta 80 mil L. Como resultado del proceso tecnoldgico y los distintos
procesos involucrados en la aplicacion, el costo de los tratamientos por nematodos oscila entre 50
USD y 400 USD por hectarea de superficie tratada (Fernandez et al., 1994). El Cuadro 1.4
presenta un analisis comparativo entre los tres sistemas de produccién mencionados, lo cual
permite observar las ventajas y desventajas de cada uno en relacion con los propdsitos y recursos

disponibles en base a lo expuesto por Fernandez et al. (1994).

Cuadro 1.4 Analisis comparativo de tres sistemas de produccién de nematodos entomopatégenos

Cultivo In vitro

Indicador Cultivo In vivo Cultivo solido Cultivo sumergido
Rendimiento aproximado 4x10° 1J/insecto 6.7x108 1J3/kg 1x10% 13/L
Duracién del proceso 8-15 12-14 16-24
(dias)

Costo en capital Bajo/medio Bajo/medio Alto

Costo labor Alto Alto Bajo

Costo del material base Alto Bajo Bajo
Control durante Pobre Pobre Bueno

propagacion de la bacteria

Escalamiento Dificil Dificil Bueno
Control de materiales base Pobre Medio Bueno
y posibilidades de

suministro

Uniformidad de materiales Pobre Pobre Bueno

Por otra parte, cualquiera que sea el método In vitro usado, siempre se involucran dos etapas:

Etapa 1. Bacteria simbionte es inoculada en el medio de produccién y esta fermentacion toma de 1
a 3 dias (LOpez-Cuellar, 2005). Un factor determinante para lograr altas productividades de

nematodos virulentos en cultivos In vitro, es lo que se refiere a la bacteria simbidtica. Esta plantea
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retos debido a sus aspectos puramente biolégicos, siendo lo mas conveniente mantener a la
bacteria en la llamada fase primaria durante los procesos de produccion, lo cual no
necesariamente es sencillo. Algunos autores sugieren que la etapa bacteriana de la fermentacion
determina el éxito de la produccién In vitro de NEP (Wang et al., 2007).

Etapa 2. Los nematodos son inoculados (pudiendo ser IJ exclusivamente o un cultivo maduro con
distintos estadios de desarrollo de los NEP) (Chavarria-Hernandez y de la Torre, 2001). Este es el

inicio del cultivo monoxénico propiamente dicho y puede durar de 15 hasta 50 dias.

1.7 Generalidades de simbiontes bacterianos de NEP

Los géneros Xenorhabdus y Photorhabdus estan formados por bacterias simbiontes especificas
que viven asociadas con los nematodos entomopatdégenos de los géneros Steinernema y
Heterorhabditis, respectivamente. Las bacterias mutualistas Xenorhabdus y Photorhabdus, son
alojadas dentro del tracto digestivo de fases 1J de los nematodos. Son enterobacterias de forma
bacilar, Gram negativas y anaerobias facultativas, que no tienen estadios resistentes ni se
encuentran libres en la naturaleza (solamente se encuentran en los nematodos o insectos
huéspedes). Tienen una forma primaria (i.e., fase I) y otra secundaria (i.e., fase Il), siendo la
primera mas virulenta debido a sus caracteristicas fisiol6gicas y morfolégicas. Una vez dentro del
insecto, la bacteria lo mata por septicemia en un periodo de 24 a 48 h (Fernandez et al., 1994). La
Figura 1.2 muestra al simbionte bacteriano X. nemathopila en microscopia electrénica donde se
puede observar los flagelos los cuales son mas comunes en la fase | de este simbionte,
relacionandose con mayor movilidad en comparacion con la fase Il bacteriana (Givaudan et al.,
1995).

a

Figura 1.2. Morfologia de X. nematophila en fase | desarrollada en cultivo
solidé. a) Células de X. nemathopila con flagelos. B) Célula de X. nemathopila
no se distinge ningun flagelo. Tomado de Givaudan et al. (1995).

Los factores que determinan la interaccion simbidtica entre los nematodos y las bacterias aun no
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estan bien identificados. La fase | bacterial es menos estable en cambio la fase Il es mas estable
en cultivos prolongados. El dimorfismo que presenta la bacteria es puramente fenotipico y no esta
relacionado con cambios a nivel ADN (Ciche et al., 2006). En la Figura 1.3 se esquematiza el ciclo

de vida y relacion simbiética de los NEP y sus respectivas bacterias simbidtica.

Nematodo entre al hemocele del huésped,
via ano, boca o cuticula

Nematodos localizan el insecto huésped Nematodos liberan toxinas y la fase 1 6 Ii
de la bacteria.

|

) ¥ Fasell
Nematodos se alimentan del huésped ’
muerto N, ,' . .
Fase de variacion \ Enelinsecto huéspe
\
\
S~ Fasel

Fase | y Il colonizan a los infectivos

iuveniles
Fase | produce antibiéticos,
Fase de variacién toxinas etc.
_--" T=< < Huésped muere
4 .
Desarrollo y reproduccion
Fase Il de los Nematodos. Fasel «—

'\/

Figura 1.3 Representacion esquematica del probable ciclo de vida del complejo nematodo entomopatégeno/bacteria
simbiética. Fase de variacién (conversion de la fase | a fase Il) en Xenorhabdus y Photorhabdus aparentemente
ocurre dentro del huésped durante la reproduccion del nematodo (Owuama, 2001).

El Cuadro 1.5 muestra algunos ejemplos de relaciones simbidticas especificas entre bacterias y

sus respectivos NEP.

Cuadrol.5. Especies de bacterias entomopatogénicas y su NEP simbionte (Lépez-Cuellar, 2005)

Especie bacterial Nematodo
X. beddingii Steinernema sp.
X. bovienii S. feltiae
S. intermedia
S. krausseir
S. affinis
X. nematophila S. carpocapsae
X. poinarii S. glaseri
Xenorhabdus spp. S. kushidai
S. longicardum
S. neocurtillis
S.rara
S. ritteri
S. scapterisci
S. serratum
Photorhabdus luminescens Heterorhabditis bacteriophora
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H. megidis
H. indica

Photorhabdus spp. H. brevicaudis

H. zealandica

Por otra parte, en un afan de conservar o alterar lo menos posible la biodiversidad existente en los
distintos ecosistemas, la practica del biocontrol de insectos plaga mediante el uso de NEP
actualmente tiende a usar preferentemente especies de nematodos nativos de las zonas
geograficas donde son aplicados para el biocontrol, en lugar de usar especies exdticas de NEP
aislados de nichos ecoldgicos diferentes, que por otra parte alin continda siendo la practica mas
ampliamente usada en muchos Agrosistemas. Mas audn, se ha reportado que el uso de especies
nativas de NEP en practicas de biocontrol de insectos es frecuentemente mas eficaz que el
correspondiente a especies exoéticas, cuando los especimenes han sido aplicados en igualdad de

circunstancias.

Por las razones anteriores, varios grupos de investigacién se han dado a la tarea en los ultimos
afios de aislar especies de NEP de las regiones donde eventualmente podran ser usados en
estrategias de Manejo Integral de Plagas, reportandose en varios casos la presencia de nuevas
especies de nematodos o de variedades distintas mejor adaptadas al entorno donde éstas seran
usadas. En este sentido, también es de gran importancia identificar los simbiontes bacterianos ya
que, como se ha mencionado anteriormente, el cultivo puro de la bacteria simbibtica es
fundamental en la produccion masiva de NEP (Abu-Hatab et al., 1998; Jeffke et al., 2000; L6pez-
Cuellar, 2005).

1.8 Coleccion y aislamiento de cepas de nematodos y simbiontes bacterianos

La colecta y aislamiento de nematodos nativos es importante para su utilizacion local en
estrategias de MIP, para no alterar los ecosistemas y a la vez cumplir la legislacién establecida. Se
conocen dos formas fundamentales de colecta: en el suelo, a través de técnicas de flotacion,
decantacion o extraccion hiimeda (poco empleado), y mediante la colecta por medio de huéspedes
infestados naturalmente o con insectos-trampa, siendo este Ultimo el método mas usado. El
método de trampeo utiliza insectos altamente susceptibles, como Galleria mellonella, a fin de
concentrar los nematodos del ambiente natural, aprovechando la capacidad de busqueda que
tienen estos para hallar al huésped (Fernandez et al., 1994). Después del proceso de aislamiento,
se procede a la obtencion, purificacion e identificacion de sus respectivos simbiontes bacterianos
para poder ser empleada en distintos experimentos, enfocados a la produccién de bioinsecticidas a
base de NEP.
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1.9 Aislamiento e identificacién simbiontes bacterianos

El aislamiento de los simbiontes bacterianos se debe realizar en su fase |, ya que como
anteriormente se menciond, esta fase es la mas empleada en los procesos de produccion de
bioinsecticidas a base de NEP. La identificacién de una bacteria implica su asignacién a un taxén
segun una clasificacion dada. Consiste en la determinacion de las caracteristicas fenotipicas y/o
genotipicas y la comparacion de estas caracteristicas con los diferentes taxones disponibles. Las
caracteristicas a determinar y su nimero depende principalmente del tipo de bacteria y del fin que
se persigue en la identificacion.

1.9.1 Caracterizacién Bioquimica

La identificacion de un simbionte bacteriano aislado puede realizarse utilizando diferentes
combinaciones de caracteristicas y diferentes criterios en la evaluacién de similitudes. Los ensayos
bioguimicos tradicionalmente utilizados, denominadas pruebas bioquimicas convencionales,
generalmente determinan la actividad de una via metabdlica (conjunto de reacciones quimicas) a
partir de un sustrato que se incorpora en un medio de cultivo y que la bacteria al crecer transforma
0 no. Son pruebas simples que se han desarrollado para demostrar en forma clara una
determinada caracteristica bioquimica como presencia o ausencia de una determinada actividad
enzimatica, grupo de enzimas o determinada via metabdlica, crecimiento a una determinada
temperatura, crecimiento en presencia de inhibidores, etc. No significan de ninguna manera un
estudio profundo del metabolismo bacteriano. Existen diferentes sistemas que facilitan la
realizacion de tales ensayos, porque proponen el mejor conjunto de pruebas bioquimicas para la
identificacién de un grupo bacteriano, porque simplifican la interpretacion de un resultado utilizando
un valor numérico, ademas proveen los reactivos listos para su uso o porque son totalmente

automatizables.

1.9.1.2 Métodos bioguimicos de identificacion

API 20 NE

El APl 20 NE es un sistema para la identificacion de bacilos gram-negativos no enterobacterias. El
sistema esta estandarizado y combina 8 pruebas convencionales y 12 de asimilacién. El kit consta

de una galeria con 20 microtubos conteniendo medios y/o sustratos en forma deshidratada.

Los microtubos convencionales, se inoculan con una suspension bacteriana de la cepa a analizar

en solucién salina. Tras un periodo de incubacién de 24 a 48 h a 30 °C se pueden observar virajes
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de color en el medio, bien directamente o tras adicion de reactivos. Las pruebas de asimilacion se
inoculan con un medio minimo, observandose crecimiento bacteriano si la cepa a analizar es
susceptible de utilizar el sustrato correspondiente. La lectura de la reaccion API se realiza
sumando las pruebas positivas por trios; luego, se obtiene un ndmero clave para la bacteria en
cuestion, que puede ser buscado posteriormente en una tabla de cédigos. Algunas pruebas

convencionales incluidas en este kit son:

NOsa: reduccion de NOs; produccion de N2. Se afiaden los reactivos NIT 1 (0.8g acido sulfanilico +
100 mL &cido acético 5N) y NIT 2 (0.6 g N-N-dimetil-1-naftilamina + 100 mL acido acético 5N). Tras
5 min, un color rojo indica reaccién positiva. Una reaccion negativa (ausencia de color) puede
deberse a la produccién de nitrégeno; para comprobarlo se afiaden 2-3 mg de Zn (metal). Si tras
otros 5 min no se aprecia cambio de color la reaccién es positiva; si vira al rojo la reaccion es

negativa.

TRP: degradacion de triptéfano hasta indol. Afadir una gota del reactivo INDOL (5 p-dimetil
aminobenzaldehido + 75 mL alcohol isoamilico + 25 mL HCI 37%). La aparicién de un color rosa es

indicativa de resultado positivo.

GLU: fermentacién de glucosa. Cubrir la ventana del microtubo tras su inoculacién con aceite de
parafina para proporcionar un ambiente anaerobio. El medio es azul-verdoso; un viraje al amarillo

supone reaccién positiva.

ADH: produccién de arginina dihidrolasa. Cubrir la ventana del microtubo tras su inoculacion con
aceite de parafina para proporcionar un ambiente anaerobio. El medio es amarillo; un viraje hacia

el naranja-rosa-rojo indica reaccién positiva.

URE: hidrdlisis de urea (produccién de ureasa). Cubrir la ventana del microtubo tras su inoculacion
con aceite de parafina para proporcionar un ambiente anaerobio. EI medio es amarillo; un viraje

hacia el naranja-rosa-rojo indica prueba positiva.

ESC: hidrdlisis de esculina (produccién de -glucosidasa). EI medio es amarillo; el viraje hacia el
gris-marrén-negro es indicativo de reaccion positiva. De forma general la hidrélisis de la esculina
libera glucosa, esculetina y esta Ultima se detecta porque reacciona con el i6n férrico del medio

dando unos precipitados negros que lo oscurecen.

GEL: proteasas. El medio contiene gelatina y tinta china. Si la bacteria a analizar produce
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proteasas capaces de hidrolizar el sustrato, la tinta china difunde, obteniéndose una prueba

positiva. En caso contrario la reaccion es negativa.

PNPG: R-galactosidasa. EI medio contiene p-nitrofenil-R-D-galactopiranésido. En caso de existir

produccion de -galactosidasa el medio vira de incoloro a amarillo.

Pruebas de asimilaciéon

El resto de las pruebas del APl 20 NE son ensayos de asimilacion de diversos sustratos. Los

medios son transparentes; una reaccién positiva conlleva la aparicion de turbidez.

GLU: asimilacién de glucosa; ARA: asimilacién de arabinosa; MNE: asimilacion de manosa; MAN:
asimilacion de manitol; NAG: asimilacién de N-acetil-glucosamina; GNT: asimilacién de gluconato;
CAP: asimilacion de caprato; ADI: asimilacién de adipato; MLT: asimilacion de malato; CIT:

asimilacion de citrato; PAC: asimilacion de fenil-acetato.

OX: presencia de oxidasas. Esta prueba indica si un microorganismo es oxidasa-positivo o

negativo. Para su realizacion se han de emplear discos de Diferenciacion de Oxidasa (Difco).

Aplicar una gota de agua destilada estéril sobre el disco y a continuacion colocar sobre el mismo
una colonia de la cepa estudiada con un asa de platino. La aparicién de un color rosa a castafio o a

casi negro en un periodo de 20 min indica reaccién positiva.

API 20 E

El sistema APl 20 E es (til para la identificacion de microorganismos de la familia
Enterobacteriaceae asi como de otros bacilos gram-negativos. La galeria consta de 20 microtubos
que contienen medios deshidratados. Los microtubos se inoculan con una suspension bacteriana;
el metabolismo de los microorganismos produce cambios de color en el medio, ya sea
directamente o tras adicion de reactivos. La lectura de este API sigue las mismas pautas que las
establecidas para el API20 NE. Tras 18-24 h a 35-37 °C debe hacerse la lectura de la galeria
segun la tabla de lectura. Se anotan primero las reacciones espontaneas; si la glucosa resulta
positiva y/o 3 0 mas microtubos son positivos se procede a afiadir los reactivos correspondientes a

los microtubos que los requieren. Algunas pruebas convencionales incluidas en este kit son:

ONPG: produccion de R-galactosidasa. El sustrato utilizado es o-nitrofenil-R-D-galactosido. El
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medio es incoloro; si la reaccion es positiva vira al amarillo.

ADH: produccion de arginina dihidrolasa. Como sustrato se utiliza arginina. Afadir una gota de
reactivo TDA (3.4 g percloruro férrico + 100 mL agua destilada). El medio es amarillo; una reaccion

positiva lo hace virar hacia el marrén.

LDC: produccidn de lisina decarboxilasa. Se utiliza lisina como sustrato. El medio, de color amarillo

vira al naranja cuando la prueba es positiva.

ODC: produccidn de ornitina decarboxilasa utilizando como sustrato ornitina. El medio es amarillo;

una reaccion positiva lo hace virar hacia el naranja-rojo.

CIT: utilizacion de citrato. Cuando la prueba resulta positiva el medio vira del amarillo al verde.

H2S: produccion de sulfuro de hidrogeno. Utilizando como sustrato tiosulfato de sodio. El medio es

incoloro-grisaceo; cuando la prueba es positiva se forma un depésito negro.

URE: produccion de ureasa. El sustrato es urea, y si la reaccién es positiva el medio de color
amarillo, vira al naranja-rojo.

TDA: produccién de triptéfano desaminasa utilizando como sustrato triptéfano. El medio es

amarillo; cuando la prueba es positiva se puede apreciar un viraje al marron.

IND: degradacion de triptéfano hasta indol. Afiadir una gota del reactivo INDOL (5 p-dimetil
aminobenzaldehido + 75 mL alcohol isoamilico + 25 mL HCI 37%). La aparicién de un color rosa es

indicativa de resultado positivo.

VP: prueba de Voges Proskauer. Utilizando como sustrato piruvato sédico se analiza la produccion
de acetoina. Afadir una gota del reactivo VP1 (40 g KOH + 100 mL agua destilada) y una de VP2
(a-naftol + 100 mL etanol). ElI medio es incoloro; una reaccién positiva viene indicada por un viraje
al rojo-rosado.

La prueba de Voges-Proskauer permite determinar si la bacteria problema sigue la via de la

fermentacion butanodidlica para la conversion del acido piravico, produciendo mayoritariamente

productos neutros como resultado del proceso de fermentacion.
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A continuacion se exponen una serie de pruebas indicativas de fermentacion-oxidacion de varios
sustratos. La fermentacion se examina en la parte inferior de los tubos; la oxidacién se examina en
las cupulas de los mismos. Los medios son de color azul verdoso; una reaccion positiva viene dada

por una coloracién amarilla:

GLU: fermentacién/oxidacién de glucosa; MAN: fermentacion/oxidacion de manosa; INO:
fermentacion/oxidacion de inositol; SOR: fermentacion/oxidacion de sorbitol; RHA:
fermentacion/oxidacion de ramnosa; SAC: fermentacion/oxidacion de sacarosa; MEL:
fermentacion/oxidacion de melibiosa; AMY: fermentacion/oxidacion de amigdalina; ARA:

fermentacién/oxidacién de arabinosa.

Las pruebas de la oxidasa (OX), reduccion de nitratos, produccion de proteasas (GE) también se
llevan acabo en este ensayo bioquimico, con el mismo principio y procedimiento que en el API 20
NE.

API 50 CH

Sistema estandarizado compuesto por 50 ensayos bioquimicos enfocados al estudio del
metabolismo de los hidratos de carbono en los microorganismos. EI APl 50 CH se emplea en
combinacion con el APl 50 CHB/E medium para la identificacion de Bacillus y microorganismos
préximos, de enterobacterias y Vibrionaceae. El API 50CH permite el estudio de la fermentacién de
sustrato y derivados (heterésidos, polialcoholes y &cidos urénicos). Durante el periodo de
incubacion, la fermentacion puede generar un cambio de color en el tubo debido a produccion de

acido en anaerobiosis.

1.9.2 Caracterizacién genotipica

La microbiologia en los ultimos afios ha empleado a la biologia molecular como una herramienta
indispensable para la identificacién y caracterizacion de microorganismos. Para estas tareas,
también se tienen que considerar aspectos del ecosistema donde se desarrolle el microorganismo
0 microorganismos en estudio, ya que el crecimiento, la sobrevivencia y la actividad de cualquier
especie, pueden estar determinados por la presencia de otras especies.

Durante el ultimo siglo se ha dependido del aislamiento y cultivo de los microorganismos para su
identificacion. Estos han sido caracterizados tradicionalmente por su fenotipo, el conjunto de
propiedades celulares observables, como su morfologia, propiedades fisiolégicas y por la

estructura de sus componentes celulares. La necesidad de cultivar los microorganismos para
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identificarlos ha limitado la comprensién de la diversidad microbiana, ya que ahora se sabe que
mas del 90 % de los microorganismos en los ambientes naturales no pueden ser cultivados usando
las técnicas tradicionales. Es aqui donde las técnicas de biologia molecular pueden tener gran
pertinencia ya que a través de éstas, puede evidenciarse la presencia de ciertos organismos
aunque éstos no necesariamente puedan ser cultivados mediante los métodos microbiolégicos
tradicionales. Consiste en aislar microorganismos Yy tipificarlos mediante técnicas basadas en el
material genético DNA (Diaz-Ruiz y Wacher-Rodarte, 2003). Diversos grupos de trabajo (Diaz-Ruiz
et al.,, 2003; Escalante et al.,, 2004) se han enfocado al estudio de la diversidad bacteriana en
sistemas ecoldgicos complejos, de manera que para llevar a cabo estas caracterizaciones, ademas
de considerar los aspectos de la microbiologia tradicional, se han complementado con el empleo
de técnicas de biologia molecular usando el material genético de los especimenes en estudio, para
lo cual existen una diversidad de técnicas que se pueden emplear, como la reaccién en cadena de
la ADN polimerasa (PCR), analisis de restriccion de ADN ribosomal amplificado (ARDRA), analisis
de huellas digitales con base al analisis de ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD) y
polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) complementando esta técnica con

una ribotipificacion (Diaz-Ruiz y Wacher-Rodarte 2003).

Para la identificacion y clasificacion de simbiontes bacterianos de NEP, ademas de técnicas
microbiolégicas tradicionales, algunos grupos de investigacion se han auxiliado de la
caracterizacion genética de estos simbiontes (Fischer — le Saux et al., 1999; Lengyel et al., 2005;
Somvanshi et al., 2006; Tailliez et al., 2006) empleando técnicas de biologia molecular como una

herramienta invaluable para realizar una adecuada caracterizacion de especimenes aislados.

1.9.2.1 Reaccién en cadena de la polimerasa de ADN (PCR)

Si las secuencias de nucledtidos en los extremos de una region de ADN en particular se conocen,
el fragmento intermedio puede amplificarse directamente por la reaccibn en cadena de la
polimerasa de ADN (PCR). La PCR depende de la capacidad para desnaturalizar alternativamente
las moléculas de ADN de hebra doble y renaturalizar (hibridar) las hebra individuales
complementarias en una forma controlada. Otro factor importante en la reaccion de PCR, es la
capacidad de sintetizar oligonucleétidos de al menos 18 a 20 nucleétidos de longitud con una
secuencia definida. Tales nucleétidos sintéticos pueden producirse rapidamente con instrumentos
automatizados basados en el esquema de reaccién estandar mencionado (Luque-Cabrera y
Herraez-Sanchez, 2005).

Un procedimiento de PCR tipico comienza con la desnaturalizacion por calor de una muestra de
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ADN para generar hebras simples. Luego, al ADN desnaturalizado se le afiade en exceso, dos
oligonucledtidos sintéticos complementarios a los extremos 3’ del segmento de ADN de interés y la
temperatura se disminuye hasta 50 a 60°C. Estos oligonucledtidos especificos, los cuales se
encuentran en una concentracion alta, se hibridaran con sus secuencias complementarias en la
muestra de ADN mientras que las hebras largas de ADN de la muestra permaneceran aparte
debido a su baja concentracién. Los oligonucleétidos hibridados sirven luego como cebadores para
la sintesis de la cadena de ADN en presencia de desoxinucleécleotidos (ANTP) y una ADN
polimerasa resistente a la temperatura como la proveniente de Thermus aquaticus
(microorganismo que vive en aguas termales). Esta enzima, denominada Taq polimerasa, puede
permanecer activa aun después de ser calentada a 95°C y puede extender los cebadores a
temperaturas de hasta 72 °C. Cuando se completa la sintesis, toda la mezcla se vuelve a calentar
a 95 °C para desnaturalizar los duplex de ADN recién formados. Después que se vuelve a bajar la
temperatura tiene lugar otro ciclo de sintesis porque aln hay exceso de cebadores. Ciclos
repetidos de desnaturalizacién (calentamiento) y sintesis (enfriamiento) amplifican rapidamente la
secuencia de interés. En cada ciclo, se duplica la cantidad de copias de la secuencia entre los
sitios del cebador, por ende la secuencia deseada se multiplica exponencialmente mientras que
todas las otras secuencias en la muestra de ADN originalmente permanecen sin amplificar (Maurer,
2006).

1.9.2.2 Electroforesis en gel

Cerca de un pH neutro, las moléculas de ADN tienen una carga negativa y por ende se mueven
hacia el electrodo positivo durante la electroforesis en gel. Debido a que la matriz del gel restringe
la difusién aleatoria de las moléculas, las que tienen la misma longitud migran juntas como una
banda cuyo ancho iguala al del carril donde se coloco la mezcla original de ADN al comienzo de la
corrida electroforética. Las moléculas mas pequefias se mueven a través de la matriz del gel mas
rapidamente que las mas grandes de manera que las moléculas de diferentes longitudes migran
como bandas distintas. Las moléculas de ADN compuestas por hasta 2,000 nucleétidos suelen
separarse electroforéticamente en geles de poliacrilamida y las moléculas de alrededor de 200
nucleétidos hasta méas de 20 kb, en geles de agarosa. Un método comudn para visualizar bandas de
ADN separadas en un gel es incubarlo en una solucidon que contenga bromuro de etidio, el cual
actiia como colorante fluorescente. Cuando se expone esta sustancia a luz ultravioleta, emite una
luz roja-anaranjada, que se intensifica unas 20 veces después de haberse unido a una cadena de
ADN. Este efecto es debido al aumento de la hidrofobicidad al medio, y no a la rigidificacion del
anillo bencénico, no estando éste entre pares de bases del ADN. Como el bromuro de etidio se

intercala en el ADN, esta sustancia tiene un poderoso efecto mutageno y posiblemente puede ser
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cancerigeno o teratdgeno.

El bromuro de etidio tiene una referencia CAS 1239-45-8, y una férmula C21H20BrNs. Como la
mayoria de los compuestos fluorescentes, es una sustancia aromatica. La mayor parte de la
molécula es una estructura triciclica con grupos amino-benceno en cada lado de una molécula
piridinica (seis atomos, conteniendo nitrégeno y un anillo aromatico). Esta estructura
dibenzopiridinica es conocida con el nombre de fenantridina (Luque-Cabrera y Herraez-Sanchez ,
2005).

1.9.2.3 Secuenciacion

Hasta los afios 1970 era muy dificil y costoso secuenciar incluso fragmentos de sélo 5 6 10
nucleétidos. Fueron los métodos quimicos de Maxam y Gilbert de 1977, y enzimatico de Sanger de
1980, los que abrieron el camino a dicho gran objetivo. Estos dos métodos pioneros de la
secuenciacion tienen en comun algunos aspectos, como la utilizacién de fragmentos de ADN
original escindidos con enzimas de restriccion, el marcaje del ADN de forma radiactiva o quimica
(compuestos fluorescentes), y el empleo de métodos electroforéticos para separar los fragmentos
generados. La muestra de ADN es amplificada por PCR para disponer de suficiente cantidad de
material para su andlisis. Igualmente es conveniente la purificacion para eliminar ADN
contaminante en la muestra y reactivos procedentes de la purificacion o de otros procesos previos

(como cebadores y nucleétidos restantes de la PCR) (Lugue-Cabrera y Herraez-Sanchez, 2005).

1.9.2.3.1 Método quimico de secuenciacion del ADN

Este procedimiento, uno de los més usados pero actualmente desplazado por el método
enzimatico, se basa en la hidrélisis quimica y en un disefio original aplicable a secuencias de ADN
de menos de 250 nucleétidos. Se conoce habitualmente como método de Maxam y Gilbert. Puede
describirse en tres etapas; marcaje del ADN, hidrélisis quimica selectiva del ADN y analisis de los

productos.

Marcaje de una hebra del ADN: se parte de un ADN de doble hebra, generalmente obtenido por

restriccién de uno mayor. En esta primera etapa consiste en el marcaje de uno de los extremos de
cada hebra. Lo habitual es emplear polinucleétido quinasa y ATP radiactivo para marcar el extremo
57, aunque pueden también emplearse fluorocromos o marcar el extremo 3°. Después de ser
marcado el ADN debe ser desnaturalizado.

Modificacion de las bases y fragmentacién del DNA: el propésito es conseguir fragmentos de ADN
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de hebra sencilla, marcados, de longitud variable y que terminen en un nucleétido conocido. De
esta forma, la longitud de cada fragmento indicara la posicion de ese nucleétido. Ello se consigue
con tratamientos quimicos independientes que producen fragmentos.

Separacion de los fragmentos y andlisis: para analizar las 4 mezclas de fragmentos obtenidos, se

separan todos ellos de acuerdo con su tamafio, empleando electroforesis. El tamafio de cada
fragmento marcado indica directamente la posicidn en la secuencia del nucleétido correspondiente

(Lugue-Cabrera y Herrdez-Sanchez, 2005).

1.9.2.3.2 Método enzimatico de secuenciacion del ADN

El método enzimatico o de Sanger es la base de las variantes mas utilizadas actualmente para la
secuenciacion a gran escala del ADN. En este método no se desnaturaliza el ADN, sino que se
acude a la interrupcién controlada de la sintesis de una hebra complementaria durante una
replicacion in Vitro. Esta sintesis catalizada por una ADN polimerasa, define el caracter enzimatico
del método. Igualmente, han ido surgiendo distintas variantes del método inicial en lo relativo al tipo
y lugar de marcaje de los nucleétidos, especialmente al aparecer los fluorocromos como alternativa
a los is6topos radioactivos. En general, el método involucra tres secciones: sintesis enzimatica,

andlisis de los fragmentos y automatizacion (Luque-Cabrera y Herraez-Sanchez, 2005).

Por otra parte, el Cuadro 1.6 presenta un resumen de trabajos relacionados al aislamiento e
identificacién de simbiontes bacterianos de nematodos entomopatégenos mediante distintos
métodos. En este sentido, no existen aln trabajos publicados sobre especimenes aislados en

México por grupo alguno.
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Cuadro 1.6. Trabajos recientes sobre aislamiento e identificacion de bacterias simbiéticas de nematodos entomopatdégenos.

Especimenes

Propdsito

Metodologia

Resultados

Referencia

76 aislados bacterianos del
género Xenorhabdus
provenientes de distintas
colecciones y algunos de
ellos aislados por el grupo
responsable del trabajo.

Caracterizacién genética,
fenotipica e Identificacion de
nuevas especies de
simbiontes de

steinernematidos.

Técnicas moleculares (i.e.,
16S rADN, RFLP y RAPD) y
pruebas fenotipicas (i.e., API
20E, API 20NE, API 50CH y
Biotype 100)

Proponen 10 nuevas especies de

Xenorhabdus (i.e., X. cabanillasii sp.

nov., X. doucetiae sp. nov., X.
griffiniae sp. nov., X. hominickii sp.
nov., X. koppenhoeferi sp. nov., X.
kozodoii sp. nov., X. mauleonii sp.
nov., X. miraniensis sp. nov., X.
romanii sp. nov., y X. stockiae sp.

nov.)

Tailliez et al., 2006

Xenorhabdus indica sp. nov.,
asociada a Steinernema
thermophilum Ganguly y

Singh aislado en la India.

Identificacion de simbionte

bacteriano

Técnicas moleculares (i.e.,
16S rADN) y pruebas
fenotipicas (i.e., API 20NE,
API 50CH, Biolog GN y

actividad antimicrobiana)

Nueva especie Xenorhabdus indica
sp. nov., simbionte del nematodo
entomopatégeno S. thermophilum

aislado en la India.

Somvanshi et al., 2006
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Simbiontes bacterianos
extraidos de los nematodos
entomopatégenos

Steinernema scapterisci, S.

bicornutum, S. serratumy S.

rarum, aislados en Uruguay,
Serbia, sur de China 'y

Argentina, respectivamente.

Caracterizacion genética y
fenotipica. Identificacion de
nuevas especies de
simbiontes de

steinernematidos.

Técnicas moleculares (i.e.,
16S rADN) y pruebas
fenotipicas (i.e., API 20E,
API 50CH, Biolog GN y

actividad antimicrobiana)

Identificaciéon: Xenorhabdus
budapestensis sp. nov., aislada de
Steinernema bicornutum; X. ehlersii
sp. nov., aislada de S. serratum; X.
innexi sp. nov., aislada de S.
scapterisci; y X. szentirmaii sp. nov.,

aislada de S. rarum.

Lengyel et al., 2005

Simbiontes bacterianos
extraidos de los nematodos
entomopatégenos
Steinernema oregonense y
Heterorhabditis marelatus,
aislados en EUA.

Caracterizacion genética de
los simbiontes bacterianos

aislados.

Técnicas moleculares (i.e.,
16S rADN)

Xenorhabdus parece estar muy
relacionada con X. bovienii; mientras
que la especie aislada de
Photorhabdus parece muy distinta
de aquellas reportadas hasta la

fecha de esta publicacién.

Liu et al. 2001

Simbionte bacteriano de

Steinernema cubanum

Identificacién del simbionte
bacteriano del nematodo

Steinernema cubanum

Extraccién de ADN y
amplificacion del gen 16s
rADN

Se identifico la bacteria simbionte
como Xenorhabdus poinare. Aislada

del nematodo S. cubanum

Fischer-Le Saux et al.
1999
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1.10 Justificaciéon

Para evitar pérdidas econémicas importantes ocasionadas por plagas en cultivos agricolas se han
usado importantes cantidades de diferentes pesticidas quimicos, los cuales en muchas ocasiones se
han asociado con problemas ambientales y de salud. Debido a lo anterior, es urgente la basqueda de
métodos de control de plagas mas eficientes y menos perjudiciales para el medio ambiente y salud
del género humano. Dentro de las opciones que se tienen, el uso de nematodos entomopatdégenos
(NEP) con actividad bioinsecticida se presenta prometedor debido a las propiedades que estos
organismos tienen de buscar activamente a sus insectos presa y por la variedad de especies de
insectos plaga que pueden ayudar a controlar. Ademas, en un afan de conservar o alterar lo menos
posible la biodiversidad existente en los distintos ecosistemas, la practica del biocontrol de insectos
plaga mediante el uso de NEP actualmente tiende a usar preferentemente especies de nematodos
nativos de las zonas geograficas donde son aplicados para el biocontrol, en lugar de usar especies
exéticas de NEP aislados de nichos ecolégicos diferentes, que por otra parte adn continda siendo la
practica mas ampliamente usada en muchos Agrosistemas. Mas aun, se ha reportado que el uso de
especies nativas de NEP en préacticas de biocontrol de insectos es frecuentemente mas eficaz que el
correspondiente a especies exéticas, cuando los especimenes han sido aplicados en igualdad de
circunstancias. Por las razones anteriores, varios grupos de investigacion se han dado a la tarea de
aislar especies de NEP y sus bacterias simbiéticas en las regiones donde eventualmente podran ser
usados en estrategias de manejo integrado de plagas reportandose en varios casos la presencia de
nuevas especies o de variedades distintas mejor adaptadas al entorno donde éstas seran usadas. En
este sentido, los aspectos concernientes a los simbiontes bacterianos son fundamentales ya que
para la produccion masiva de estos bioinsecticidas, es indispensable contar con abastos puros de la

bacteria, lo cual determina el éxito o no de la produccién industrial.

Con base en lo anterior, el propdsito del presente proyecto de investigacion es desarrollar estudios
de aislamiento e identificacion de especies bacteriales simbiéticas de nematodos entomopatégenos

nativos del Estado de Hidalgo, con la finalidad de contribuir en los siguientes aspectos:

1. Mejorar las tecnologias agroindustriales de nuestro pais para la produccion de bioinsecticidas.

2. Promover un mayor desarrollo de la agricultura organica mediante el uso de “tecnologias limpias”
lo cual puede coadyuvar al desarrollo sustentable del estado de Hidalgo. Actualmente existe una

tendencia econdmica importante enfocada al consumo de productos organicos.

3. Contribuir al aislamiento y caracterizacion de los simbiontes bacterianos de NEP para incrementar

el conocimiento de la diversidad bioldgica existente en el estado de Hidalgo.
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1.11 Objetivo general
Aislar e identificar mediante técnicas morfométricas, bioquimicas y biomoleculares a simbiontes
bacterianos de nematodos entomopatdgenos aislados en el estado de Hidalgo, para contribuir a una
agricultura sustentable.

1.11.1 Objetivos particulares

. Aislar simbiontes bacterianos de nematodos entomopatégenos por medio de distintas

técnicas microbioldgicas de aislamiento.

. Identificar los simbiontes bacterianos aislados mediante ensayos bioquimicos, pruebas

fenotipicas y amplificacion del gen 16s rADN y subsiguiente secuenciacion de productos de PCR.

1.12 Hipétesis
Existen simbiosis de nematodo-entomopatégeno/bacteria silvestres en el estado de Hidalgo que

pueden ser aislados, cuyos simbiontes bacterianos pueden ser aislados e identificados mediante

técnicas convencionales y de biologia molecular.
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Capitulo Il

Materiales y Métodos

2.1 Especimenes

Nematodos entomopatdgenos aislados en el estado de Hidalgo de la zona centro-norte, de los
cuales se extrajeron, purificaron, conservaron e identificaron sus respectivos simbiontes
bacterianos por los métodos aqui descritos.

2.2 Medios de cultivo

NBTA (Akhurst, 1980).

Ingrediente Concentracion (% p/v)
Agar nutritivo 2.3

Azul de bromotimol 0.025

Cloruro de trifenil tetrazolio (TTC) 0.004

Se prepara el agar nutritivo junto con el azul de bromotimol y se ajusta el pH a 8-8.5. Después de

esterilizar se adiciona el TTC al medio, cuando la temperatura sea aproximadamente 40 °C.
NOTA.
El TTC esté preparado al 0.4% p/v y esterilizado por filtracion. Se utiliza 1 mL por cada 100 mL de

medio a preparar.

Medio de produccién bacteriano (STB)

Ingrediente Concentracion (% p/v)
Caldo de soya tripticaseina 3
Extracto de levadura 0.5

2.3 Aislamiento de simbiontes bacterianos

Para aislar un microorganismo de la naturaleza, se debe conocer previamente los requerimientos

nutricionales y las condiciones ambientales éptimas para su crecimiento.

Se emplearon tres métodos con base en las caracteristicas de los abastos de NEP.
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2.3.1 Aislamiento a partir de hemolinfa

Se trabajo en todo momento en la campana de flujo laminar

Se tomo una larva de Galleria mellonella previamente infectada con nematodos

entomopatégenos (maximo 24 h después de su muerte).

La larva fue colocada dentro una solucién de hipoclorito de sodio al 0.1 % v/v o alcohol al

75 % v/v durante 5 min.

Posteriormente, la larva se coloco en agua destilada estéril para enjuagarla.

Una vez enjuagada la larva, se coloco sobre una caja Petri para permitir que seque y

facilitar su manipulacion.

La larva fue abierta con un bisturi estéril y se tomo una muestra de hemolinfa con el asa
bacteriol6gica para ser estriada en agar NBTA. Se debe cuidar no dafar el tracto digestivo

de la larva para evitar contaminaciones.

2.3.2 Fractura de Infectivos Juveniles (1J)

Se trabajo en la campana de flujo laminar.

De una suspension de 1J, se tomo una gota (40 pL) y se atraparon uno a uno, alrededor de

10 IJ que se pasaron a otra gota de solucion de cloro al 3 % v/v.

Los 1J se dejaron por 10 min y se atraparon nuevamente para enjuagarlos, colocandolos en

otra gota de agua destilada estéril.

Los 1J se atraparon nuevamente y se colocaron en una gota de STB (4 pL) en caja Petri
estéril, en la cual se partieron a la mitad con el asa bacteriolégica; posteriormente se

afiaden alrededor de 8 mL méas de medio STB, sellandose la caja con parafilm.

Se incubo la caja a 30°C de 24 a 48 h se monitoreo a simple vista la turbidez del medio (un

aumento de ésta indica probable crecimiento bacteriano).

33



K2
0‘0

7
*

KD
*

KD
*

7
*°*

Después de la incubacion y desarrollo de turbidez, se tomaron alicuotas de caldo STB y se

estriaron en cajas de NBTA, las cuales luego se incubaron a 30°C.

Se monitoreo el cultivo en placa NBTA para determinar el crecimiento y la fase del

simbionte bacteriano, en base a la coloracién que desarrollen las colonias.

2.3.3 Gota pendiente

Se trabajo en la campana de flujo laminar.

Se realizo una pequefia incisién a una larva de G. mellonella y se presiono con los dedos

indice y pulgar para sacar una gota de hemolinfa (Figura 2.1).

Figura 2.1 Extraccion de hemolinfa de una
larva de Galleria mellonella

Esta gota se coloco sobre un cubreobjetos estéril.

Se atraparon y sanitizaron 10 1J como se describi6é anteriormente, los cuales se colocaron

en la gota de hemolinfa.

Este cubreobjetos se coloco en posicion invertida en el hueco de un portaobjetos excavado

estéril y las orillas se sellandose con vaselina esterilizada.

El portaobjetos y cubreobjetos se colocaron dentro de una caja Petri con papel filtro

humedo esterilizado, para mantener una humedad relativa favorable.

Se incubaron a 30°C por 48 h en incubadora de conveccion.

Luego, alicuotas del cultivo anterior fueron estriadas en placas de NBTA, e incubadas a
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30°C por 24 a 48 h para determinar el crecimiento y la fase del simbionte bacteriano.

2.4 Preparacion de viales de conservacion

Se selecciona una colonia bacteria aislada en cultivo en placa de medio diferencial (NBTA) y en
fase |. Posteriormente, con esta colonia se realiza un cultivo axénico en STB (30 mL de medio en
matraz Erlenmeyer de 250 mL) a 30 °C por 24 h y agitacion orbital de 150 rpm. Al final de la
incubacion, el caldo debe tener un pH de 8 a 8.5 y una alta concentracion de biomasa bacterial sin
microorganismos contaminantes. Luego se agrega glicerol estéril para obtener una concentracion
de 25% v/v, se homogeneiza la mezcla y se vierte en tubos eppendorf estériles de 1.5 mL.
Después se refrigera de 4 a 8°C por 1 h, para luego congelar de 0 a - 4°C por 1.5 h y finalmente se

pasan al ultra congelador a - 80°C para mantener el abasto de bacteria hasta su empleo.

Reactivacion de viales
Para reactivar las bacterias, los viales de conservacion se descongelan a temperatura ambiente
para posteriormente inocular un volumen de medio de cultivo STB que se incuba por 24 h a 30 °C
con agitacién orbital constante de 150 rpm. Después de la reactivacion de un vial de conservacién
en medio STB, para comprobar la fase en la que se encuentran los simbiontes bacterianos se
estrian cajas de NBTA con muestras de caldo STB. Las cajas se incuban a 30°C por 24 h y se
observan las caracteristicas de las colonias desarrolladas que deben corresponder a la fase |
bacterial. Todos los cultivos se realizan de forma aséptica y en la campana de flujo laminar para

evitar contaminaciones cruzadas.

2.5 Caracterizacion de los simbiontes bacterianos aislados

Las caracteristicas generales de los simbiontes bacterianos asi como de sus respectivos
crecimientos en medio sélido se evaluaron de forma tradicional. Los aspectos que se evaluaron
fueron forma, tamafio y movilidad.

2.5.1 Morfologia y movilidad

La morfologia celular se observé en el microscopio éptico empleando muestras de cultivos liquidos.
Para ello se inocul6 un matraz Erlenmeyer de 250 ml con 30 ml de medio STB, el cual se incubo

por 24 h a 30°C con agitacion orbital a 150 rpm.

Para determinar la movilidad de los simbiontes bacterianos de NEP se realiz6 la observaciéon
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directa de muestras de cultivos liquidos frescos bajo el microscopio 6ptico.

Las caracteristicas de las colonias fueron evaluadas al microscopio de campo claro (Eclipse 80i,
Nikkon, Japan) a partir de cultivos en placa de NBTA después de haber sido incubados por 48 h a

30°C, considerando los aspectos evaluados por Suarez-Sanchez (1997).

La longitud y ancho de células de los simbiontes bacterianos aislados asi como de sus colonias,
fueron evaluados con microscopio de campo claro y con camara digital (Motic® 480, China),
usando el software comercial Motic Images Plus 2.0 para el manejo de imagenes, previamente

calibrado.
2.6 Caracterizacion bioquimica
Se emplearon tres sistemas bioquimicos de identificacion API’s (bioMérieux, Francia), en el Cuadro

2.1 se muestran los reactivos complementarios a estos sistemas.

Cuadro 2.1 Material y reactivos para la aplicacién de los API’s.

Reactivos Marca

NaCl al 0.85 % bioMérieux
James
TDA *
VP 1+ VP2 “
NIT 1+ NIT 2 “

Oxidasa

Zinc
API 50CHB/E médium “

Aceite de parafina

Agua destilada estéril

API 20 NE
El APl 20 NE es un sistema para la identificacion de bacilos gram-negativos no enterobacterias. El
sistema esta estandarizado y combina 8 pruebas convencionales y 12 de asimilacién. El kit consta

de una galeria con 20 microtubos conteniendo medios y/o sustratos en forma deshidratada.

API 20 E
El sistema API 20 E es util para la identificacibn de microorganismos de la familia

Enterobacteriaceae asi como de otros bacilos gram-negativos. La galeria consta de 20 microtubos
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gue contienen medios deshidratados. Los tests se inoculan con una suspension bacteriana; el
metabolismo de los microorganismos produce cambios de color en el medio, ya sea directamente o

tras adicion de reactivos.

50CH

Sistema estandarizado compuesto por 50 ensayos bioquimicos enfocados al estudio del
metabolismo de los hidratos de carbono en los microorganismos. EI APl 50 CH se emplea en
combinacion con el APl 50CHB/E medium para la identificacion de Bacillus y microorganismos
proximos, de enterobacterias y Vibrionaceae. El API 50CH permite el estudio de la fermentacién de
sustrato y derivados (heterésidos, polialcoholes y acidos urdnicos). Durante el periodo de
incubacion, la fermentacion puede generar un cambio de color en el tubo debido a produccién de

acido en anaerobiosis.

2.7 Caracterizacion genotipica

2.7.1 Extraccién de ADN

e Colocar 500 puL de buffer TES (10X) en microtubos de 1.5 mL estériles.

e Tomar biomasa bacteriana (cepa cultivada previamente en medio sélido) con asa estéril, de tal
forma que la muestra sea del tamafio de un grano de arroz aproximadamente.

e Resuspender la biomasa en el buffer TES.

e Adicionar 20 pL de lizosima (10 mg/puL). la enzima que haya sobrado en la alicuota debe
desecharse.

e Agitar vigorosamente.

e Incubar en un bafio a 37°C de 15 a 60 min. A partir de los primeros 15 min observar cada tubo
y sacar del bafio cuando aumente la viscosidad. No sobre pasar los 60 min.

e Adicionar 8 pL de pronasa (20 mg/uL)

e Adicionar 8 yL de RNA’asa (10 mg/uL)

e Agitar vigorosamente en vortex por 5 s.

e Incubar en un bafio a 65°C durante exactamente 1 h.

e Adicionar 120 pL de SDS (10%) y agitar.

e Regresar los tubos al bafio a 65°C por 25 min.

e Sacar los tubos del bafio y esperar a que se enfrien.

e Adicionar 600 pL de la mezcla fenol-cloroformo tomando solo la parte de abajo. Nota: el fenol
es toxico trabajar en la campana y evitar el contacto.

e Agitar vigorosamente (a mano o en el vortex) hasta formar una emulsion blanca centrifugar por

10 min en microcentrifuga (Hermle Z-160M) a 5,000 rpm y temperatura ambiente. Al centrifugar
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se forman dos fases y en la interfase por lo general se encuentran impurezas blancas.

Extraer la fase superficial con cuidado de no extraer las impurezas de la interfase y colocarla
en otro microtubo estéril.

Agregar un volumen igual de etanol absoluto frio (4°C), aproximadamente 1 mL lo que equivale
al doble del volumen extraido de la fase superior.

Agitar muy suavemente (invirtiendo el tubo) y observar la formacién de una gelatina.
Centrifugar 14,000 rpm por 10 min y temperatura ambiente.

Observar si se formo pellet (muy pequefio generalmente) y tirar el etanol con cuidado de no
llevarse el pellet.

Dejar los tubos boca abajo con el objeto de evaporar todo el etanol (dejar preferentemente por
12 h)

Al siguiente dia, resuspender el ADN agregando de 25 a 35 pL de agua estéril, en base a la
cantidad de ADN obtenido de la extraccion y dejar hidratar. Para hidratar se puede incubar a

55°C durante 1 h o bien dejar durante el dia en congelacién y utilizar al dia siguiente.

Nota: No agitar vigorosamente el ADN con el agua porque se puede fraccionar. También

se puede emplear buffer TE 1x para hidratar el ADN.

Es importante que la preparacién y manipulacion de los reactivos se realicé con guantes de nitrilo,

con la finalidad de reducir el riesgo de contaminaciones cruzadas.

2.7.2 Electroforesis en gel de agarosa

La realizacion de la electroforesis en gel de agarosa tiene como finalidad comprobar la cantidad y

calidad del ADN extraido asi como de los productos de PCR.

Procedimiento para el gel de agarosa

Determinar el volumen adecuado de gel que se elaborara en base al nUmero de muestras.
Realizar un solucién 1% p/v agarosa en buffer TBE 1x

Calentar en horno de microondas la solucién de agarosa, teniendo en cuenta de no excederse
en el calentamiento. El tiempo de calentamiento esta en funcién del volumen y concentracion
de agarosa.

Enfriar la solucion y verter en el molde correspondiente. Colocar los peines correspondientes y
dejar enfriar a temperatura ambiente.

La carga de los pozos del gel se puede realizar en seco o hiumedo en base a la habilidad del

usuario. Se recomienda que en el primer pozo colocar el testigo y en el resto las muestras
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correspondientes llevando un adecuado control.
Se recomienda colocar 2 pL de colorante y 3 uL de muestra por pozo, colocandolo con
cuidado de no derramarlo fuera del pozo correspondiente para cada muestra.

e Siel gel se cargd en seco, se coloca en la camara de electroforesis y se cubre totalmente con
buffer TBE 1x.

o El gel de agarosa se puede correr a distintos voltajes en base a la muestra. Es recomendable
que cuando se corre ADN emplear voltajes menores a 100 V por 60 o 40 min. Para correr
productos de PCR, se recomiendan voltajes en un rango de 80 a 50 V por 45-30 min. Es
importante que se apliquen las condiciones adecuadas para correr los geles tanto para ADN
como para productos para PCR, ya que es un factor importante para la obtencién adecuada de
bandas. Otro factor importante es la calidad de la muestra que se corre.

e Latincion del gel se lleva acabo con una solucion de bromuro de etidio [50mg/mL] durante 20 o
30 min en base a la calidad de la soluciébn empleada. Es muy importante manejar
adecuadamente el gel de agarosa al momento de la tinciéon ya que el bromuro de etilio es
altamente cancerigeno. Se recomienda tener un lugar exclusivo para almacenar y manejar esta
solucién ademas que el usuario debe siempre proteger sus manos con guantes de nitrilo.

e Colocar el gel en la camara de luz ultravioleta y observar las bandas correspondientes a cada
pozo y tomar una foto.

e Desechar el gel en el lugar destinado para este tipo de residuos.

Nota es importante manipular con la debida precaucion el gel y el bromuro de etidio para evitar
contaminaciones cruzadas y los guantes que se empleen deben de desecharse después del la

tincion en el lugar destinado para estos residuos.

2.7.2 Reaccion en cadena de la polimerasa

2.7.3
La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se realiz6 en base al protocolo para amplificar por
PCR el fragmento V1 de gen 16S rADN.

Caracteristicas de los cebadores empleados para la PCR y secuenciacion.

Primer Secuencia 5-3’ Posicion Orientacién
pA (amplificador) AGAGTTTGATCCTGGCTCAC 9-28 Reversa
3 (amplificador) GTTGCGCTVGTTGCGGGACT 1109 -1090 Up-down
Gamma ACTCCTGCCTCCCGTAGGAGA 358 — 339 Up-down

(secuenciar)
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Protocolo para amplificar por PCR el fragmento Vi del gen 16S rDNA.

Componentes Volumen Concentracién para reaccion
Buffer 10 pL 1x

MgCl: 5L 50 mM

dNTP’s 2 uL 10 mM

Primer 3 1uL 20 pmol/uL

Primer PA 1uL 20 pmol/uL
Templado 10 pL 10 ng/pL

Taq polimerasa 2 pL 1 U/uL

Agua destilada estéril 68 pL

Volumen final 100 pL

Condiciones de PCR termaociclador para amplificar la region V1 del gen 16S rDNA.

Numero de ciclos Temperatura (° C) Tiempo (min)
1 94 3
34 94 1
- 65 1.3
- 72 2
2 72 15

2.7.3.1 Purificacién productos de PCR

Se empleo Qiagen PCR clean — up kit especifico para este procedimiento.

e Tubo eppendorf estéril para colocar el producto de PCR con un volumen de 1.5 mL.

e Agregar 500 pL de buffer PB, agitar el producto de PCR suavemente hasta homogenizar

adecuadamente.
e Transferir el mezclado al tubo columna y centrifugar a 13,000 rpm por 1 min.
e Descartar sobrenadante.
e Agregar 750 pL de buffer PE y centrifugar a 13,000 rpm por 1 min.
e Descartar sobrenadante.

e Volver a centrifugar a las mismas condiciones.

e Transferir columna (parte superior del tubo — columna) a un eppendorf de 1.5 mL (sin tapa).

Adicionar 4.5 pL de buffer EB o 30 pL para productos no muy buenos.
e Reposar por 1 miny centrifugar 13,000 rpm por 1 min.

e Remover la parte superior del tubo y tapar el eppendorf. Alimacenar a -20°C.
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2.7.4 Secuenciacién

La secuenciacion de los productos de PCR, fue lleva a cabo en el Instituto de Fisiologia Celular de
la Universidad Autbnoma de México, para lo cual se empleo un secuenciador automatico ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer de Perkin-Elmer Applied Biosystems que permite secuenciar ADN de
diferentes tipos utilizando técnicas de electroforesis capilar. El equipo esta acoplado a una
computadora Macintosh en la que se colectan y analizan los datos. Los datos se entregan como

electroferograma.
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Capitulo 1l
RESULTADOS Y DISCUSIONES

La Figura 3.1 presenta el aspecto exhibido por larvas de Galleria mellonella muertas por la accién
de distintos nematodos entomopatégenos aislados en el estado de Hidalgo. Las larvas “rojizas”
sugieren la accién biolégica del complejo Heterorhabditis spp./Photorhabdus spp. mientras que las

“blanquecino-cremosas”, de Steinernema spp./Xenorhabdus spp.

Figura 3.1 Larvas de Galleria mellonella infectadas con nematodos entomopatégenos aislados en
el estado de Hidalgo, después de 48 h de infeccion. a) color rojizo caracteristico del complejo
Heterorhabditis spp./Photorhabdus spp.; b) color blanquecino-cremoso caracteristico de
infecciones debidas al complejo Steinernema spp./Xenorhabdus spp.

En la Figura 3.2 se presenta el crecimiento en medio diferencial sélido (NBTA) de algunos aislados
bacterianos simbiontes de NEP.
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Figura 3.2 Cultivos en placas de NBTA de algunos simbiontes bacterianos de nematodos
entomopatdgenos aislados en el estado de Hidalgo, después de 48 h de incubacién a
30°C. Por el color desarrollado se podria sugerir que se trata de individuos de
Xenorhabdus spp. en fase |. Las claves AG20, GP1, AG23, GP13 y AG24 indican
distintos regiones geogréaficas donde fueron aislados los complejos NEP/simbionte
bacteriano.

Al momento de redactar el presente documento se habian aislaron 25 simbiontes bacterianos, de
los cuales, aparentemente el 65% son Photorhabdus spp. y el restante 35% son Xenorhabdus spp.,
de acuerdo con los criterios sugeridos por Fernandez et al. (1994) (tomando como base la
coloracion que presentan las larvas de G. mellonella muertas por infestacién de NEP). Las
diferencias entre los géneros bacterianos Xenorhabdus y Photorhabdus son notables, siendo una
de ellas su localizacién dentro de los 1J (Ciche et al., 2006): Photorhabdus se ubica en el intestino
en una proporcion aproximada de alrededor de 130 células de simbionte bacteriano por cada 1J
heterorhabditido. En cambio Xenorhabdus se ubica en una vesicula especializada del intestino
exhibiendo una proporcién variable ya que oscila en un rango de 30 a 200 células de simbionte
bacteriano por cada 1J steinernematido (Flores-Lara et al., 2007). La Figura 3.3 muestra la
ubicacion de los simbiontes bacterianos dentro de los 1J de NEP steinernematidos y

heterorhabditidos.

La caracterizacion es de relevancia ya que este el primer reporte de aislamiento de simbiontes
bacterianos de NEP en el estado de Hidalgo y probablemente a nivel nacional. Por otra parte, con
relacion al aislamiento de NEP, Salas-Luévano (2002) reporté 40 especimenes colectados en la
regiéon central y sur del estado de Zacatecas, pero el autor mencionado no se ocupo del estudio ni
aislamiento de los simbiontes bacterianos involucrados. Por otra parte, Molina-Ochoa et al. (2003)
aislaron varios NEP (5 steinernematidos y 2 heterorhabditidos) en regiones de Colima, Michoacan
y Jalisco; no obstante, tampoco estos autores se ocuparon de hacer caracterizacion sistematica

alguna de los simbiontes bacterianos involucrados.
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Figura 3.3 Ubicacion de células de simbiontes bacterianos en el intestino de sus respectivos
nematodos huésped. A) Células de Xenorhabdus nematophila localizadas en la vesicula del
intestino de fases |J de Steinernema carpocapse; B) células de Photorhabdus luminesces
localizadas en el intestino medio de un 1J de Heterorhabditis bacteriophora (tomado de Ciche et al.
2006)

La Figura 3.4 muestra el crecimiento en medio diferencial NBTA de dos simbiontes bacterianos de
NEP, los cuales exhibieron distinta coloracién dependiendo de su estado fenotipico, aunque en
fase | presentan por lo general un color azul, algunos simbiontes en esta misma fase presenta una
coloracion azul-verdosa e incluso amarillo-verdosa (Forst y Kenneth, 1996). En el caso de
Xenorhabdus spp, la coloracion de los simbiontes en fase | esta relacionada con la capacidad de
absorcion del colorante azul de bromotimol; en cambio la fase Il presenta una coloracién rojiza
debido a la oxidacién del cloruro de trifeniltetrazolio (TTC) el cual cambia de incoloro a rojo
indicando el cambio de fase (Akhurst, 1980). La fase Il puede surgir espontaneamente segun Ciche
et al. (2006), debido a que las bacterias se someten a condiciones de estrés como baja
oxigenacion, temperaturas elevadas y disminucién de nutrientes (principalmente minerales), por
mencionar algunas. Anteriormente, Owuama (2001) sugirié que el dimorfismo es determinado por

las condiciones ambientales, sin involucrar variaciones a nivel de DNA.

Figura 3.4 Cultivo sélido en medio NBTA de dos simbiontes bacterianos de NEP
aislados en el estado de Hidalgo. Se muestran distintos colores del crecimiento
dependiendo del fenotipo manifestado por las bacterias: a) crecimiento azul,
bacteria en Fase I; b) crecimiento rojo, bacteria en Fase II.



Los dos géneros de bacterias simbiontes de NEP pueden metabolizar varios tipos de colorantes,
principalmente cuando se encuentran en fase Il. Photorhabdus spp. pueden sintetizar mas
pigmentos que las especies de Xenorhabdus; e.g., X. nemathopila aparentemente no sintetiza
pigmentos, mientras que Photorhabdus luminesces sintetiza distintas antraquinonas (Li et al.,
1995). La sintesis de estos pigmentos también se relaciona con las caracteristicas del medio de

cultivo, la edad del mismo y las condiciones de operacion.

Durante el presente trabajo, los aislados de Xenorhabdus spp. en fase | siempre presentaron una
coloracion azul al ser crecidos en NBTA. En contraste, los aislados de Photorhabdus spp.
exhibieron diversas coloraciones que fueron desde amarillo-verdoso hasta purpura, lo cual ha sido
también observado por otros grupos (Hurlbert et al., 1989; Gerritsen et al., 1992), quienes
mencionan, que la variable que mas influye en la variacién fenotipica bacterial es el tiempo de
incubacion, de manera que en cultivos viejos predomina la fase Il. En otros trabajos, (Somvanshi et
al., 2005 y Tailliez et al., 2006) no consideraron el color como un parametro para determinar la fase
del simbionte bacteriano; en los estudios de taxonomia de estos microorganismos soélo realizaron
reacciones bioquimicas y analisis genético. Por otra parte, en la empresa alemana E-NEMA
productora de NEP bioinsecticidas, para determinar la fase de P. luminescens que a su vez tiene
relacién con el momento adecuado para inocular 1J, realizan mediciones de la luminiscencia

producida por la bacteria (comunicacion personal, G Maciel Vergara).

Una vez que se lograron aislados bacterianos con caracteristicas fenotipicas de la fase |, se
seleccionaron colonias para la preparacion de abastos bacterianos que fueron evaluados en su
capacidad para soportar el desarrollo de sus respectivos NEP simbiontes. De los 25 complejos
NEP/bacteria aislados, 24 abastos bacterianos promovieron un buen desarrollo poblacional de sus
respectivos NEP (Figura 3.5). De acuerdo con Byron et al. (2006) la especificidad del complejo
NEP/bacteria es evidenciada por la recuperacion de los 1J al encontrar biomasa bacterial simbiética
asi como otros nutrientes necesarios para su desarrollo y reproduccion, aunado a la retencion de la
bacteria en el tracto intestinal de los 1J inducidos al final de un cultivo. Aunque, los NEP pueden
emplear otra bacteria que no sea su correspondiente simbionte, pudiendo desarrollarse e incluso
almacenarlo en su tracto digestivo, pero la entomopatogenicidad del complejo se reduce de forma

considerable (Flores-Lara et al., 2007).
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Figura 3.5 Cultivo in vitro sélido de nematodos entomopatégenos aislados
en el estado de Hidalgo creciendo en biomasa de su respectivo simbionte
bacteriano previamente aislado y precultivado. Se observa el crecimiento
abundante de nematodos (masa blanquecina) después de 10 d de haber
inoculado fases 1J de NEP.

Para la produccién masiva de bioinsecticidas a base de NEP, contar con simbiontes bacterianos
en fase | es de gran importancia esta asociado con el logro de mayores productividades de NEP.
Por otra parte, la fase | es almacenada por los 1J y esta relacionada con la infeccion aguda durante

la actividad entomopatogénica del complejo nematodo/bacteria.

Se sabe que tanto Xenorhabdus spp. como Photorhabdus spp. producen cristales de proteina
(Figura 3.6) inclusiones largas rectangulares (26 KDa de proteina) y pequefias piramidales (22 KDa
de proteina), los cuales pueden constituir el 40% de toda la proteina celular de los simbiontes
(Bowen y Ensign, 2001). Estos cristales incorporan polipéptidos con un alto contenido de
aminoacidos esenciales (Ciche et al., 2006), los cuales probablemente son los principales

causantes de la muerte de las larvas de insectos huésped (Owuama, 2001).
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Figura 3.6 Fotografias de transmisién electrénica de células de Photorhabdus luminesces: (A y D)
muestran las células con dos distintas estructuras de inclusiones proteinicas. Fotografias de barrido
electrénico de inclusiones proteinicas separadas por centrifugacién: inclusiones tipo 1 (B y C), e
inclusiones tipo 2 (E y F) (tomado de Bowen y Ensign, 2001)

Como se mencion6 anteriormente, actualmente se cuenta con 24 simbiontes bacterianos aislados
de NEP del estado de Hidalgo; no obstante, en la parte restante de esta seccidon sélo nos
ocuparemos de un espécimen, ya que la caracterizacion completa de todos los aislados demanda

un gran esfuerzo que queda fuera de los alcances del presente trabajo de licenciatura.

3.2 Caracteristicas microbiolégicas generales de simbiontes bacterianos aislados

Los procariotas presentan variaciones morfolégicas y existen términos apropiados para
describirlas. En el presente trabajo se consideré la forma y movilidad de simbiontes bacterianos
aislados de NEP colectados en el estado de Hidalgo. En la Figura 3.7 se observa el aspecto de dos
simbiontes bacterianos en fase |. Los especimenes aislados presentaron forma de bacilos
irregulares con una longitud de 1.2 a 9 ym (Figura 3.7 A); longitud de 1 a 6 ym (Figura 3.7 B), con
una anchura menos variable (Figura 3.7 A, ancho promedio, 1.1 ym; Figura 3.7 B, ancho promedio,
0.6 um). En la literatura algunos autores han reportado dimensiones tanto para Xenorahbdus spp.
(Akhurst, 1982: Xenorhabdus sp., longitud de 1.6 a 12.1 pm, por ancho de 0.8 a 1.6 pm) como para
Photorhabdus spp. (Hurlbert et al., 1989: Xenorhabdus luminescens, longitud de 1.1 a 1.3 pum, por

ancho de 0.4 a 0.7 um) Las mediciones de los simbiontes bacterianos aislados en el presente
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trabajo tienen similitud con las reportados por los autores mencionados. Por otra parte, en este
estudio no se evidencio la presencia de flagelos o cilios en los especimenes aislados debido a las
limitaciones de las técnicas microscoOpicas usadas, fue evidente que las bacterias aisladas eran
moviles debido a los desplazamientos que éstas exhibian en preparaciones en fresco al observarse
al microscopio. En este sentido, es bien sabida la movilidad de bacterias de los géneros
Xenorhabdus y Photorhabdus (Owuama, 2001; Ciche et al., 2006). Los individuos del género
Xenorhabdus spp. presentan movilidad en la fase I, la cual es originada por flagelos (Owuama,
2001). Byron et al. (2006) determinaron que Xenorhabdus spp. en fase I, sintetiza flagelos los
cuales ayudan a un proceso eficaz de colonizacion de los NEP, asi como en la liberacién de los
simbiontes bacterianos por los NEP cuando alcanzan la hemolinfa del insecto huésped. En cambio,
en fase Il no producen flagelos reduciendo de forma considerable su eficiencia en estos procesos
los cuales se relacionan directamente con la patogenicidad del complejo nematodo/bacteria (Forst
et al., 1997)

Figura 3.7 Cultivos liquidos en STB de dos simbiontes bacterianos asilados de nematodos
entomopatégenos del estado de Hidalgo. Bacterias en fase | después de 12 h de incubacion a
30°C. A) Xenorhabdus spp., B) Photorhabdus spp (magnificacién, 1000 x)

En el Cuadro 3.1 se presenta la comparacion del simbionte Xenorhabdus sp. aislado de NEP
colectado en el estado de Hidalgo, asi como de la cepa X. nematophila aislada a partir de S.
carpocapsae All con la que el grupo de investigacion ha trabajado por 10 afios, con otros
especimenes del mismo género reportados.
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Cuadro 3.1 Algunas caracteristicas generales de cepas de Xenorhabdus spp.

Morfologia** Movilidad Gram Referencia
Xenorhabdus sp. Bacilos +* -
X. nemathopila “ +* - Presente trabajo
X. poinarii “ +° -
X. bedding “ +° - Byron et al. 2006
X. japonicus “ +° -
X. bovienii “ +° -

Xenorhadbus sp. simbionte de nematodo entomopatégeno del estado de Hidalgo, X. nemathopila simbionte de S. carpocapse All. X. poinarii simbionte de S
glaseri, X. bedding simbionte de Steinernema sp., X. japonicus simbionte de S. kushidai, X. bovienii simbionte de S feltiae.

*movilidad en preparaciones en fresco.

°Evidencia de estructuras motiles mediante microscopia.

**Los tamafios de las células son variables.

Los distintos miembros de Xenorhabdus presentados en el cuadro anterior exhiben caracteristicas
generales similares ya que todos son bacilos méviles Gram negativos, lo cual también esta de
acuerdo con Woodring y Kaya (1988). Por otra parte, la Figura 3.8 muestra una colonia de
Xenorhadbus sp. aislada, creciendo en NBTA. El crecimiento colonial de Xenorhabdus sp. aislado
de NEP en el estado de Hidalgo, en NBTA, fue similar a lo reportados por otros autores (Cuadro
3.2) presentandose las principales diferencias en el didmetro de las colonias obtenidas. No
obstante, este pardmetro es muy dependiente del tiempo de incubacién y seguramente del medio
de cultivo (Gerritsen et al., 1992) por lo que es posible que esta sea una de las causas de variacion
observadas, mas que por tratarse de distintas especies, en general; sobre todo cuando los
resultados de algunos autores incluidos en el Cuadro 3.2 no reportan los tiempos de incubacién. En
estudios similares, Gerritsen et al. (1992) realizaron una caracterizacion de 4 variedades de
Xenorhabdus luminesces (= Photorhabdus luminesces) donde uno de los pardmetros que
evaluaron fue el didmetro de las colonias, determinando que el tiempo de incubacién influy6
notablemente con este parametro. Por otra parte, Forst et al. (1997) determinaron que
aparentemente las bacterias del género Photorhabdus tienen la capacidad de presentar un mayor
rango de pigmentos cuando crecen en medios sélidos, asi como formas y tamafios no bien

definidos en sus colonias.

Figura 3.8. Colonia de Xenorhabdus sp.-fase |, aislada de nematodo entomopatégeno colectado en
el estado de Hidalgo. Cultivo en placa de NBTA, incubada a 30° C por 48 h. (Magnificacion, 40 x)



Cuadro 3.2 Algunas caracteristicas morfologicas coloniales del crecimiento de Xenorhabdus spp. en medio sélido
NBTA.

Simbionte bacteriano Forma Diametro Aspecto Elevacion  Color Tiempo de Referencia
(mm) incubacién

(h)

*Xenorhabdus sp.

Redonda 0.56 Cremoso Coéncava Azul 24 Presente
**X. nemathopila trabajo
) Redonda 0.88 Cremoso Concava Azul 24
Pérez-
wrrxenorhabdus sp. Redonda 2-3 Cremoso Coéncava Azul Nr Bocozuorggt al.,
Suarez-
weerx_nemathopila Redonda 1-15 Cremoso Céncava Azul Nr Saln;g7ez,
Xenorhabdus sp. Redonda 15-2 Cremoso Coéncava Azul 24 Akhurst, 1982

*Simbionte bacteriano de nematodo entomopatégeno colectado en el estado de Hidalgo
**Simbionte bacteriano de S. carpocapse All. mantenido en el laboratorio de Biotecnologia del ICAp
***Simbionte bacteriano de S. cubanum

***Simbionte bacteriano de S. feltiae.

°Simbionte bacteriano de S. kraussei.

Nr = no reportado

3.3 Caracterizacion bioquimica de Xenorhabdus sp.

La caracterizacion bioquimica aporta informacién complementaria y muy valiosa para la
clasificaciébn del simbionte bacteriano aislado. Forst et al. (1997) estudiando los géneros de
simbiontes bacterianos de NEP, determinaron que las principales diferencias fenotipicas entre
ambos géneros son que Photorhabdus presenta bioluminiscencia y es catalasa positivo, mientras
que Xenorhabdus es negativo en ambos aspectos. Estos son factores de diferenciacion comunes
entre ambos géneros (Ciche et al., 2006). El Cuadro 3.3 muestra los resultados obtenidos en el
presente estudio sobre pruebas bioquimicas en dos especimenes del género Xenorhabdus (i.e.,
Xenorhabdus sp. y X. nematophila —simbionte de Steinernema carpocapsae All-) usando distintos
kits de ensayos bioquimicos (i.e., APIl: 20 NE, 20 E y 50 CH). Al comparar los resultados de las
reacciones, se observa que el aislado de Xenorhabdus sp. no fue similar en su totalidad con los
resultados publicados sobre especies relacionadas. Particularmente, en cuanto a la hidrdlisis de
esculina, Xenorhabdus sp. aislado en el presente trabajo fue negativo para esta reaccion, lo cual
contrasta con lo reportado por otros autores trabajando con especies relacionadas (Fischer-le Saux

et al.,, 1999; Lengyel et al., 2005; Somvanshi et al., 2006; y Tailliez et al., 2006) quienes
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invariablemente detectaron reaccion positiva en esculina para individuos del género Xenorhabdus.

La produccién de &cido a partir de inositol fue negativa para los especimenes empleados en este
trabajo, asi como para los demas especimenes reportados en el Cuadro 3.3, a excepcién de X.
nemathopila reportada por Somvanshi et al. (2006). En contraste, el uso de inositol como fuente de
carbono fue positivo para todos las casos de X. nemathopila, incluyendo a Xenorhabdus sp. aislado
en este trabajo. Caso contrario se presenté para las otras especies mostradas en el Cuadro 3.3,
excepto X. japonica la cual también presento reaccion positiva segun Tailliez et al. (2006), lo cual
por cierto contrasta con los resultados obtenidos por otros grupos para esta especie donde se hallo
reaccion negativa al uso de inositol como fuente de carbono (Cuadro 3.3). Por otra parte, todas las
variedades de X. nemathopila estudiadas usaron a la D-fructosa como fuente de carbono. Ademas,

para esta especie siempre fue negativa la produccion de acido a partir de gluconato.

Analizando los perfiles bioquimicos del Cuadro 3.3, los resultados son diversos, incluso a pesar de
que se compararon resultados obtenidos con las mismas especies. Esto probablemente tenga que
ver con las condiciones en las cuales se realizaron los API como las variaciones de temperatura,
uso de otros medios, asi como las caracteristicas fenotipicas propias de cada espécimen las
cuales estan en funcién del entorno ecoldgico de donde fueron sustraidas, ya que, dos variedades
de la misma especie pueden estar adaptadas a ecosistemas muy distintos lo cual afecta a las
caracteristicas fenotipicas particulares en cada caso (e. g., de las cinco variedades de X.
nematophila incluidas en el Cuadro 3.3., sélo en el presente trabajo esta especie fue positiva para
la hidrolisis de esculina)

El simbionte bacteriano Xenorhabdus sp. aislado en el presente estudio, exhibe caracteristicas
aparentemente similares a X. nemathopila, aunque faltan mas evidencias experimentales para
definir la especie del aislado. Por otra parte, lo que si es claro del Cuadro 3.3, es la amplia

biodiversidad que se puede encontrar en miembros del género Xenorhabdus.

51



Cuadro 3.3 Diferencias fenotipicas de Xenorhabdus sp. aislado de NEP del estado de Hidalgo, con otros especimenes del mismo género reportados por otros grupos.
Clave de especimenes: 1 = simbionte bacteriano aislado en el presente trabajo. 2%, 3, 7, 11y 15 = X. nemathopila. 4, 10, 14y 18 = X. poinarii. 5, 9, 13y 17 = X. japonica. 6,
8, 12y 16 = X. bovienii.

Simbionte bacteriano

1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Presente trabajo Fischer — Le Saux et al., 1999 Somvanshi et al., 2006 Tailliez et al., 2006 Lengyel et al., 2005
Pigmentacién + + + + + + Nr Nr Nr Nr - + - + Nr Nr Nr Nr
Lecitinasa Pnr Pnr + d + + Nr Nr Nr Nr + + - - Nr Nr Nr Nr
Hidrdlisis de esculina - + - - - - - - - - - - - - - - - +
L- Triptéfano - + - - - D - - - - Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr
Citrato trisodico - - + d - - - - - + - - - + - - - +
Citocromo — oxidasa - - Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr

Produccion de &cido a partir de:

Inositol - - - - - D + - - - - - - - - - - -
Ribosa + - + - - + - - d - - - + - - - + -
Salicina - - - - - - Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr
Gluconato - - - - - D - + - + - - - - - - - -
Maélico (oxidacion) - + Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr
Acetoina + + Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr

Utilizacién como fuente de carbono, de:

L-Histidina Pnr Pnr - d - D Nr Nr Nr Nr - - - - Nr Nr Nr Nr
Inositol + + + - - D + - - - + - + - + - - -
Ribosa - - D + - + - - + - - - + - - - d -
L-tirosina Pnr Pnr - - - D Nr Nr Nr Nr - - - - Nr Nr Nr Nr
L-arabinosa + - Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr
N-acetil-glucosamina + + Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr
Glicerol + + Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr
D-galactosa + + Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr Nr
D-fructuosa + + Nr Nr Nr Nr + + + + + + + - + - - -

* Simbionte bacteriano de S. carpocapse All mantenido en el laboratorio de Biotecnologia del ICAp.
+ = reaccidn positiva, - = reaccién negativa, d = reaccion deficiente.
Nr = no reportado, pnr = prueba no realizada
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3.4 Caracterizacion genética de Xenorhabdus sp.

Para la identificacién y clasificacion de simbiontes bacterianos de NEP, algunos grupos de
investigacién se han auxiliado de la caracterizacion genética de estos simbiontes (Fischer-le
Saux et al., 1999; Legyel et al., 2005; Somvanshi et al., 2006; Tailliez et al., 2006) empleando
técnicas de biologia molecular como una herramienta invaluable para realizar una adecuada
caracterizaciéon de especimenes aislados. Con base a los antecedentes se realizo una
caracterizacion genética del simbionte bacteriano Xenorhabdus sp. mediante el andlisis de los

productos de amplificacién del gen 16s rADN.

La Figura 3.9 presenta resultados de electroforesis en geles de agarosa al 1 % para evaluar la
cantidad e integridad del ADN extraido del simbionte bacteriano (Figura 3.9a) (i.e., la banda
intensa y uniforme) asi como de los productos de PCR obtenidos (Figura 3.9b) durante la
amplificacion. En la Figura 3.9a se observa que en dos pozos del gel no hay practicamente
banda alguna. Como esto sucede con cierta frecuencia, para comprobar si se obtuvo ADN se
realizaron mediciones de absorbancia (A=260-280 nm) para determinar cuantitativamente la
cantidad de ADN (96.25 ng/ul y 105.6 ng/ul en los pozos que no se aprecia a simple vista). Por
otra parte, como se puede observar en la Figura 3.9b hubo una buena amplificacién del
segmento estudiado de ADN del simbionte bacteriano, con un tamafio de alrededor de 950 a
1030 pares de bases (pb), tomando en cuenta la distancia que recorrié la muestra de productos
de PCR en el gel de agarosa lo cual coincidio con el recorrido del marcador molecular Lambda
ADN (100 pb ADN ladder, Gibco BRL) (i.e., rango de 900 a 1000 pb).
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Figura 3.9 Geles de agarosa al 1% obtenidos de la electroforesis de material genético
de dos simbiontes bacterianos aislados de nematodos entomopatégenos colectados en
el estado de Hidalgo. a) Gel realizado para comprobar la integridad y cantidad del ADN
extraido. b) Gel realizado con productos de amplificacion obtenidos mediante PCR.
Muestra de los carriles resaltados: |, Xenorhadbus sp. aislado; Il, otro simbionte
bacteriano aislado.
Una vez que se considero que se tenian productos de amplificacién en cantidad y calidad
convenientes, de acuerdo con la experiencia de la Dra. C Wacher Rodarte de la Facultad de
Quimica, UNAM, el material genético se envié a secuenciar al Instituto de Fisiologia Celular,

UNAM, obteniéndose lo siguiente (Figura 3.10):
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TCTTAGGGGCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCA
GCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGGGCCATTACCCCGCCTACTAGCTAATCC
CATCTGGGTTCATCCGATGGCGTGAGGCCCGAAGGTCCCCCACTTTACTC
CCAAGAGGTCATGCGGTATTAGCCACCGTTTCCAGTGGTTATCCCCCTCC
ATCGGGCAGATCCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCACTCGTCAGCAAA
ACAGCAAGCTGTTTCCTGTTACCGTCCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCC
GCCAGCGTTCAATCTGAGCCAGGATCAAACTCTAGGGGAATATTGCACAA
TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGG
GTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTAAGTCTGAACAGGGCTT
ACGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGTATTACTGGGCGTAAA
GCGCACGCAGGCGGCCAATTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGTTAATCT
GGGAACGGATCCAAGACTGGGTGGGTAGAGACTCTTAAGGGGGGTAGAAT

Figura 3.10 Secuencia en formato fasta de Xenorhadus sp. aislada de nematodos
entomopatdgenos colectados en el estado de Hidalgo.

La secuencia obtenida para Xenorhabdus sp. aislado fue comparada con la base de datos del
banco gendmico del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en

inglés; http://www.ncbi.nlm.nih.gov ) en busqueda de homologia con los especimenes incluidos

en la base de datos del mencionado centro, obteniéndose como resultado un 99% de similitud
del aislado bacteriano con la especie Xenorhabdus nematophila Breton. Se considero que la
homologia encontrada es suficiente para establecer positiva la identificacion de X. nematophila
Breton como el simbionte bacteriano aislado de un nematodo entomopatégeno aislado en el
estado de Hidalgo, identificado como steinernematido por las evidencias recabadas hasta el
momento (Pérez-Santos, en proceso). Este resultado complementa de forma importante los
resultados presentados en las secciones anteriores, mismos que ya sugerian que el simbionte

bacteriano aislado pertenece al género Xenorhabdus.
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IV Conclusiones

e Aparentemente existe una amplia diversidad en el estado de Hidalgo de complejos
nematodo-entomopatégeno/bacteria-simbionte con potencial uso en el biocontrol de

insectos-plaga.

e Al momento de redactar el presente documento, se han aislado 25 simbiontes
bacterianos de nematodos entomopatégenos colectados en el Estado, de los cuales el

65% muy probablemente sean Photorhabdus spp. y el resto, Xenorhabdus spp.
e Las caracteristicas morfolégicas microscépicas y coloniales evaluadas en los aislados
estudiados de Xenorhabdus sp. coinciden con las reportadas por otros autores para

individuos de este grupo.

e El perfil bioquimico exhibido por el aislado de Xenorhabdus sp., en general fue distinto

de los reportados por otros autores para miembros de este género.

e La secuencia del segmento amplificado del gen 16s rADN de Xenorhabdus sp. aislada

coincidié en un 99% con Xenorhabdus nematophila Breton.

e Con base a los resultados obtenidos, se consideré que el simbionte bacteriano aislado

pertenece a la especie X. nemathopila Breton.
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V Recomendaciones para trabajos posteriores

e Complementar la caracterizacion de Xenorhabdus nematophila Breton con estudios de
microscopia de transmisién electrénica para determina la presencia de cristales proteinicos

e evidenciar los flagelos caracteristicos de este espécimen.

e Realizar la caracterizacion cinética de Xenorhabdus nematophila Breton en cultivo

sumergido.

e Continuar con la caracterizacion de los simbiontes bacterianos de nematodos

entomopatdégenos ya aislados para determinar su género y especie.

e Realizar bioensayos de complejo aislado Steinernema sp./X. nematophila Breton para

determinar su potencial biocontrolador.
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VI Anexo

Reactivos para extraccion del DNA.

Pronasa 20 mg/pL la pronasa es una mezcla de serin-proteasas y proteasas acidas aisladas de

Streptomyces griseus

Pretratamiento: la pronasa — autodigerida se preparo disolviendo la enzima en polvo en Tris
HCI 10 mM (pH 7.5), NaCl 10 mM para tener una concentracion de 20 mg/uL de enzima. Una
vez disuelta la enzima, incubar a 37°C por 1 h. Posteriormente se almaceno en alicuotas

pequefias de 25 a 30 pL.

Tris-HCI 10 mM

Se puede preparar a partir de una solucion mas concentrada. Ejemplo: agregar 1 mL de

solucién Tris-HCI 1M y 99 mL de agua destilada.

Tris — HCI 1M

Disolver 121.1 g de Tris base en 800 mL de agua y posteriormente ajustar el pH a 7.5
afiadiendo aproximadamente 65 mL de HCI concentrado. Esperar a que la solucion este a
temperatura ambiente antes de hacer los ajustes de pH. Finalmente, aforar a 1 L con agua

destilada y esterilizar.

RNA’asa 20 mg/uL

Ribonucleasa A de pancreas de bovino EC 3.127.5 Sigma-Aldrich: cristalizada, purificada por

cromatografia 500 mg.

Pesar la cantidad de enzima requerida de acuerdo al volumen a preparar y aforar con agua
desionizada estéril. Por ejemplo 0.2 g de enzima para preparar 10 mL. Una vez preparada
almacenarla a -20°C en alicuotas pequefias de 150 a 200 pL. La preparaciéon de la enzima
debe hacerse en frio manteniendo el matraz y la enzima siempre en hielo. El matraz y espétula

empleados deben estar perfectamente enjuagados con agua estéril.

Lisozima 20 mg/uL EC. 3.2.1.17 Sigma cristalizada, dializada y liofilizada. Pesar la cantidad de
acuerdo al volumen a preparar y aforar con agua desionozada estéril. Por ejemplo: 0.2 g de
enzima para preparar 10 mL. Una vez preparada la enzima guardar a -20°C en alicuotas

pequefas de 150 a 200 pL. Una vez usada una alicuota, se debera desechar el resto porque
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es una enzima muy sensible a cambios de temperatura.

Todo el proceso debe realizarse en frio. Mantener el matraz y la enzima en hielo. El matraz y

espatula deben estar perfectamente enjuagados con agua estéril.

Buffer TES 10x

Se prepararon 100ml de buffer TES 10x, mezclando 0.605¢g de Tris(0.05M Sigma trizma base),
1 ml de EDTA (sal disddica cristal) 0.5M pH 8 y 0.2922g de NaCl y aforar con agua destilada. L
a solucion EDTA 0.5M pH 8 se preparé disolviendo 18.62g de sal disodica de EDTA en agua
destilada, ajustando el pH a 8 con NaOH y se aforé a 100ml.

Solucién de Sal disédica cristal.

Se prepararon 100 mL mezclando 18.62 g y disolver en unos 70 a 80 mL de agua. Ajustar el

pH a 8 con NaOH y luego aforar a 100 mL con agua destilada.

SDS 10%

Para 1 L, pesar 100 g de SDS en 900 mL de agua destilada. Calentar a 68°C para ayudar a

disolver. Ajustar el pH a 7.2 con HCI concentrado. Aforar el volumen a 1 L con agua y guardar.

Nota: pesar el SDS usando un cubre bocas para evitar el contacto con él ya que las particulas

del reactivo son muy ligeras y se dispersan facilmente.

No es necesario esterilizar la solucién SDS.

Etanol absoluto

La concentracién de etanol puede variar en base a la pureza de las cepas a las cuales se

extrajo el DNA. Se pueden manejar concentraciones de 70 a 100 %.
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