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RESUMEN

El presente estudio se ocupa del aislamiento e identificacion de nematodos
entomopatdgenos en el Estado de Hidalgo. Se colectaron 165 muestras de suelo
provenientes de la Sierra de Tenango, Valle de Tulancingo, Comarca Minera,
Altiplanicie Pulquera, Cuenca de Meéxico y Valle del Mezquital, que fueron
sometidas a bioensayos con la polilla mayor de la cera, Galleria mellonella, como
insecto cebo, para determinar la presencia de nematodos entomopatégenos
(NEP’s). El porcentaje de abundancia de NEP’s fue del 23%, correspondiente a 38
muestras de suelo que dieron prueba positiva (42.1% de los aislados pertenecen

al género Steinernemay 57.9% a Heterorhabditis).

Nematodos steinernemétidos y heterorhabditidos fueron encontrados en
suelos tanto acidos como alcalinos (3.68 < pH < 795 y 491 < pH < 8.49
respectivamente). Por otro lado, respecto a los porcentajes de humedad de los
suelos, el % de abundancia de NEP’s del género Steinernema fue mayor en
suelos con humedad <10% y >21%, mientras que para el género Heterorhabditis
sblo se encontraron NEP’s en muestras con humedad >11%. En suelos con

humedad <10% no se evidencio la presencia de heterorhabditidos.

Mediante el analisis de resultados morfoldgicos (basados en microscopia de
campo claro y de barrido de electrones), morfométricos y moleculares (basados en
la amplificacion por PCR de la secuencia de ADN de la region del espacio interno
transcrito), se logro la identificacion del nematodo entomopatégeno -NEP NH-1S,
aislado en la barranca de Metztitlan, Alcholoya, Hidalgo- perteneciente a la

especie Steinernema carpocapsae.

Ingenieria Agroindustrial CA Biotecnologia Agroalimentaria
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Eapl’tulo 1

REVISION DE LITERATURA

L /

1.1 Agricultura

1.1.1 Importancia

La agricultura mundial ha conseguido grandes logros en los ultimos 50 afios
pero en la actualidad se enfrenta a graves problemas a los que también tendra
que hacer frente en las préximas décadas, como el reciente aumento de los
precios de los productos debido a una serie de contracciones en la produccion
causadas por las condiciones climaticas y a otros factores tales como la gran
demanda de productos agricolas para producir los nuevos biocombustibles. El
crecimiento agricola contribuye directamente a la seguridad alimentaria, pero
también favorece la reduccion de la pobreza y actia como motor del crecimiento
econdémico general en gran parte del mundo en desarrollo (FAO, 2007). En
México, la agricultura esta conformada por una sociedad rural que basa su vida y
trabajo en el aprovechamiento primario de los recursos naturales para producir
alimentos para las familias mexicanas, proveer materias primas para el
fortalecimiento de otros sectores econdmicos, generar divisas por su dinamica
exportadora y, recientemente, se ha constituido en fuente potencial para la
elaboracion de bioenergéticos (SAGARPA, 2007).
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1.1.2 Produccién

El valor de la produccion agricola mundial (cultivos tanto alimentarios como
no alimentarios y productos ganaderos) se ha triplicado practicamente en términos
reales desde 1961, lo que representa un aumento medio anual del 2.3%, superior
al crecimiento global de la poblacién (1.7% anual). La mayor parte de este
aumento ha tenido su origen en los paises en desarrollo, aunque también refleja el
incremento de la proporcién que representan los productos de alto valor, como
aquellos obtenidos a partir de la ganaderia y de la horticultura (FAO, 2007).
Durante el periodo 2000-2006, en México, la produccién de alimentos creci6 a una
tasa anual de 2.4%, ligeramente superior a la de la economia (2.3%) y duplicé al
indice poblacional (1.2%). La produccion promedio en los ultimos seis afios supero
en 16.6% a la alcanzada en los seis afios anteriores. A nivel mundial, México es el
primer productor de aguacate, limén, cebolla y semilla de cartamo; ocupa el
segundo lugar en la produccion de pimientos, chiles y papaya; el tercero en
toronja, naranja, carne de pollo y habas; el cuarto en maiz y sorgo; el quinto lugar
en esparragos, frijol seco, garbanzo, café verde, y mango; y el sexto en sandia,
cafia de azUcar y huevo de gallina (SAGARPA, 2007). Por otra parte, en el afio
2008, el Estado de Hidalgo logré una produccion agricola de cinco millones 523
mil 234 Ton, que representd 725 mil 345 Ton menos que el ciclo anterior. Las
producciones que mayor masa rindieron fueron forraje y basicos, como alfalfa,
cebada y avena, y frutales, como café cereza, durazno, manzana, naranja y nuez
(SIAP 2008).

1.1.3 La agricultura organicay el medio ambiente

Actualmente, la agricultura alimenta a mas de 6,000 millones de personas y
en las Ultimas décadas se han experimentado importantes incrementos de la
productividad de la agricultura con la introduccidon de nuevas variedades y
meétodos de produccion (Tilman et al., 2002). La produccion de bienes agricolas ha

generado cambios ambientales mundiales y locales que han tenido consecuencias
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importantes en la salud y el bienestar del ser humano (Foley et al., 2005). En
muchos paises, la agricultura es la principal forma de uso del suelo y los habitats
en tierras cultivadas representan un importante porcentaje de los habitats
naturales. Los enfoques actuales de la agricultura ecolégica deben contemplar el
manejo integrado de plagas, los sistemas integrados de nutricion de las plantas y
los cultivos conservacionistas, asi como la ecologia de las plagas, de las plantas y
del suelo. Al no utilizar sustancias sintéticas (por ejemplo, fertilizantes, plaguicidas
y productos farmacéuticos), los agricultores organicos se ven obligados a restaurar
el equilibrio ecoldgico natural porque las funciones del ecosistema son su principal

insumo productivo. Por ejemplo:

e En muchos cultivos es posible mantener por debajo del nivel de dafo
econdémico una cantidad de plagas no especificas, que son econémicamente
perjudiciales para éstos; por ejemplo, el pulgdn, el pigjillo, la mosca blanca o
los &caros, mediante el uso de predadores y parasitoides que aparecen de
manera natural o son introducidos intencionalmente.

e Los suelos con alta diversidad funcional de microorganismos, muy frecuentes
tras décadas de agricultura organica, desarrollan propiedades que suprimen
las enfermedades y permiten crear resistencia en las plantas.

e La restriccion en el uso de insumos agropecuarios obliga a los agricultores a
implementar técnicas preventivas apropiadamente. La prohibicibn de los
herbicidas, por ejemplo, hace imposible ignorar los principios de la buena
rotacién de cultivos, ya que ello resultaria a largo plazo desastroso para los
rendimientos y crearia problemas con las malezas (FAO, 2003).

e El uso intensivo de insecticidas quimicos, puede afectar al medio ambiente en
general y particularmente a la salud del agricultor y del consumidor, asi como
también a animales e incluso a insectos benéficos; produciendo un incremento
de la resistencia a los mismos y dejando residuos indeseables en el ambiente
(Stock, 1992; Torres-Sanchez et al., 2004).
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1.2 Control bioldgico de plagas para una agricultura sustentable

El uso de los organismos antagonistas, competidores, patégenos, parasitos
o depredadores de insectos (enemigos naturales), para controlar a las poblaciones
de insectos plagas, se denomina control biolégico o biocontrol (Stock, 1992). En
México las experiencias para el control biologico datan desde 1942, cuando se
empezO a usar un himendptero para controlar a la mosca prieta de los citricos.
Posteriormente, en 1961 se combatié a la mosca pinta o salivazo de los pastos
(Aeneolamia postica) y a una plaga del algodén (Antonina graminis) usando un
insecto depredador (Zelus mubilais) y dos parasitoides (Anagirus antoninae y
Dusmetia sanguani). Desde entonces se producen principalmente insectos
parasitoides y depredadores para estas aplicaciones, y se han integrado
programas para el biocontrol de plagas en tomate, chile, berenjena, pepino, meldn,
alfalfa, algodén, arroz, cafia de azulcar, citricos, frijol, frutales, manzana, sorgo,

soya Yy trigo (Torres-Sanchez et al., 2004).

1.2.1 Manejo integrado de plagas

El manejo racional del suelo y de los procesos productivos esta
estrechamente ligado a las practicas de control integrado de plagas. Es decir, si el
agricultor no tiene nociones elementales sobre el manejo del suelo y de los
procesos productivos, los errores que comete son, en parte, causales de brotes de
plagas. El control integrado de plagas comprende una serie de alternativas en que
se basa el manejo racional de los medios de produccion dentro de un enfoque de
equilibrio ecolégico, de modo de minimizar los efectos perjudiciales que provoca la
intervencion del hombre sobre las tierras cultivadas (Stock, 1992). El agricultor
debe estar suficientemente consciente del equilibrio biolégico que se puede
mantener entre organismos benéficos y perjudiciales, de modo de atenuar la
multiplicacion de éstos, y dejar como ultima instancia el empleo de un plaguicida

tomando las debidas precauciones para no perjudicar el ambiente.
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1.3 Neméatodos entomopatégenos como agentes de control bioldgico

Los nematodos entomopatogenos (NEP’s) son excelentes agentes de
control biolégico debido a sus caracteristicas, es decir, poseen quimiorreceptores,
buscan activamente a sus hospederos y los matan rapidamente (Kaya y Gaugler,
1993), son letales a un amplio rango de insectos de importancia econdmica
(Cuadro 1), son seguros para mamiferos, invertebrados y plantas (Reyes-
Hernandez, 2003), tienen potencial de reciclado, compatibilidad con muchos
agroquimicos (Grewal, 1999) y hasta hace poco tiempo estaban exentos de
registro en varias regiones del mundo (Reyes-Hernandez, 2003).

1.3.1 Taxonomia de los neméatodos entomopatégenos

De acuerdo con Blaxter et al. (1998), la ubicacion taxondémica de las

familias de NEP’s es la siguiente:

Phylum Nematoda
Clase Secernentea
Orden Rhabditida
Suborden Rhabditina
Superfamilia Rhabditoidea
Familia Steinernematidae
Heterorhabditidae

La familia Steinernematidae contiene al género Steinernema que presenta
las especies: cubanum, arenarium, puertoricense, longicaudum, rarum, ritteri,
scapterisci, carpocapsae, kushidai, riobrave, bicornutum, ceratophorum,
neocurtillae, affine, intermedium, feltiae y kraussei, ademas del género
Neosteinernema con la especie longicurvicauda. La familia Heterorhabditidae
contiene el género Heterorhabditis con las especies: megidis, brevicaudus,
hawaiiense, argentinense, indica, marelatus, bacteriophora y zealandica (Hominick
et al., 1997).
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Cuadro 1.

Principales

plagas agricolas

susceptibles a

nematodos

entomopatdégenos en algunos cultivos (modificado de Bioagro, 2008)

Nematodo

Plaga

Cultivo

Steinernema sp.

Steinernema sp.

Steinernema sp.

Steinernema sp.

Heterorhabditis sp.

Steinernema sp.

Steinernema sp.

Heterorhabditis sp.
Heterorhabditis sp.

Steinernema sp.

Heterorhabditis sp.

Steinernema sp.

Heterorhabditis sp.

Steinernema sp.

Heterorhabditis sp.

Premnotrypes vorax (Coleéptera) /
Gusano blanco de la papa
Spodoptera frugiperda (Lepiddptera) /
Gusano cogollero del maiz

Oxydia trychiata Guenée (Lepidoptera)
/ Gusano medidor

Metamasius hemipterus sericeus
(Coleoptera)/ Picudo rayado de la
cafa de azucar

Hypothenemus hampei (Coledptera) /
Broca del café

Sagalassa valida Walker (Lepiddptera)
/ Barrenador de la raiz

Compsus spp. / Picudo de los citricos
Phyllophaga spp., Anomala spp. /
Chisa, Mojojoy, Gallina ciega

Ceratitis capitata, Anastrepha ludens.

Mosca de la fruta

Musca domestica L. (Dip.: Mus.)/

Mosca casera

Boophilus spp. / Garrapatas

Papa, Nabo, Rabano

Maiz, Arroz, Sorgo, Trigo,
Cafa, Pastos

Forestales (Ciprés, Pino,
Café)

Canfa, Platano, Palma, Pifia

Café

Palma

Citricos

Horticolas, flores, platano,
maracuya, café

Frutales, Plantas de
tratamiento y produccion de
alimentos

Rellenos sanitarios,
porquerizas, galpones,
establos

Ganado vacuno, establos

1.3.2 Distribucion geografica e importancia de la biodiversidad de los

nematodos entomopatdégenos

Los NEP’s se encuentran en gran parte del mundo, se les ha localizado en
todos los continentes, excepto en la Antartica (Kaya, 1987); asi como de regiones

sub-articas hasta climas tropicales (Poinar, 1990; Liu y Berry, 1995; Hominick et
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al., 1996); en las regiones muy frias, han tenido la capacidad de establecerse en
condiciones de temperatura bajo cero, como es el caso de algunos
steinernematidos aislados en regiones de Canada (Mracek y Webster, 1993). De
igual manera se han aislado de regiones aridas, como el desierto de Negev en
Israel (Lozano-Gutiérrez, 2001). EI nimero de microorganismos usados como
agentes de control biolégico de insectos cada dia aumenta y se diversifica, al
utilizar distintos géneros y especies aisladas de diferentes regiones, por lo que es
importante la utilizacion de organismos nativos, que son mas eficaces porque
estan adaptados a las condiciones ambientales de las regiones de las cuales se
aislaron y de esa forma se evita introducir al ecosistema especies exoticas
(Torres-Sanchez et al., 2004) (por ejemplo, especies que se encuentran fuera de
su area de distribucidon original o nativa; CONABIO, 2007) que pueden estar
relacionadas con la extincién de otras especies. En este sentido, la introduccién de
especies exoéticas ocupa el segundo lugar en importancia después de la

destruccioén del habitat.

1.3.3 Ciclo bioldgico

Los ciclos de vida de nematodos entomopatdgenos de los géneros
Steinernema y Heterorhabditis son muy similares, sin embargo estas similitudes
son el resultado de una evolucion convergente (Poinar, 1993) que de acuerdo a
evidencias moleculares no indican una relacion filogenética estrecha entre las dos
familias (Blaxter et al.,, 1998). El ciclo de vida de las especies del género
Steinernema comprende un estado de huevo, cuatro estadios juveniles y un
estado adulto (machos y hembras) (Poinar, 1990). Generalmente ocurren dos
generaciones completas dentro del insecto hospedero. El tercer estadio conocido
como juvenil infectivo (J1) es el que localiza al hospedero al detectar productos de
excreciones, niveles de didxido de carbono y gradientes de temperatura (Wright y
Perry, 2002). La entrada del JlI en el insecto hospedero ocurre a través de las
aberturas naturales, boca, ano y espiraculos, o a través de las partes suaves del

integumento en el caso de los JI heterorhabditidos ya que posen un diente con el
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que pueden raspar la cuticula y entrar directamente al hemocele de ciertos
insectos (Woodring y Kaya, 1988). Cuando un JI entra en el hemocele del
hospedero libera la bacteria asociada que puede ser Xenorhabdus spp. para
Steinernema spp. y Photorhabdus luminescens para Heterorhabditis spp. (Poinar,
1990).

La bacteria simbiotica se multiplica rapidamente en la hemolinfa, afecta la
respuesta inmunolégica del insecto, produce una variedad de toxinas no
especificas que finalmente causan la muerte del insecto por septicemia,
generalmente dentro de un lapso de 24 a 48 h (Grewal, 2000). Los JI se alimentan
de la bacteria y tejidos del hospedero, mudan a la cuarta etapa y luego se
convierten en adultos machos y hembras de la primera generacién. Las
diferencias para el género Heterorhabditis es que los juveniles de la primera
generacion llegan a ser adultos hermafroditas, mientras que en la segunda
generacion, son adultos machos y hembras. Después de aparearse, la hembra
pone huevos emergiendo la primera etapa juvenil gue muda sucesivamente hasta
adultos de la segunda generacion (Nguyen y Smart, 1994). En el caso de
steinernematidos, los adultos de segunda generacion copulan y producen huevos
naciendo de éstos el primer estado juvenil, posteriormente mudan al segundo
instar, cuando los nutrientes del hospedero se agotan, el segundo instar deja de
comer "secuestrando” alrededor de 200 células de su bacteria simbidtica dentro de
una porcion ventricular del intestino, mudando al tercer instar y reteniendo la
cuticula del segundo instar (Glazer, 2002). Después de la infeccién del insecto
hospedero, los JI abandonan el cadaver en busqueda de nuevos insectos
huésped, que bajo condiciones ideales ocurre entre los seis y once dias en
steinernematidos y doce y catorce dias en los heterorhabditidos (Woodring y
Kaya, 1988). Los JI no se alimentan, sin embargo pueden vivir por varias semanas
de las sustancias que tienen almacenadas como lipidos y glucégeno, y durante
varios meses al entrar a un estado cercano al anhidrobiético (Grewal, 2000). En la

Figura 1 se muestra el ciclo de vida generalizado de heterorhabditidos y
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steinernematidos, mostrando la primera y segunda generaciones de adultos en

ambos casos.

Figura 1. Ciclo de vida generalizado de nematodos de los géneros Heterorhabditis y
Steinernema (Poinar, 1990).

1.3.4 Produccién masiva de JlI (medios de producciéon y empresas que lo
hacen)

En 2004 ocho productores de neméatodos entomopatégenos fueron notables
en EUA y cinco en Europa (Cuadro 2). Las compafiias que producen estos
organismos realizan activamente fermentaciones de steinernematidos o
heterorhabditidos para su venta. Las especies de nematodos mas comercializadas
son: Steinernema carpocapsae, S. feltiae, S. glaseri, S. kraussei, S. riobrave
cabanillas, S. scapterisci, Heterorhabditis bacteriophora, H. indica, H. megidis y H.

marelatus (Kaya et al., 2006).

Los métodos in vivo son mas apropiados para mantenimiento de cepas y
produccion de JI para ensayos de laboratorio y de campo a pequefa escala. Para
las producciones a gran escala, los métodos in vitro son los mas productivos
(Islas-L6pez et al., 2005).
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Cuadro 2. Produccion de neméatodos entomopatdégenos en Europa y EUA en el 2004 (Kaya et al., 2006)

Compaiiia Nematodo  Sitio de internet Formulacion Venta/uso

Andermatt Biociontrol Sc*, Sf, Hm  www.biocontrol.ch Arcilla Invernadero/Jardineria

Grossdietwil

Asa Jung Laboratory, Oaklan, Sc, Sf www.asajunglab.com Arcilla Varios

California, E.U.

Biologic Willow Hill, Sc, Sf www.biologicco.com Dispersable granular, Varios

Pennsylvania, E.U. esponja, granular

Bionema, Umea, Swenden Sc, Sf, Sg www.bionema.se / Polimero Jardineria, invernadero, cultivo

Becker Underwood Ames lowa Sk, Ss, Hm  www.beckerunderwood.com Spray hongos, varios.

E.U. Dispersable granular

Certis Columbia. Maryland, E.U.  Sc, Sf, Sr www.certisusa .com/ aboutcertis Arcilla, polimero Invernadero, cultivo hongos,
jardineria, viveros.

e-nema GmbH Raisdorf Sc, H sp. www.hydro-gardens.com Esponja Invernadero

Germany

Biocontrol integral, Greendale, Hb, Hi, www.goodbug-shop.com Pasta, esponja Citricos, césped, etc.

Indiana, E.U. Hmar

Kooper, Berkel en Rodenrijs, Sf, Hb www.koppert.nl Arcilla Invernaderos, césped.

Holanda

My R Durango, Bayfield, Sc, Sf, Hb www.goodburg.com Esponja Varios

Colorado E.U.

Owinplant, Owinska K/Poznania  Sf www.owinplant.com.pl Arcilla Invernaderos, Cultivo de hongos

Polonia

Antes del 2003 Canada producia, pero no muestra actividad desde el afio 2004.

*Sc = Steinernema carpocapsae; Sf = S. feltiae; Sg = S. glaseri; Sk = S. kraussei; Sr = S. riobrave; Ss = S.

scapterisci; Hb = Heterorhabditis bacteriophora; Hi = H. indica; Hm = H. megidis; Hmar = H. marelatus.
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1.3.4.1 Produccién in vivo

Para este tipo de produccion se utiliza frecuentemente la gran palomilla de
la cera, Galleria mellonella (Figura 2) por ser de facil adquisicion, reproducidas con
pocos recursos y ser un hospedante muy susceptible. La produccion promedio de
JI por larva de insecto oscila entre 30,000 y 50,000 JI (Shapiro-llan y Gaugler,
2002).

Figura 2. Larva de la gran palomilla de la cera, Galleria
mellonella  muerta por infeccion de nematodos
entomopatdégenos. Las fases infectivas recién emergidas

rodean el cuerpo muerto de una larva.

1.3.4.2 Produccioén in vitro (Cultivo s6lido)

La produccién en cultivo sélido surgi6 como una necesidad de hacer mas
econdémica y productiva la obtencion de nematodos. Los factores importantes son:
gue el cultivo sea monoxénico (por ejemplo, los nematodos y su bacteria asociada
sean los Unicos agentes bioticos), el uso de la fase | bacteriana, una superficie
grande para que los nematodos puedan crecer, una fuente de esteroles para los
nematodos y una base alimentaria para las bacterias (Shapiro-llan y Gaugler,
2002). El método méas famoso es el de Bedding (1984) que utiliza como medio de
cultivo un homogenato de visceras de aves y como soporte, placas de poliuretano
colocados en frascos de vidrio (Figura 3) o bolsas que pueden ser procesadas en
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el autoclave. El proceso puede ser semi-automatizado, aunque sus criticos le
sefalan problemas en su estabilidad de produccion, por la inconsistencia de los

materiales usados y de facil contaminaciéon (Shapiro-llan y Gaugler, 2002).

Figura 3. Produccién in vitro de
nematodos entomopatégenos. Cultivo
sélido (Tomado de Woodring y Kaya,
1988).

1.3.4.3 Produccion in vitro (Cultivo liquido)

En la produccion por fermentacion en medio liquido se realizan cultivos
monoxénicos y es la tecnologia preferida para la 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
facil escalamiento, confiabilidad, empleo de materiales estables y uniformes; sin

embargo se conoce que con los steinernemétidos estd méas adelantada su
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litros (Gaugler, 1988). Estos procesos involucran dos etapas, la produccion de la
bacteria asociada seguida del desarrollo de nematodos, que se inoculan en un
momento dado durante los bioprocesos. Para la formulacion de medios se han
usado homogenatos de rifion y extracto de levadura (Shapiro-llan y Gaugler,
2002), o medios conteniendo, aceite de maiz, yema de huevo y agua-miel de
agave, entre otros ingredientes, los cuales llegan a producir rendimientos tan altos
como 200,000 JI/mL (Ortega-Morales, 2008). La Figura 4 muestra dos
fermentadores tipicos usados para la produccion in vitro de neméatodos
entomopatdégenos en cultivo liquido sumergido. La agitacion usada en estos

fermentadores es del tipo mecanica (Figura 4A) y neumatica (Figura 4B).

Figura 4. Produccion in vitro de neméatodos entomopatdgenos en cultivo liquido.

A) reactor agitado mecénicamente y B) reactor agitado neumaticamente.
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1.4 Antecedentes del aislamiento e identificacion de nematodos

entomopatdégenos

La dificultad de los esfuerzos para describir nuevas especies de neméatodos
entomopatdégenos es una laguna rapidamente disminuida por los taxonomistas.
Para alguien que no es especialista, las diferentes especies de Steinernema, y
especialmente Heterorhabditis, parecen similares. Aunque la excelente morfologia
basada en claves taxonémicas existe (Hominick et al., 1997), la tarea de ordenar
completamente muestras de neméatodos colectadas de campo y hacer de las
especies los niveles de clasificacion taxondmicos, puede ser frustrante. Recientes
avances en biologia molecular y teoria evolucionaria, mientras no sustituya a la
pericia de un taxonomista, puede proveer registros de nematodos con
herramientas adicionales para la identificacion, delimitacién y representacién de
especies de nematodos entomopatdogenos (Adams y Nguyen, 2002). Varias
descripciones recientes de especies integran datos morfolégicos y genéticos
moleculares (Stock et al., 1998) (Cuadro 3). Las caracteristicas moleculares
pueden ser usadas para identificar, diagnosticar y delimitar especies en la misma
forma como las caracteristicas morfolégicas. Una fortaleza de los datos
moleculares es su base genética clara, una ventaja obligatoria dada la cantidad
importante de ambientes y hospederos que inducen a la variacion morfolégica

exhibida por los neméatodos entomopatégenos (Gaugler, 2002).

1.4.1 Aislamiento de nematodos entomopatdégenos

El aislamiento de nematodos entomopatdogenos del suelo puede resultar
poco complicado si se usan técnicas convenientes (Hominick, 2002) (Cuadro 4),
de manera que numerosos nematodos pueden ser recuperados; por lo tanto, los
especimenes entomopatdégenos tienen que ser separados e identificados (Curran
y Heng, 1992).
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Cuadro 3. Algunas investigaciones importantes relacionadas con la biogeografia de especies de nematodos

entomopatdégenos (modificado de Hominick, 2002)

Localidad Método  Especie identificada Comentarios Referencia
Europa
Irlanda GT* S. feltiae, S. affine 17/169 sitios positivos en pradera y bosque; S. feltiae Dillon et al.,
en 12 sitios. 2000
Suiza GT S. intermedium, S. feltiae, S. kraussei, 113/600 muestras positivas en tierras bajas; 104 con Kramer et al.,
S.bicornutum, S. affine, S. carpocapsae, steinernematidos, 6 con H. megidis, uno con H. 2000
H. megidis, H. bacteriophora bacteriophora.
Azores GT' H. bacteriophora, S. carpocapsae, S. 1180 sitios de 8 islas; 30 sitios con heterorhabditidos, Rosa et al.,
glaseri 16 con steinernematidos. 2000
Alemania GT S. affine, S. intermedium, Suelos de bosque; se comparé la eficiencia de dos Sturhany
ED S. kraussei, S. feltiae métodos de extraccion, resultando mejor el de ED. Mracek, 2000
Espafia, La Rioja GT S. feltiae, S. kraussei, S. carpocapsae 27/500 muestras de tierra. 20 identificados como Campos-
steinernematidos y 7 no identificados a nivel de Herrera et al.,
especie. 2007
Bélgica ED S. feltiae, S. affine Presentan una distribucién espacial de dos nematodos Spiridonov et
entomopatégenos en pastizales. al., 2007
América del Norte
Zacatecas, México GT Heterorhabditidos y steinernematidos no 36/72 sitios muestreados dieron positivo, de 33 Salas-Luévano,
identificados localidades; 18 steinerneméatidos y 22 2002
heterorhabditidos.
Arizona, EU GT S. riobrave, S. oregonense 28/120 muestras de suelo; 22 con steinernematidosy 6  Stock y Gress,
con heterorhabditidos. 2006
Ameérica del Sur
Argentina, region de GT S. feltiae, S. scapterisci, S. carpocapsae, 41/310 muestras positivas en 14 localidades. Stock, 1995
la Pampa H. bacteriophora, H. argentinensis Steinernematidos, 66%; heterorhabditidos, 34%.
Colombia GT H. bacteriophora Encontrado en tres de ocho sitios. Caicedo y
Bellotti, 1996
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Argentina

Venezuela

Asia

Indonesia

Pakistan: Sindh y
Balochistan
Palestina

China, provincia de
Sichuan
Africa
Kenya
Australia/Océano
Pacifico

Hawaii

Nueva Zelanda

GT

GT

Ol

GT

NR

GT

GT

GT

S. feltiae, S. scapterisci, S. carpocapsae,
S. glaseri, S. rara, S. ritteri, H.
bacteriophora

H. indica

H. indica, dos Steinernema FRLP tipos

H. indica, steinernemétidos y
heterorhabditidos no identificados
H. indica

S. cholashanense n. sp.

S. karii, H. bacteriphora, H. indica

Heterorhabditidos y steinernematidos no

identificados

S. feltiae, H. zealandica

Revisién de nematodos entomopatdgenos en

agricultura de la Argentina continental.

Principalmente evaluar nematodos nativos en

comparacion con foraneos.

Muestreo en sitios prometedores; 16/79 sitios positivos,
todos costeros; ambos géneros en igual frecuencia.
Insectos trampa; Galleria, Tenebrio molitor y banboo.
415 muestras, 15 localidades; 20 steinernematidos y 31
heterorhabditidos aislados, 23 H. indica.

Estudio molecular.

Una nueva especie.

Entomopatégenos en 154/641.

Primero en mostrar asociacion de heterorhabditidos en
costas; 351 muestras de seis islas; 22 sitios con
heterorhabditidos, dos con steinernematidos.

S. feltiae dominante.

Doucet y De
Doucet, 1997

Rosales y
Suérez, 1998

Griffin et al.,
2000

Anis et al.,
2000

Sansour y lraki,
2000

Nguyen et al.,
2008

Waturu, 1998

Hara et al.,

1991

Barkery
Barker, 1998

*GT = Trampa usando Galleria mellonella; Ol = Otro insecto cebo; ED = Extraccion directa; NR = No reportado
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La identificacion de JI requiere particular experiencia taxonomica de modo

gue soélo unos pocos cientificos son capaces de realizar la tarea. Una buena
alternativa es usar un bioensayo (Hominick et al., 1996) en el cual larvas de
Galleria mellonella sirven como cebo para el aislamiento de NEP’s (Woodring y
Kaya, 1988).

Cuadro 4. Técnicas basicas para el aislamiento de nematodos entomopatdgenos

del suelo: ventajas y desventajas (Hominick, 2002)

Flotacion Embudo Baerman Bioensayo

Actividad del nematodo Pasiva Activa Infectiva
Eficiencia Alta Baja Muy baja
Poblacién de neméatodos recuperados Mezclada Mezclada Una
Labor requerida Alta Alta Baja
Cultivos de laboratorio establecidos No Posible Si
Estadios recuperados Juveniles Juveniles Todos
Experiencia taxonOmica requerida Alta Alta Moderada
Posible trabajo taxonémico No No Si
Cuantitativo Si Si Si

1.4.2 Identificacion de neméatodos entomopatégenos

Los NEP’s aislados y con potencial de uso como agentes de control
biolégico, deben ser clasificados taxonomicamente y documentados
apropiadamente. La identificacion se logra mediante parametros morfoldgicos

estandarizados, que por si solos, son raramente sencillos (Poinar, 1990).
1.4.2.1 Microscopia de Campo Claro (MCC)
Una herramienta esencial para la identificacion de los nematodos, lo

constituye el estudio morfologico y el morfométrico de las especies (Rodriguez,
2001). Para ello se requiere realizar preparaciones para microscopia de campo
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claro. La mayoria de las estructuras son mejor observadas en especimenes vivos,
aunque su observacion se limita solamente a 20 min. De ahi la importancia del
sacrificio y fijacion de los nematodos para realizar este tipo de estudios (Hominick,
1997). La Figura 5D muestra la fotografia de un Jl tomada bajo microscopio de
campo claro, donde se puede apreciar muy bien la cola del espécimen.

1.4.2.2 Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

La MEB es una herramienta muy usada para la visualizacion e
interpretacion de ciertas caracteristicas de los nematodos que no pueden ser
apreciados con un microscopio de campo claro, pero ambas son importantes para
la identificacion taxondémica (Kaya y Stock, 1997). Para poder interpretar la MEB
es necesario conocer la taxonomia de los neméatodos entomopatdgenos. Las
caracteristicas principales consideradas en claves taxonémicas para la
identificacion de NEP’s son: capsula cefélica, region caudal, espicula, testiculos y

gubernaculo del macho (Lozano-Gutiérrez, 2001; Nguyen y Smart, 1996).

1.4.2.2.1 Descripcién de la Familia Steinernematidae

Steiner (1923) aislé en Alemania el primer nematodo steinernemétido y lo
describi6 como Aplectana kraussei, en el orden Oxyurata. Segun Steiner este
nematodo podia ser reconocido por “la falta de estructuras semejantes a valvas en
el bulbo basal del es6fago”. Travassos (1927), en base a este caracter, coloco
esta especie en un nuevo genero Steinernema, pasando a ser Steinernema
kraussei Steiner, 1923, la especie tipo de este nuevo género. Sin embargo la
ausencia de estructuras semejantes a valvas en el bulbo basal era insuficiente
para reconocer el género Steinernema y no se volvid a asignar ninguna especie a
este género. En 1929, Steiner describio Neoplectana glaseri, y observd que en
este género el bulbo terminal también es bastante tenue y la cadena de valvas es

indistinguible. En base a estos caracteres designa a esta especie como especie
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tipo del nuevo género Neoaplectana dentro del orden Oxyurata y cerca del género

Steinernema.

A — Adultos: Los steinernemétidos presentan soOlo generaciones anfimiticas
encontrdndose Unicamente en el interior de los cadaveres de los insectos que
parasitan. Poseen seis labios parcial o completamente fusionados; cada labio con
una papila labial en su extremo. Se distinguen cuatro papilas cefalicas y dos
anfidios laterales en ocasiones inconspicuos (Figura 5A). La cuticula es lisa. La
cabeza es redondeada con el estoma parcialmente colapsado, y la porcion
posterior rodeada por tejido de la faringe. El anillo nervioso es conspicuo y
generalmente rodeando al istmo de la faringe. El poro excretor es ventral siendo

claramente distinguible. EI campo lateral y los fasmidios son inconspicuos.

Hembras: Anfidelfas con ovarios opuestos retroflexos. La vulva presenta
unos labios aparentes y esta situada en la mitad del cuerpo (Figura 5B), siendo
funcional durante el acoplamiento y durante el primer periodo de la ovoposicion.
La vagina se deteriora en las hembras mayores, las cuales se convierten en
ovoviviparas. Las formas larvarias que eclosionan en el interior de las hembras
consumen el contenido de su cuerpo provocando la muerte de las mismas. El
tamafio de las hembras es variable en funcion de la calidad de alimento

disponible.

Machos: Testiculo simple, retroflexo. Las espiculas son pares y separadas.
El gubernaculo esta presente, pero la bursa es ausente. Cola con o sin mucron
(prolongacion cuticular del extremo de la cola), presenta generalmente 23 papilas
genitales (excepcionalmente 21) (Figura 5C). Los espermatozoides, de forma

ameboide, comienzan su maduracién en los testiculos del cuarto estadio larvario.
B — Estadios infectivos (JI): Las formas infectivas son mas estrechas que las

demas formas juveniles parasiticas. La cola es puntiaguda (Figura 5D). La cuticula

presenta de cuatro a ocho estriaciones longitudinales (bandas del campo lateral).

Ingenieria Agroindustrial CA Biotecnologia Agroalimentaria



ICAP-UAEH 21
La boca y el ano estan cerrados y la faringe e intestino colapsados. El poro

excretor se encuentra en la region anterior del intestino.

Figura 5. Ejemplos de diferentes estadios de desarrollo de steinernematidos: A) MEB.

Cabeza de adulto de S. anomali (vista sublateral) mostrando seis papilas labiales, tres
de las cuatro papilas cefélicas (tomado de Nguyen y Smart, 1993); B) MEB. Vulva de
una hembra de S. feltiae (vista lateral) (tomado de Nguyen et al., 2006); C) MEB.
Regién posterior de un macho de S. anomali (vista lateral) mostrando siete pares y una
singular papila preanal, las dos puntas de las espiculas (tomado de Nguyen y Smatrt,
1993); y D) MCC. de un JI (vista lateral) mostrando el largo de la cola (tomado de
Nguyen et al., 2006).

1.4.2.3 Evaluacion morfométrica de los nematodos entomopatégenos

La morfometria de los infectivos juveniles de steinernematidos es
importante para la descripcion e identificacion de especies. Las mediciones de JI
varian considerablemente dependiendo el tiempo en que son cosechados después
de su primera aparicidon en cultivos in vivo, y si los neméatodos fueron criados in
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vivo 0 in vitro (Nguyen y Smart, 1995). Las medidas morfométricas de JlI del
genero Steinernema que se usan para la identificacion de estas especies son
(Figura 6); el largo total del cuerpo (LT), largo total del cuerpo dividido por la
anchura maxima del cuerpo (proporcion “A”), largo total del cuerpo dividido por la
longitud del esofago (proporcion “B”), largo total del cuerpo dividido por la longitud
de la cola (proporcion “C”), distancia del extremo de la cabeza al poro excretor
dividida por la longitud del es6fago (proporcion “D”), distancia del extremo de la
cabeza al poro excretor dividida por la longitud de la cola (proporcion “E”)
(Hominick, 1997).

1

Figura 6. Estructura general de las fases Jl de nematodos Steinernema spp.: 1. Longitud total (LT);
2. Anchura méxima (AM) 3. Distancia del extremo de la cabeza al poro excretor (PE) 4. Distancia
del extremo de la cabeza al anillo nervioso (AN) 5. Longitud del es6fago (LE) 6. Longitud de la cola
(LC) (Garcia-del Pino, 1994)

1.4.2.4 Caracterizacion Molecular

Antes de la llegada de analisis filogenético molecular de nematodos, el
estudio sistematico del phylum Nematoda se vio obstaculizado por: (i) el nimero
de especies y diversidad morfoldgica; (ii) las limitaciones de la microscopia de luz
en el andlisis de la morfologia del neméatodo; y (iii) la inevitable especializacion en
sistematica de nematodos. Cuando la mayoria de especies bajo estudio tienen
menos de un par de milimetros en tamafio y los caracteres que han sido
observados, en el mejor de los casos son dificiles de clasificar y definir en
homologia, el problema parece insoluble. Con el fin de poner un poco de claridad
sobre el terreno, un indicador universal es necesario: una medida adoptada de

cualquier especie que le permita ser comparada, utilizando métodos verificables,
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con otras especies, y derivar informacién filogenética de la comparacién. Los
marcadores filogenéticos moleculares ofrecen tal solucion (Blaxter, 2001). La
identificacion precisa de nematodos (independientemente de la etapa de
desarrollo) tiene implicaciones importantes para muchas areas, incluyendo la
sistematica (taxonomia y la filogenia), genética de poblaciones, ecologia y
epidemiologia. A menudo los nematodos son identificados y distinguidos
individualmente a base de caracteristicas morfoldgicas, el hospedero que infectan,
sus patrones de transmision, sus efectos patoldgicos en el hospedero o sus
origenes geograficos. Sin embargo, estos criterios son a menudo insuficientes
para una identificacion especifica. Como alternativa, las técnicas inmunoldgicas,
bioquimicas y de acidos nucléicos proporcionan herramientas poderosas para
superar esta limitaciébn. En particular, el advenimiento del método de PCR ha
revolucionado la taxonomia de nematodos y la genética, principalmente debido a
gue su sensibilidad permite la amplificacion de los genes o fragmentos de genes a
partir de cantidades infimas de ADN gendmico. Esto es de particular importancia
porque es con frecuencia imposible de obtener o aislar cantidades suficientes de
material de algunos cuantos nemétodos en sus diferentes fases del ciclo de vida
(por ejemplo, huevos o larvas) por andlisis convencionales. EI método de PCR
permite la amplificacion selectiva de un genoma complejo por amplificacién

enzimatica in vitro (Gasser, 2001).

En teoria, el genoma entero de un nematodo puede ser sobre trazado para
marcadores genéticos moleculares y asi discriminar un rango taxondmico
particular. Sin embargo, para facilitar la comparacion, los marcadores que tienen la
mas grande representacion en bases de datos genéticos son los puntos de partida
MAas convenientes para investigar totalmente el estado taxonémico de un
nematodo entomopatdégenos desconocido (Adams y Nguyen, 2002). La eleccién
de una region meta o regiones para amplificacion por PCR depende en cuestion a
lo que esta dirigido y el proposito al que deberia servir. En general, si la region
meta debe proporcionar marcadores genéticos para la identificacion de especies,

entonces el nivel de variacion en la secuencia dentro de las especies deberia ser
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sustancialmente menor que el grado de variacion entre especies. Si la region debe
proporcionar los marcadores para la identificacion de las cepas, entonces un
significativo nivel de variacion de la secuencia debe existir dentro de las especies

objeto de la investigacion (Gasser, 2001).

El rDNA puede proporcionar marcadores genéticos utiles para estudiar
especies de parasitos. Por ejemplo, estudios recientes (Cuadro 5) han demostrado
que los espaciadores internos transcritos (ITS-1 e ITS-2) de rDNA proporcionan
exactos marcadores de especies para una serie de nematodos (Gasser, 2001) los
cuales pueden ser utilizados para desarrollar sistemas de diagndstico basados en
PCR. Para asignar el material a grupos de especies, el marcador molecular de
eleccion para Heterorhabditis y Steinernema es la secuencia del ADN de la regién
del espacio interno transcrito del gen ribosomal seleccionado (ITS rDNA). Este
marcador presenta la variacion solida entre especies de Heterorhabditis y
Steinernema (Adams et al., 1998; Szalanski et al., 2000; Nguyen et al., 2001).

Actualmente el uso de la biologia molecular para la identificacion de
especies de neméatodos entomopatégenos es cada vez mas difundida,
conjuntamente con técnicas morfoldégicas y morfométricas de uso tradicional. Por
ejemplo, Nguyen et al. (2008) usaron microscopia de luz, microscopia electronica
de barrido, filogenética, e incluso esquemas a mano alzada, para representar la
morfologia del NEP objeto de estudio. Otros autores que han seguido estrategias
similares en el estudio de NEP’s son Phan et al. (2006), Qiu et al. (2004) y Stock
et al. (1998), entre otros.

La mayoria de los trabajos relacionados con estos organismos se han
realizado en paises como China, Tailandia, Japén, Canada, Estados Unidos,
Argentina, por mencionar algunos. En contraste, en México s6lo unos cuantos
autores como Salas-Luévano (2002), Molina-Ochoa et al. (2003) y Lozano-
Gutiérrez (2001) se han dado a la tarea de estudiar y tratar de identificar a NEP’s

silvestres.
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Cuadro 5. PCR primers usados en taxonomia molecular de nematodos entomopatdgenos
Localidad Especie Primer (forward y reverse) Regién Fuente
identificada
Tailandia Ssi* 18Sy 26S (Vrain et al., 1992) ITS Stock et al., 1998
Japén Sa 18Sy 26S (Vrain et al., 1992) ITS Phan et al., 2006
Etiopia Sy 18Sy 26S (Vrain et al., 1992) ITS Nguyen et al., 2004
Norte del Caucaso Sb 18S y 26S (Vrain et al., 1992), AB28 y TW81 ITS Ivanova y Spiridonov,
(Joyce et al., 1994) 2003
Vancouver, Canada Sf 18S y 26S (Vrain et al., 1992), KN58 y KNRV  ITS Nguyen et al., 2006
(Nguyen et al., 2001)
Condado de Polk, Florida Sd AB28 y TW81 (Hominick et al., 1997), KN58y ITS Nguyen y Duncan, 2002
KNRYV (Nguyen et al., 2001)
Sur de China Sgu 18S y 26S (Nguyen et al., 2001) ITS Qiu et al., 2004
Provincia de Sichuan, Sch 18S y 26S (Vrain et al., 1992), KN58 y KNRV  ITS, Nguyen et al., 2008
China (Nguyen et al., 2001) D2D3

*Ssi = S. siamkayai; Sa = S. ashiuense; Sgu = S. guangdongense; Sy = S. yirgalemense; Sch = S. cholashanense;

Sf = S. feltiae; Sb = S. bicornutum; Sd = S. diaprepesi.
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Especificamente, en el estado de Hidalgo aln no se cuenta con reportes de
aislamiento e identificacion de especies de NEP’s propias de la region, que
puedan ser de importancia econémica como agentes de control biolégico, para
tratar de reducir asi, el uso de productos quimicos que contaminan el medio
ambiente. Como se mencioné anteriormente, se ha visto que no solo los
plaguicidas pueden dafar nuestro ecosistema: la introduccion de especies
exodticas que puede causar desequilibrios, atentando contra la flora y fauna del
lugar donde son usados. Por ello, es importante proponer otras alternativas que
ayuden a mejorar la ecologia y economia de nuestra region, como es el uso de

bioinsecticidas nativos.

1.5 Justificacién

Para evitar pérdidas econémicas importantes ocasionadas por plagas en
cultivos agricolas se han usado grandes 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 busqueda 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 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.

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 nematodos entomopatdgenos actualmente
tiende a usar preferentemente especies de nematodos endémicos de las zonas
geograficas donde seran aplicados para el biocontrol, en lugar de usar especies
exoticas aisladas de nichos ecolégicos diferentes, que por otra parte aun continlda

siendo la practica mas ampliamente usada en muchos agrosistemas. Mas adn, se
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ha reportado que el uso de especies nativas de neméatodos entomopatdégenos en
practicas de biocontrol de insectos es frecuentemente mas eficaz que el
correspondiente a especies exoticas, 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 neméatodos entomopatdgenos y sus bacterias
simbidticas en las regiones donde eventualmente podrdn ser usados en
estrategias de manejo integrado de plagas, reportandose en varios casos la
presencia de nuevas especies 0 de variedades distintas mejor adaptadas al
entorno donde éstas seran usadas. Sin embargo, estudios de este tipo son poco
frecuentes en nuestro pais e inexistentes en el Estado de Hidalgo, lo cual nos
puede dar una idea de lo poco explorado de nuestra biodiversidad que por otra
parte es necesario conocer para saber de su potencial aprovechamiento para el

desarrollo econémico del estado.

Con base en lo anterior, el propésito del presente proyecto de investigacion
es lograr el aislamiento e identificacion de especies de nematodos
entomopatdgenos silvestres en el Estado de Hidalgo, con la finalidad de
incrementar el conocimiento sobre biocontrol de plagas agricolas mediante el uso
de estos organismos, y asi contribuir paulatinamente al acceso hacia una

agricultura sustentable en nuestro estado y en el pais.

1.6 Hipétesis

En el Estado de Hidalgo existen nematodos entomopatdégenos silvestres

gue pueden ser aislados e identificados mediante métodos disponibles.
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1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo General

Identificar neméatodos entomopatdgenos aislados en el Estado de Hidalgo,
con potencial para ser usados en control biolégico de plagas, a través de métodos

morfométricos y moleculares.

1.7.2 Objetivos Especificos

e Aislar neméatodos entomopatdégenos con potencial biocontrolador, a partir
de muestras de suelos del Estado de Hidalgo, mediante el uso de larvas de
insectos susceptibles.

e Identificar taxonédmicamente a nematodos entomopatégenos aislados de
suelos del Estado de Hidalgo, mediante técnicas de microscopia y de

biologia molecular.

Ingenieria Agroindustrial CA Biotecnologia Agroalimentaria



ICAP-UAEH 29

Capitulo 2

MATERIALES Y METODOS

& /

2.1 Ubicacion de los sitios de recoleccion y de estudio de las muestras

Para realizar el presente estudio se wusaron muestras de suelos
provenientes de la Sierra de Tenango, Valle de Tulancingo, Comarca Minera,
Altiplanicie Pulquera, Cuenca de México y Valle del Mezquital, y todas ellas fueron
trasladadas al Instituto de Ciencias Agropecuarias para su posterior estudio en el
laboratorio de Biotecnologia del Centro de Investigaciones en Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos (CICyTA) de la Universidad Autonoma del Estado de
Hidalgo, ubicada en Av. Universidad km 1, Rancho Universitario. Tulancingo,
Hidalgo, CP 43600.

La identificacion por métodos moleculares y estudios de microscopia
electronica de barrido se efectuaron en el Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados (CINVESTAV - IPN) Unidades Irapuato, Guanajuato, y Zacatenco,

Ciudad de México, respectivamente.
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2.2 Recuperacion de nemétodos del suelo

2.2.1 Obtencién de las muestras de suelo

Para poder colectar una mayor cantidad de muestras de suelo, en esta
investigacion se formaron tres grupos de recoleccion. El periodo en que se llevo a
cabo el muestreo fue entre los meses de Agosto y Septiembre del 2007. Muestras
de tierra de aproximadamente 2 kg, fueron colectadas usando palas de mano para
jardineria, excavando a una profundidad de 10 a 20 cm, y colocadas en bolsas de
polietileno. Cada muestra de tierra se compone de tres submuestras de 667 g
aproximadamente, colectadas al azar en un area de aproximadamente 10 m? por
sitio de muestreo. Una vez en el laboratorio, las muestras de tierra fueron
homogenizadas y colocadas en botes de plastico transparentes de 1 L (Figura 7),
obteniendo asi dos submuestras (A y B) por cada bolsa de 2 kg.

Figura 7. Muestras de suelos del Estado de Hidalgo,

almacenadas en botes transparentes de 1 L.

2.2.2 Aislamiento de nematodos entomopatbégenos

En el presente estudio se uso la técnica de aislamiento llamada “Bioensayo”
utilizando a la gran palomilla de la cera, Galleria mellonella, como cebo para el
aislamiento (Woodring y Kaya, 1988). Seis larvas de Galleria mellonella del altimo

estadio fueron colocadas en el fondo de cada bote con tierra. Los botes fueron
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almacenados en gavetas, a temperatura de laboratorio y en ausencia de luz. Se

revisaron los botes cada 3 d, para ver si las larvas colocadas presentaban signos
de haber sido infectadas por NEP’s. Las larvas muertas probablemente por NEP’s
se colocaron en trampas de White (1927) (Figura 8), y se monitorearon
diariamente hasta que emergieron los primeros Jl. A menudo, los hospederos
infectados por NEP’s pueden ser reconocidos por su apariencia, ya que se
vuelven flacidos y cambian su coloracion original a naranja, amarillo o café en
caso de infeccion por steinernemétidos, y rojo parduzco o rojo ladrillo con una
débil luminiscencia en la obscuridad si la infeccion fue por heterorhabditidos
(Woodring y Kaya, 1988). Los JI fueron colectados durante 3 d después de
emerger por primera vez de las larvas y para su preservacion fueron lavados 3
veces con solucion salina estéril (0.9% p/v NaCl) y almacenados en botellas de
cultivo de tejidos de 50 mL y 250 mL a temperatura ambiente.

Figura 8. Trampa de White (1927). Larvas infectadas probablemente por

nematodos entomopatdgenos aislados en muestras de suelo del Estado de
Hidalgo.
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2.3 Medicion de los factores edafoldgicos

Dentro de cada una de las regiones de muestreo se registraron
caracteristicas cualitativas (localidad de estudio, agrosistemas involucrados (por
ejemplo, tipos de cultivos)) y caracteristicas cuantitativas de los suelos (pH vy
humedad). Para determinar el pH del suelo se pesaron 10 g de muestra en un
vaso de precipitados de 100 mL y se afiadieron 20 mL de agua destilada, se agito
la solucion en intervalos regulares (aproximadamente cada 10 min) durante media
hora. Posteriormente se tomé la lectura de pH a la suspension de suelo mediante
potenciometro (pH 510 Series, OAKTON). La humedad del suelo se determiné
mediante diferencia de peso seco. Se pes6 3 g de muestra en una capsula de
aluminio y se secé en un horno de conveccion (1380FX, Shel-LAB) a 100 °C
durante 24 h.

2.4 ldentificacion de neméatodos entomopatégenos
2.4.1 Microscopia de Campo Claro (MCC)

La técnica usada para la preparacion de los nematodos se tomé de Kaya y

Stock (1997). Los reactivos utilizados son los siguientes;

e Agua destilada

e Solucion fijadora TAF (2% v/v trietanolamina, 7% v/v formalina
(formaldehido al 38% v/v), 91% v/v agua destilada)

e Solucion Ringer (0.9% p/v NaCl, 0.04% p/v KCI, 0.04% p/v CaClz, 0.02% p/v
NaH2CO3)

e Glicerina

e Solucion | (1% vl/v glicerina, 20% v/v etanol al 95%, 79% v/v agua destilada)

e Solucion Il (5% vl/v glicerina, 95% v/v etanol al 95%)
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Procedimiento

1. Los nematodos fueron sacrificados por calor en un bafio de agua a 60 °C

durante 2 min. Una vez muertos se adiciond la solucion fijadora y solucion
Ringer en igual proporcion, previamente calentadas a 60 °C
aproximadamente. Por ultimo las muestras se almacenaron 24 h en
refrigeracion. Posteriormente se adiciond solucion fijadora a 65 °C para
dejarla infiltrar en los neméatodos durante 24 h.

Se transfirieron los nematodos a una caja petri con la menor cantidad de
solucion fijadora posible y se adicion6 2 mL de la Soluciéon | (Figura 9A). La
caja petri se colocé en un desecador lleno con etanol al 95% v/v (Figura 9B)
y el desecador se dejo 24 h en una estufa a 35 °C (Figura 9C). Transcurrido
este tiempo, las cajas petri se llenaron con la Solucién Il (Figura 9E) y se
colocaron de nuevo en el desecador parcialmente destapado (Figura 9F), y

este se colocé en la estufa a 40 °C por 3 h.
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Figura 9. Diagrama del procesamiento de nematodos en glicerina, para su

observacién en el microscopio de campo claro (Tomado de Kaya y Stock, 1997).
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Una vez terminado el proceso los neméatodos se observaron en un
microscopio de luz NIKON ECLIPSE 80i y se fotografiaron con una camara digital
NIKON DS-Fil. Las fotografias fueron analizadas mediante el software Nis-

Elements F.

2.4.2 Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

La técnica usada en este estudio para la preparacion de las muestras fue

tomada de Kaya y Stock (1997). Los reactivos que se utilizaron son los siguientes;

e Agua destilada

o Buffer de fosfatos (PBS) ajustado a pH 7.4 (0.8% p/v NaCl, 0.02% p/v KClI,
0.114% p/v NazHPO4)

e Glutaraldehido al 8% v/v (glutaraldehido al 25% grado ME diluido en PBS)

e Tetroxido de osmio al 1% viv

e Etanol a distintas concentraciones (50, 60, 70, 80, 90 y 100% v/v)

e CO:zliquido

Procedimiento

1. Se colocaron los neméatodos en un bafio de agua a 60 °C por 2 min para
sacrificarlos.

2. Los nematodos se lavaron 3 veces con PBS (2 min entre cada cambio).

3. La prefijacion se realiz6 con glutaraldehido al 8% v/v, se dejaron los
nematodos toda la noche en agitaciéon moderada en una plataforma agitada
(movimiento sube y baja) ELMECO RP-50.

4. El sobrenadante fue retirado y los nematodos lavados 3 veces con PBS
filtrado (5 min entre cada cambio).

5. Para realizar la post-fijacion se adicioné tetréxido de osmio al 1% v/v y se

dejé las muestras en agitacion moderada por 2 h.
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6. Se retir6 el tetréxido de osmio y se lavaron 6 veces las muestras con PBS

(5 min entre cada cambio con agitacion moderada).

7. Las muestras se deshidrataron usando una serie de lavados con etanol (50,
60, 70, 80, 90 y 100%) (10 min entre cada cambio con agitacion moderada).

8. Se secaron los nematodos al punto critico con CO:2 liquido en un secador al
punto critico SAMDRI-780.

9. Se sombrearon los nematodos con oro durante 1 min en una Evaporadora
Desk II, Denton Vacuum.

10. Los nemétodos se observaron y retrataron en un MEB — JEOL 35C.

2.4.3 Caracterizacion morfométrica

En esta parte del trabajo nos enfocamos principalmente al estudio de las
fases infectivas (JI) de los nematodos aislados de la familia Steinernema spp.,
tomando en cuenta 6 caracteres de su estructura general y las proporciones “D”
(PE/LE)y “E” (PE / LC) (Figura 6).

==

1

Figura 6. Estructura general de las fases JI de nematodos de la familia Steinernema spp.: 1.
Longitud total (LT) 2. Anchura méaxima (AM) 3. Distancia del extremo de la cabeza al poro excretor
(PE) 4. Distancia del extremo de la cabeza al anillo nervioso (AN) 5. Longitud del eséfago (LE) 6.
Longitud de la cola (LC) (Garcia-del Pino, 1994)

2.4.4 Caracterizacion molecular

Esta técnica se realiz0 de acuerdo al método establecido por el grupo de
trabajo del Dr. Jorge E. Ibarra R. en el Departamento de Biotecnologia y
Bioquimica del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados (CINVESTAV —

IPN) Unidad Irapuato, Guanajuato.
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Materiales y reactivos

e Agua desionizada estéril (libre de nucle6tidos)
e Solucion M9 (0.6% p/v NazHPO4, 0.3% p/v KH2PO4, 0.5% p/v NaCl, 0.025%
p/v MgSOa4-7H20)
e Buffer Lisis (0.2 M NaCl, 0.1 M Tris-HCI pH 8.5, 50 mM EDTA, 0.5% v/v
SDS)
e Proteinasa K marca Invitrogen
e RNAsa A marca Invitrogen
e Fenol liquido marca Invitrogen
¢ Fenol/Cloroformo/Alcohol Isoamilico (25 pL: 24 pL: 1 pL)
e Cloroformo saturado
e Etanol al 96%
e Etanol al 70%
e Solucién 5 M de NaCl
e Mezcla de reaccion (ADN, Primers, dNTP’s, MgClz, Tag DNA pol Platinum,
Buffer 10X, H20)
e Primers (Vrain et al., 1992);
18S forward 5- TTGATTACGTCCCTGCCCTTT -3’
26S reverse 5- TTTCACTCGCCGTTACTAAGG -3’

Procedimiento

1. Extraccion de ADN

1.1Limpieza de la suspension

Las suspensiones de nematodos se colocaron en unos tubos de vidrio y se
dejaron sedimentar. Posteriormente se retir0 el sobrenadante, y se repitio el
procedimiento por lo menos tres veces con agua desionizada para limpiar la
suspension de nematodos. Al final, se dejé sedimentar la suspension para retirar

el sobrenadante y obtener asi una pastilla.
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1.2Extraccion

a) Una vez limpios los nematodos, una parte de la pastilla de éstos se
colocé en un tubo Eppendorf de 1.5 mL adicionandose 500 uL de la
solucién M9 para resuspender los nematodos; se agité y dejé sedimentar.
Se retiré el sobrenadante y este procedimiento se repiti6 una vez mas. Con
cuidado, se retir6 la mayor cantidad de sobrenadante posible y se dejo
Unicamente la pastilla de neméatodos (para la extraccibn del ADN es
suficiente una pastilla de aproximadamente 100 pL).

b) Se adicion6 400 uL de Buffer Lysis y 10 yL de proteinasa K, mezclando
cuidadosamente. La mezcla se incubé a 65 °C por 30 min en un
thermoblock marca Digi-Block JR, Laboratoy Devices Inc., USA (durante la

incubacion se mezclé cada 2 min).

c) Se adicionaron 10 yL mas de proteinasa K y se incub6 35 min mas a 65

°C sin agitacién alguna.

d) Se adicioné 5 puL de RNAsa Ay se incub6 por 30 min a 37 °C.

e) Se adicion6 500 uL de fenol y se mezclé gentilmente en un agitador
orbital (ECOLAN 300) a 45 rpm, durante 30 min.

f) Se centrifugd por 5 min a 14,000 rpm en una centrifuga Eppendorf 5415C
Micro Centrifuge. La fase acuosa se transfirié6 a un nuevo tubo Eppendorfy
se adicionaron 500 pyL de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico. Se mezclé
gentilmente en un agitador orbital (ECOLAN 300) a 45 rpm a durante 30

min.

g) Se centrifugd por 5 min a 14,000 rpm. La fase acuosa se transfirid a un
nuevo tubo y se adicion6 500 pyL de cloroformo, mezclando gentilmente

durante 30 min.
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h) Se centrifugd por 5 min y se transfirié la fase acuosa a un nuevo tubo. Se
adicion6 1 mL de etanol al 96% (a temperatura ambiente) y se mezcld, para

dejar precipitar el ADN durante toda la noche a temperatura ambiente.

i) Al dia siguiente se separ6 el ADN (centrifugando durante 10 min a 14,000
rpm), se retirdé el sobrenadante y la pastilla de ADN se lavé con 1 mL de
etanol al 70%, se centrifugd nuevamente el ADN (5 min, 14,000 rpm) y se
retir6 el sobrenadante. La pastilla se dej6 secar, colocando el tubo en
posicion invertida y destapado, para posteriormente resuspenderla en 200
ML de agua desionizada estéril.

j) Se cargaron 2 pL de la suspension anterior junto con 5 yL de buffer de
carga en gel de agarosa al 1%, para estimar la concentracion y la integridad
del ADN (Anexo 1y 2)

2. Amplificacion del fragmento de ADN por PCR
2.1Precipitacion del ADN

a) Al ADN que se habia resuspendido en 200 pyL de agua, se le agrego 2
volumenes de etanol al 96% por volumen de suspension y 20 pL de
solucion 5 M de NaCl. Se dejaron las muestras por 20 min a -70 °C para

gue precipitara el ADN.
b) Después se centrifugd la muestra durante 15 min a 14,000 rpm. Se retiré
el sobrenadante y se agregaron 500 pL de etanol al 70%, la pastilla se

resuspendid y se volvié a centrifugar por 15 min a 14,000 rpm.

c) Se retird el sobrenadante con mucho cuidado. En el fondo del tubo quedo6

una pequefia pastilla de ADN.

d) Se coloco el tubo en posicion invertida y destapado, para que secara.
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e) Una vez seca, se resuspendio la pastilla de ADN en 200 pyL de agua,

asegurandose que el ADN guedase bien resuspendido.

2.2Preparacion de la mezcla de reaccion

Para cada muestra de ADN, en un tubo Eppendorf de 250 uL se mezclé lo

siguiente:

1.00 pL de suspension de ADN

1.00 yL de iniciador 18sf 5- TTGATTACGTCCCTGCCCTTT -3
1.00 uL de iniciador 26sr 5- TTTCACTCGCCGTTACTAAGG -3
1.00 yL de dNTP’s

1.00 yL MgCl2

0.20 uL Taq DNA pol Platinum

2.50 uL Buffer 10X

17.3 uL H20

Se coloco el tubo con la mezcla de reaccion en un termociclador Perkin
Elmer GeneAmp PCR System 2400 y se programo con las siguientes condiciones
de amplificacion: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 min, 35 ciclos de 95 °C por
50 s,55°C por50sy72°C porlmin 30 s, la extension final a 72 °C por 7 min. El
tamafio del producto esperado puede ser de 1,000 a 1,100 pb. Para saber el
tamafio del producto, se compara la banda del producto amplificado con las

bandas del marcador usado (Figura 24)( Anexo 1.2).

3. Cuantificacion de los productos de PCR

3.1Precipitacion de productos de PCR

a) Después de terminada la reaccion de PCR, se transfirieron los productos

obtenidos a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se adicionaron 200 yL de Hz0,
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400 pL de etanol al 96% y 20 uL de solucion 5 M de NaCl. Se enfrio el tubo
a -70 °C durante 20 min, para precipitar el ADN.

b) La muestra se centrifugd durante 15 min a 14,000 rpm, y se retiré el
sobrenadante. Se agregaron 500 yL de etanol al 70%, resuspendiéndose

ligeramente para centrifugarse por 15 min a 14,000 rpm.

c) Se retiré el sobrenadante con mucho cuidado evitando arrastrar el ADN
amplificado. Se colocd el tubo en posicién invertida y destapado, para

Secara.

d) Se resuspendio totalmente el ADN en 15 pL de agua.

e) En otro tubo se adicion6 1 pL de la resuspensién de productos de
amplificacion en 999 uL agua, se homogenizo6 y se coloco todo el volumen

en una celda para leer en el espectrofotometro a 260 nm (Anexo 2.2)

4. Secuenciacion

Los productos obtenidos de la PCR listos para su secuenciacion, se
enviaron al Laboratorio Nacional de Gendémica para la Biodiversidad en el
CINVESTAV-IPN unidad lIrapuato, el cual cuenta con equipamiento de ultima
generacion para llevar a cabo la secuenciacion de genomas por los métodos de
Sanger. Los resultados obtenidos de la secuenciacion fueron comparados en el
GEN BANK del Centro Nacional de Informacién Biotecnologica (NCBI por sus
siglas en ingles) con secuencias de Steinernema usando BLAST, pagina web

www.ncbi.nim.nih.gov.
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Capitulo 3

RESULTADOS Y DISCUSION

& /

3.1 Determinacion y distribucién de los nematodos entomopatégenos

Se colectaron un total de 165 muestras de suelo. Con el propoésito de aislar
nematodos entomopatdgenos, se colocaron larvas del ultimo estadio de desarrollo
de la polilla mayor de la cera, Galleria mellonella, como insecto cebo (Figura 10).
Al momento de redactar el presente documento, en el aislamiento, 38 muestras de
suelo colectadas dieron positiva la presencia de nematodos entomopatégenos, lo
cual representa un porcentaje de abundancia de NEP’s del 23% del total de sitios
muestreados. Estos resultados son los primeros en su tipo reportados en el estado
de Hidalgo. En el pais, son pocos los grupos que se han ocupado de estos
asuntos, entre los que se pueden mencionar los trabajos de: a) Salas-Luévano
(2002) quien reportd un porcentaje de abundancia de NEP’s del 50% con base a
72 sitios de muestreo en la region centro sur de Zacatecas; b) Lozano-Gutiérrez
(2001) report6é una abundancia de NEP’s de 8% en la zona oeste de Zacatecas; y
¢) Molina-Ochoa et al. (2003) reportaron una abundancia del 11% considerando 64
sitios en los estados de Colima, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Sinaloa y Veracruz.
Por otra parte, grupos de otros paises han reportado abundancias de NEP’s del

14% (100 sitios en la regién de la Rioja, Espafia; Campos-Herrera et al., 2007),
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23% (150 sitios en la region de Catalufia, Espafa; Garcia-del Pino, 1994), 23.3%
(120 sitios en el sur de Arizona, EUA; Stock y Gress 2006), y 2% (1,080 sitios en

Turquia; Hazir et al., 2003), entre otros.

Figura 10. Larvas de Galleria mellonella en muestras de

suelo del Estado de Hidalgo, sefialadas con flechas,

durante aislamiento de neméatodos entomopatdgenos.

De las 38 muestras de suelo que habian dado positiva la presencia de
NEP’s, el 42.1% correspondieron a steinernemétidos y 57.9% a heterorhabditidos,
de acuerdo con los criterios sugeridos por Woodring y Kaya (1988) (tomando
como base la coloracion que presentan las larvas de Galleria mellonella muertas
por infestacion de NEP’s). La Figura 11 presenta aspectos frecuentes exhibidos
por larvas de Galleria mellonella usadas como cebos y probablemente muertas por
la accion de distintos NEP’s presentes en suelos del Estado de Hidalgo. Las larvas
“blanquecino-cremosas” sugieren la accion biolégica del complejo Steinernema
spp./Xenorhabdus spp. mientras que las “rojizas”, de Heterorhabditis
spp./Photorhabdus spp. (Shapiro-llan y Gaugler, 2002).
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Figura 11. Larvas de Galleria mellonella infectadas

probablemente con NEP’s presentes en suelos del
Estado de Hidalgo. A) larvas muertas por el complejo
Steinernema spp./Xenorhabdus spp. B) larvas muertas

por el complejo Heterorhabditis spp./Photorhabdus spp.

De los trabajos realizados por otros autores aislando NEP’s en México,
acerca de la frecuencia de steinernematidos y heterorhabditidos, se puede
destacar lo siguiente: a) de los 40 aislados reportados por Salas-Luévano (2002),
45% fueron steinernematidos y 55% fueron heterorhabditidos; b) de los 7 NEP’s
aislados por Lozano-Gutiérrez (2001) 71.4% fueron heterorhabditidos y 28.5%
fueron steinernematidos; c) mientras que Molina-Ochoa et al. (2003) reportaron
una proporcion de NEP’s aislados de 71.4% steinerneméatidos y 28.5%
heterorhabditidos. Por otra parte, en Espafia, de 27 NEP’s aislados, Campos-
Herrera reportaron 20 steinernematidos (74%) y 7 aislados de especie
desconocida; en ese mismo pais, del total de NEP’s que aisld, Garcia-del Pino
(1994) reportdé 94.3% steinernematidos y 5.7% heterorhabditidos. En un estudio
realizado en el sur de Arizona, EUA, Stock y Gress (2006) reportaron 78.5%
steinernematidos y 21.5% heterorhabditidos; finalmente, Hazir et al. (2003)
reportaron 68.2% steinernematidos y 31.8% heterorhabditidos de los NEP’s

aislados en Turquia.

De acuerdo con los resultados presentados, la distribucion de ambos
géneros de NEP’s son muy variables: se pueden encontrar lugares donde

dominan los steinernematidos, como en algunas regiones de Espafia, pero
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también existen otros donde predominan los heterorhabditidos. Ejemplos de esto

altimo es justamente lo que se ha encontrado en los sitios muestreados en el

presente trabajo referente al Estado de Hidalgo. Lo anterior seguramente se debe

a distintas causas que han afectado la evolucion y distribucién de las especies de

NEP’s, entre las que pueden citarse la distribucién de insectos hospederos, los

factores edafologicos y factores climatoldgicos, entre otros. EI Cuadro 6 presenta

los NEP’s aislados hasta el momento asi como los lugares donde éstos fueron

encontrados, mostrados graficamente en el mapa de la Figura 12.

Cuadro 6.

Estado de Hidalgo

Nematodos entomopatdgenos aislados en distintas locaciones del

Clave Localidad Descripcién GN*
NH-1S Alcholoya Barranca de Metztitlan S
NH-2H Tezontepec — Rancho “Chiripa” Orilla de rio Tula H
NH-3S Tula — San Francisco Frente a refineria, cultivo maiz S
y alfalfa
NH-4H Tepeji del Rio Cultivo alfalfa, rio Tula H
NH-5H Melchor Ocampo — Col. El salto Cultivo maiz H
NH-6S Tepeji del Rio Cultivo avena, junto a rio S
NH-7H Tezontepec — Rancho “Chiripa” Junto a rio H
NH-8H Ixmiquilpan — Progreso, “El Alberto* Cultivo maiz y alfalfa H
NH-9H Presa los Angeles Cultivo maiz, haba, maguey H
NH-10H Presa los Angeles Cultivo maiz H
NH-11H Villas de Tezontepec Corral de Borregos H
NH-12S  Camino Union Ejidal, Tierray Libertad  Cultivo cebada S
NH-13H Villas de Tezontepec —Desviacion Cultivo cebada H
cerro de Tlexpa
NH-14H Xejeta — camino a Alfajayucan Cultivo maiz H
NH-15S La estancia — camino a Progreso Cultivo calabaza S
NH-16H  Tepetitlan Arbol Guanabana H
NH-17S  Alfajayucan Cultivo maiz S
NH-18H San Mateo — Ixcuinquitlapilco Cultivo maguey, &rbol pirul H
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NH-19S Camino a Progreso Cultivo maiz S
NH-20H  Atitalaquia — cerca rio Tula Cultivo maiz, carrizo H
NH-21S Desviacion a Tepepa Arbol tejocote S
NH-22S La Paila Cerca de pozo S
NH-23S Camino entre Lagunicatlan y Bosque encino y pino S
Loma Chica
NH-24S  Sto. Domingo — rumbo a Agua Zarca Bosque de Encino
NH-25H  Vicente Guerrero — Ajacuba Cultivo cebada, nopal, &rbol
pirul
NH-26H  Alfajayucan Vegetacion diversa, araucaria  H
NH-27H  Ajacuba Cultivo maiz, alfalfa, pasto H
NH-28S  Acaxochitlan — Zacacuautla Cultivo maiz S
NH-29S Entronque Tepeapulco Cultivo maguey S
NH-30H Villas de Tezontepec — Faldas de Cultivo maguey H
cerro, mina Chamberluco
NH-31H Tezontepec de Aldama — Sta. Ma. - H
Batha
NH-32H  Ixmiquilpan — Progreso, “El Alberto” Cultivo chile, reserva H
Ecoalberto
NH-33H  Ixmiquilpan — Progreso, “El Alberto” Cultivo calabaza H
NH-34H  Melchor Ocampo, Col. El Salto Cultivo maiz H
NH-35H NR* NR H
NH-36S Matias Rodriguez — entronque Tierras sin cultivar, vegetacion S
autopista diversa
NH-37S Camino a Loma Chica Bosque Encino y Pinos S
NH-38S Loma Chica — llegando a San Dionisio  Cancha de futbol S

*GN = Género, NR = No reportado, S = Steinernema spp., H = Heterorhabditis spp.
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Figura 12. Mapa del Estado de Hidalgo que muestra los sitios de muestreo donde dieron

positivos los aislamientos de nematodos entomopatégenos: aislamiento de

steinernematidos, ® aislamiento de heterorhabditidos.

3.2 Factores edafologicos

Los factores que se tomaron en cuenta en este aspecto fueron el pH y la

humedad de los lugares donde se obtuvieron las muestras de suelo.

3.2.1 pH del suelo

Los rangos de pH de los suelos donde se aislaron neméatodos
entomopatdgenos fueron 3.68 < pH < 7.95 para steinernematidos y 4.91 < pH <
8.49 para heterorhabditidos (Figura 13).
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Figura 13. pH de las muestras de suelo donde se aislaron steinerneméatidos y heterorhabditidos en

el Estado de Hidalgo.

De acuerdo con los resultados, los NEP’s aislados en el presente trabajo
habitan desde suelos &cidos hasta alcalinos. Aparentemente los steinernematidos
pueden ser encontrados en pH’s mas acidos. En trabajos sobre esta linea de
investigacion, otros autores han encontrado resultados similares: a) Hazir et al.
(2003) aislaron steinernematidos en 5.6 < pH < 7.9 y heterorhabditidos en 6.3 <
pH < 7.7; b) Rosa et al. (2000) aislaron steinernematidos en 5.2 < pH < 6.0y
heterorhabditidos en 5.6 < pH < 6.3; y ¢) Campos-Herrera et al. (2007) reportan el
aislamiento de steinernematidos en pH’s de 4.9 a 8.3. Sin embargo, otros autores
han reportado valores de pH menos acidos o solo alcalinos tanto para
steinernematidos como para heterorhabditidos: Stock y Gress (2006) aislaron
ambos géneros de NEP’s en pH’s de 7.4 a 7.5; Salas-Luévano (2002) aislo
steinernematidos en 6 < pH < 8.4 y heterorhabditidos en 6 < pH < 9.2, y Lozano-
Gutiérrez (2001) reporta el aislamiento de steinernematidos y heterorhabditidos a
pHs de 82 a 83 y 7.7 a 8.1, respectivamente. Como puede observarse,
aparentemente no existe un patrén que indique una dependencia clara entre
género de NEP’s con pH del suelo, lo cual puede implicar la interdependencia con

otros factores.
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Por otra parte ciertos autores se han dado a la tarea de evaluar los efectos
del pH del suelo sobre la supervivencia y patogenicidad de los NEP’s. Por
ejemplo, Kung et al. (1990) reportan que la supervivencia y patogenicidad solo
disminuye ligeramente conforme se reduce el pH de 8 a 4, no sucediendo asi
cuando existe un pH de 10 ya que entonces la supervivencia y la patogenicidad
disminuyen drasticamente. Fisher y Fuhrer (1990), mencionan que el decremento
en el pH del suelo reduce la habilidad de Steinernema kraussei para encontrar a
su hospedero, mientras que Steiner (1996) reportdé una seleccidbn en la
preferencia de pH por parte de algunos de NEP’s, los cuales se encontraron
relativamente bajos para Steinernema kraussei, evitando pH extremos para
Steinernema intermedium (Poinar) y Steinernema feltiae, y cerca del neutral para

Steinernema affine.

3.2.2 Humedad del suelo

Los porcentajes de humedad en base peso seco, obtenidos para las
muestras de suelo de steinernematidos variaron de 5.7% a 59.7% y para
heterorhabditidos de 11.9% a 48.6% (Figura 14). Diversos autores reconocen que
la humedad del suelo es importante para la subsistencia y adecuada actividad
biolégica de los NEP’s (Salas-Luévano, 2002; Grewal, 2002), los resultados
obtenidos, en el caso de los steinernematidos aislados en el Estado de Hidalgo,
sugieren que es posible encontrar NEP’s en suelos tanto humedos como
relativamente secos. En el presente trabajo, los porcentajes de abundancia de
NEP’s cambiaron notablemente respecto a los distintos porcentajes de humedad
de las muestras de suelo colectadas; es decir, que en muestras de suelo con
porcentajes de humedad <10% y >21% se encontr6 mayor % de abundancia de
NEP’s que en suelos entre el 11% y 20% de humedad (Cuadro 7). Los resultados
anteriores concuerdan con lo reportado por Campos-Herrera et al. (2007), en La
Rioja, Espafa, quienes también encontraron mayor % de abundancia de NEP’s en

suelos con porcentajes de humedad menores al 10 %, que en suelos con un
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contenido de humedad entre el 11% y 20%, para aislados de NEP’s del mismo

género (Cuadro 7).

Por otro lado, de los heterorhabditidos aislados en el Estado de Hidalgo, no
se encontro la presencia de este género en suelos con % de humedad <10%,
mientras que en suelos entre 11-20% y 221% de humedad, la abundancia de
NEP’s fue del 76% y 57%, respectivamente (Cuadro 7). Estos resultados muestran
cierta similitud con lo reportado por Giayetto et al. (2006), en el Alto Valle de Rio
Negro, Argentina, quienes aislaron heterorhabditidos en suelos con porcentajes de
humedad similares a los encontrados en el presente trabajo (Cuadro 7), lo que
pudiese sugerir algun tipo de relacidn entre el género Heterorhabditis y suelos con
% de humedad >11%.
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Figura 14. % Humedad en base seca de muestras de suelos del estado de Hidalgo donde se

aislaron steinernematidos y heterorhabditidos.
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Cuadro 7. Abundancia de NEP’s y humedad de suelos donde fueron aislados

Localidad Género % Humedad Referencia
Hidalgo, México Steinernema £10% 11 - 20% 221%
Abundancia (%) 100 24 43
Género aislado Steinernema spp. Presente
Heterorhabditis estudio
Abundancia (%) 0 76 57
Género aislado - Heterorhabditis spp.
La Rioja, Espafia Steinernema Campos-
Abundancia (%) 53.4 46.6 0 Herrera
Especie aislada *S.f S.f, S.k,S.c -  etal, 2007
Alto Valle de Rio Heterorhabditis Giayetto
Negro, Argentina Abundancia (%) 0 21.1 50.0 etal., 2006
Especie aislada -- **H. b H.b

*S. f; S. feltiae, S. k; S. kraussei, S. c; S. carpocapsae. **H. b; H. bacteriophora

3.3 Identificacion de neméatodos entomopatdégenos

Para lograr la identificacion de nematodos entomopatégenos, los distintos
grupos de investigacion han considerado entre otros aspectos importantes
aguéllos relacionados con la morfologia y dimensiones de los distintos estadios de
desarrollo de estos organismos, particularmente de adultos y JI (Poinar, 1990;
Hominick, 1997; Kaya y Stock, 1997; Stock et al., 1998; Pamjav et al., 1999;
Rodriguez, 2001; Nguyen y Duncan, 2002; lvanova y Spiridonov, 2003; Nguyen et
al., 2004; Qiu et al., 2004; Nguyen et al., 2006; Phan et al., 2006; Nguyen et al.,
2008). En lo que resta de la presentacion de este trabajo, la atencion fue centrada
en un solo NEP’s aislado (clave NH-1S), colectado de muestras de suelo de la
barranca de Metztitlan, Alcholoya, Hidalgo.
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3.3.1 Evaluacién morfoldgica

Para realizar la evaluacion morfométrica del espécimen NH-1S aislado, se
tomaron en cuenta las caracteristicas y dimensiones de especimenes visualizadas
mediante microscopia de campo claro y de barrido de electrones. En la evaluacién
morfolégica también se tomd en cuenta el diagnostico de la familia
Steinernematidae Chitwood y Chitwood, 1937 (Stock y Hunt, 2005), el cual dice
qgue los adultos generalmente tienen la cabeza corta y ligeramente redondeada,
seis labios fusionados con una papila labial en su extremo cada uno, cuatro
papilas cefalicas, cuticula lisa, estoma parcialmente colapsado y el poro excretor
ventral siendo claramente distinguible. Las hembras: un par de ovarios opuestos,
vulva situada en la mitad del cuerpo con o sin labios protuberantes, epiptygma
presente o0 ausente. Los machos: testiculo simple y retroflexo, espiculas simétricas
en pares y separadas, gubernaculo presente, bursa es ausente, 10 a 14 pares de
papilas de las cuales de 7 a 10 son precloacales, cola redondeada con o sin
mucron (prolongacion cuticular del extremo de la cola). Juveniles infectivos:
estoma colapsado; sin cuticula con 6 a 8 lineas longitudinales (bandas del campo
lateral); es6fago e intestinos colapsados; bolsa bacteriana especializada de forma
variable localizada al comienzo de los intestinos; poro excretor distinguible en
posicion anterior al anillo nervioso; cola conoide o filiforme con porcién hialina
variable; con o sin fasmidios. Parte de las estructuras descritas anteriormente se

muestran en el Figura 15.

3.3.1.1 Microscopia de Campo Claro (MCC)

Adultos de primera generaciéon y Jl del NEP NH-1S fueron usados para la
caracterizacion morfologica mediante microscopia de campo claro. En la Figura 16
se muestran los aspectos caracteristicos de adultos de primera generacion,
hembras (A) y machos (B), y estadios JI (C) de nematodos NH-1S observados
mediante preparaciones en fresco bajo el microscopio de campo claro (NIKON
ECLIPSE 80i).
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Figura 15. Familia Steinernematidae. A-D. Hembras de primera generacién: A) microscopia
electronica de barrido (MEB) mostrando estoma abierto, papilas labiales y cefalicas; B) labios
sobresalientes de la vulva (vista lateral); C) labios poco sobresalientes de la vulva (vista lateral); D)
epiptygma. E) cola (vista lateral). F-H- Machos de primera generacion: F) cola (vista lateral)
mostrando singular papila ventral (flecha); G) MEB de la cola mostrando papilas precloacal,
adcloacal y postcloacal (vista lateral); H) cola (vista lateral) mostrando el mucron (flecha). I-M.
Juveniles infectivos (JI): 1) parte anterior mostrando el poro excretor (flecha); J) bolsa bacteriana
(vista lateral) mostrando grupos de células bacterianas (flecha); K) y L) MEB de las bandas del
campo lateral con (K) ocho y (L) seis lineas; M) cola (vista lateral) mostrando la porcién hialina
(flecha). (Escala de barras: A,L=5.5um; B, C, E,F=25um; D =35 um; G = 40 um; H = 23.5 um;
I,J=16 um; K=4 um; M = 10 um) (Tomado de Stock y Hunt, 2005).
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Figura 16. Aspecto de distintos estadios de desarrollo de steinernematidos NH-1S aislados en el

Estado de Hidalgo, bajo el microscopio de campo claro. A) hembra adulta de primera generacion;

B) macho adulto de primera generacion, y C) infectivo juvenil (En todos los casos, 400 aumentos).

En el estudio de microscopia de campo claro se encontré lo siguiente: los
adultos presentan una cabeza corta y redondeada (Figura 17A); las hembras
poseen vulva con labios protuberantes, situada en la mitad del cuerpo; el
epiptygma esta ausente (Figura 17C). Los machos tienen un par de espiculas
simétricas y separadas, presentan gubernaculo (Figura 17B) y la bursa es
ausente. Los JI presentan el estoma, eséfago e intestinos colapsados, poro
excretor distinguible en posicion anterior al anillo nervioso (Figura 17F), y cola
filiforme con porciéon hialina visible (Figura 17D). Las descripciones mencionadas
anteriormente son caracteristicas de individuos del género Steinernema y han sido
frecuentemente reportados por distintos grupos en la literatura (Nguyen et al.,
2008; Stock y Hunt, 2005), como puede apreciarse en las Figuras 15y 18.
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Figura 17. Aspecto de distintas estructuras de algunos estadios de desarrollo de

steinernematidos NH-1S aislados en el Estado de Hidalgo, bajo el microscopio de campo claro.
Hembra adulta de primera generacion, A) regidn anterior, C) vulva (vista lateral), y E) regién
posterior (vista lateral) (400 aumentos). Macho adulto de primera generacién, B) espicula (vista
lateral) (1,000 aumentos). Fase 1J, D) regién posterior o cola (vista lateral) mostrando la porcién
hialina (flecha), y F) region anterior (vista lateral) mostrando el poro excretor (flecha) (400
aumentos).
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Los resultados anteriores son de las estructuras que se pudieron observar

mediante microscopia de campo claro, en el siguiente punto se identificaran otras
estructuras mediante MEB. Hasta el momento las caracteristicas descritas de los
adultos y JI del NEP NH-1S coinciden con el diagndstico de la Familia
Steinernematidae Chitwood y Chitwood, 1937, reportado por Stock y Hunt (2005).

Figura 18. Aspecto de distintas estructuras de algunos estadios de desarrollo de Steinernema
cholashanense bajo el microscopio de campo claro. B) regién posterior de un macho mostrando

espicula. C) vulva, y E) cola de hembra de primera generacién (Tomado de Nguyen et al., 2008)
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3.3.1.2 Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

Para este estudio también se prepararon muestras de adultos de primera
generacion y Jl del NEP NH-1S. El diagnostico mediante MEB fue el siguiente: los
adultos presentaron seis labios fusionados (Figura 19C), cuticula lisa, y poro
excretor visible (Figura 19C). Los machos no presentaron bursa, tiene 11 pares de
papilas, cola corta y redondeada con mucron (Figura 19E). Los JI presentaron el
extremo anterior completamente redondeado, con 4 papilas cefélicas, la abertura
bucal cerrada (Figura 19A), cola filiforme, y con fasmidios (Figura 19B). Las
estructuras presentadas en la Figura 19, son muy parecidas a las que
frecuentemente son reportadas para nematodos steinernematidos (Figura 20), lo
cual es evidencia de que el aislado NH-1S, muy probablemente sea una especie

del género Steinernema.

Las imagenes obtenidas mediante microscopia electronica de barrido,
revelan caracteristicas del NEP NH-1S que mediante la microscopia de campo
claro no se pueden apreciar y viceversa, lo que hace necesario el uso de ambas
técnicas para lograr la identificacion de NEP’s aislados. Esto ha sido realizado por
diversos grupos de trabajo en investigaciones similares, entre los que destacan
Garcia-del Pino (1994), Qiu et al. (2004), Nguyen et al. (2006, 2008), Phan et al.
(2006). Como se menciond, tanto la microscopia de campo claro como la de
barrido de electrones, indican que el NEP NH-1S posee las caracteristicas
necesarias para poder incluirlo dentro de la familia Steinernematidae, sin embargo

aun no se puede proponer a que especie pertenece.
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Figura 19. Aspecto de distintas estructuras de algunos estadios de desarrollo de steinernematidos NH-1S aislados en el Estado de Hidalgo, bajo
el microscopio de barrido de electrones. Fases JI: A) regién anterior mostrando las papilas cefalicas (pc), y B) region posterior mostrando el ano
(a) y el fasmidio (p), region anterior (1,000 y 400 aumentos, respectivamente). Hembra adulta de primera generacion: C) region anterior (vista
lateral) mostrando labios fusionados (Ib) y el poro excretorio (flecha), y D) regién posterior mostrando la punta de la cola (vista lateral). Macho
adulto de primera generacion: E) regién posterior (vista lateral) mostrando la espicula poco prominente (flecha) (probablemente debido a que el

espécimen era aun joven) y el mucron (m), y F) regidn posterior (vista lateral) mostrando papilas precloacal, adcloacal y postcloacal (vista lateral).
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Figura 20. Aspecto de distintas estructuras de algunos estadios de desarrollo de steinernemétidos
visualizados mediante microscopia de barrido de electrones. A) Region anterior de fase 1J de
Steinernema guangdongense mostrando la linea lateral (tomado de Qiu et al., 2004). B) Regién
posterior de S. riobrave (tomado de Nguyen y Adams, 2003). C) Cola de una hembra joven de

primera generacion de S. guangdongense (tomado de Qiu et al., 2004).
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3.3.2 Morfometria

En el Cuadro 8 se muestran los resultados completos del estudio
morfométrico realizado. La morfometria promedio de los JI del NEP NH-1S es:
longitud total (LT), 593.19 pm; anchura maxima (AM), 28 um; distancia de la
cabeza al poro excretor (PE), 38.78 um; distancia de la cabeza al anillo nervioso
(AN), 101.16 pm; longitud del eso6fago (LE), 130.27 um; longitud de la cola (LC),
59.25 um; proporcién “D” (PE/LE), 0.29; y proporcién “E” (PE/LC), 0.65. Las claves
morfométricas para los JI de Steinernema spp. (Poinar, 1990) (Anexo 3), sugieren
que el neméatodo NH-1S aislado en el Estado de Hidalgo, corresponde a la

especie Steinernema carpocapsae.

Cuadro 8. Morfometria fases Juveniles infectivas del NEP NH-1S aislado en la
barranca de Metztitlan, Alcholoya, Hidalgo

Caracter Longitud (um) (n=25)*

Minimo Maximo Promedio +DE**

Longitud total (LT) 495,71 691.86 593.19 46.30
Anchura maxima (AM) 25.62 30.50 28.00 1.44
Distancia cabeza-poro excretor (PE) 33.44 46.58 38.78 3.52
Distancia cabeza-anillo nervioso (AN) 85.28 116.58 101.16 6.97
Longitud del esé6fago (LE) 114.79 141.41 130.27 7.73
Longitud de la cola (LC) 51.39 72.27 59.25 5.14
Proporcion “D” (PE/LE) 0.24 0.35 0.29 0.02
Proporcion “E” (PE/LC) 0.52 0.86 0.65 0.08

*n, muestras. ** Desviacion estandar

La especie S. carpocapsae fue descrita como Neoaplectana carpocapsae
por Weiser (1955) en Checoslovaquia y después fue redescrita y reportada varias
veces para diferentes regiones del holartico por Poinar (1967). EI NEP S.

carpocapsae esta ampliamente distribuido alrededor del mundo y ha sido
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encontrado en regiones como: Europa, América del Norte, América del Sur,
Australia y Nueva Zelanda (Poinar, 1990).

Shishiniova et al. (1998), reportaron 3 NEP’s aislados en suelos de Bulgaria
(Cuadro 9), identificados como S. carpocapsae, los cuales presentaron las
siguientes caracteristicas morfométricas: longitud total promedio, 562.35, 586.3 y
613.6 pum; anchura maxima promedio: 24.55, 25.01 y 25.89 um; distancia
promedio de la cabeza al poro excretor: 40.28, 41.05 y 41.4 pm; distancia
promedio de la cabeza al anillo nervioso: 76.2, 81.75 y 84.39 um; longitud
promedio del eséfago: 113.3, 125.5 y 133.1 um; longitud promedio de la cola:
45.65, 53.8 y 58.3 um; proporcion “D”: 0.31, 0.32 y 0.35; y proporciéon “E”: 0.71,
0.76 y 0.88. Vale la pena mencionar que de los tres aislados, Shishiniova et al.
(1998) describe a la cepa BVC 02 atipica como “anormal’, la cual presenta una
forma redondeada en la punta de la cola. La Figura 21 muestra la cola “normal” de
un JlI de S. carpocapsae, cepa BVC 01, y la cola “anormal” de los JI de S.
carpocapsae, cepa BVC 02. Cabe mencionar que este tipo de figuras realizadas a
mano alzada, son usadas con frecuencia al igual que fotografias tomas bajo el
microscopio de campo claro, en trabajos donde se estudia la taxonomia y

morfologia de los NEP’s.

Poinar (1990), menciona que los JI de S. carpocapsae pueden ser
reconocidos por la longitud total de su cuerpo (promedio = 558 um; rango = 438-
650 um), la posicion anterior del poro excretor y una pequefia proporciéon “E”
(promedio = 0.60; rango = 0.54-0.66) (Cuadro 9).

Las dimensiones de fases JI del neméatodo aislado NH-1S, resultaron
relativamente similares a lo que reportan Shishiniova et al. (1998) y Poinar (1990)
en descripciones de NEP’s steinernematidos aislados, como se describe a
continuacion: la longitud total del NEP NH-1S es practicamente la misma que la de
S.carpocapsae (Weiser) (Poinar, 1990) (LTNH-18/LTs.c. weiseny = 593.19/558 = 1.06
veces), y la cepa BVC 01 (Shishiniova et al.,, 1998) (LTnn-1s/LTevc 01 =
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593.19/613.6 = 0.96 veces); la anchura méaxima es similar que la reportada para
aislados de Shishiniova et al. (1998) (AMnhn-1s/AMsvc o1, Bvc 02, BzCc 03 = 28/25.01,
25.89, 24.55 = 1.11, 1.08, 1.14 veces) y Poinar (1990) (AMnH-1s/AMs.c. (weiser) =
28/25 = 1.12 veces); la distancia de la cabeza al poro excretor también es similar a
la de las cepas reportadas por Shishiniova et al. (1998) (PEnn-1s/PEsvc 01, BvC 02, BzC
03 = 38.78/41.4, 40.28, 41.05 = 0.93, 0.96, 0.94 veces), y es casi la misma que la
reportada por Poinar (1990) (PENH-1s/PEs.c. (weisen = 38.78/38 = 1.02 veces); lo
mismo ocurre con la longitud del eséfago de S. carpocapsae (Weiser) (Poinar,
1990) (LENH-1s/LEs.c. (weisey = 130.27/120 = 1.08 veces) y las cepas BVC 02, BZC
03, a excepcion de la cepa BVC 01 (Shishiniova et al., 1998) (LEnn-1s/LEsvc o1, BvC
02, Bzc 03 = 130.27/133.1, 113.3, 125.5 = 0.98, 1.14, 1.03 veces). Finalmente, la
longitud de la cola del NEP NH-1S también es similar a la reportada por
Shishiniova et al. (1998) (LCnr-1s/LCsvc 01, BVC 02, BzC 03 = 59.25/58.3, 45.65, 53.8 =
1.01, 1.29, 1.10 veces) y Poinar (1990) (LCnH-1s/LCsc. (weisery = 59.25/53 = 1.11

veces).

Figura 21. Infectivos juveniles de S.
carpocapsae: A) Cola “normal’, cepa BVC
01; B) Cola “anormal’, cepa BVC 02
(Shishiniova et al., 1998).
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Por otra parte, las proporciones “D” (PE/LE) y “E” (PE/LC) también indican

similitudes morfométricas entre el NEP NH-1S y los descritos por Shishiniova et al.
(1998) (proporcion “D”nw-1s/proporcion “D”sve o1, Bvc 02, Bzc 03 = 0.29/0.31, 0.35, 0.32
= 0.93, 0.82, 0.90 veces; proporcion “E”nw-1s/proporcidn “E”svc o1, Bvc 02, BzC 03 =
0.65/0.71, 0.88, 0.76 = 0.91, 0.73, 0.85 veces), asi como con S. carpocapsae
(Weiser) reportado por Poinar (1990) (proporcion “D”nk-1s/proporcion “D’s ¢ (weiser) =
0.29/0.26 = 1.11 veces; proporcion “E’nH-1s/proporcion “E”s.c.weiser) = 0.65/0.60 =
1.08 veces).

Tomado como base que las claves morfométricas para la identificacién de
JI de Steinernema spp. sugeridas por Poinar (1990) son convenientes, la
comparacion de los resultados morfométricos obtenidos para el NEP NH-1S y las
cepas aisladas por Shishiniova et al. (1998) y S. carpocapsae (Weiser) (Poinar,
1990), sugieren que el nematodo NH-1S aislado en la barranca de Metztitlan,

Alcholoya, Hidalgo, pertenece a la especie S. carpocapsae.
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3.3.3 Caracterizacion molecular

Debe resaltarse que los primers usados en el presente trabajo y propuestos
por Vrain en 1992, son altamente conservados y fueron propuestos con base en
una analogia con el cistron ribosomal de Caenorhabditis elegans, el cual es por
cierto, el Unico nematodo completamente secuenciado hasta la fecha. Los
estudios de biologia molecular del NEP NH-1S se llevaron a cabo en el
CINVESTAV-IPN, Unidad Irapuato. En esta parte del trabajo también se anexan
los resultados obtenidos de la caracterizacion molecular del mismo NEP, que de
forma paralela se realiz6 en el Centro de Investigacion de Recursos Naturales
(CIRN) de la Universidad de AZORES, Portugal.

En la Figura 22, se muestran las fotografias de los geles de agarosa 1% p/v
realizados para verificar la concentracion e integridad del ADN extraido del NEP

NH-1S (A) y la concentracion de los fragmentos de ADN amplificados (B).

Figura 22. Geles de agarosa al 1% p/v del ADN aislado y
amplificado, del NEP NH-1S. A) ADN aislado; B) ADN
amplificado por PCR.

En ambos geles de la Figura 22, el primer pozo de izquierda a derecha se
utilizé para cargar el marcador molecular (1 kb DNA Ladder, GIBCO BRL) y el
segundo para cargar el ADN aislado y fragmentos amplificados de ADN del NEP
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NH-1S, respectivamente. En la Figura 22A, se puede observar que el ADN aislado
forma una banda clara pero definida, lo que indica que hay suficiente material
genético para poder realizar la PCR. La longitud del fragmento amplificado de
ADN fue de 1,018 pares de bases (pb) aproximadamente, el cual se encuentra
dentro del esperado (1,000 a 1,100 pb); ésto se puede comprobar si comparamos
la distancia recorrida por la banda del problema con las bandas del marcador de
peso molecular conocido (Figura 24) (Anexo 1.2). Por otra parte, los fragmentos
amplificados de ADN formaron una banda tenue (Figura 22B) indicando que la
concentracion de los fragmentos amplificados era baja, lo que nos llevo a realizar
una medicion de absorbancia a 260 nm, para determinar cuantitativamente la
cantidad de fragmentos amplificados de ADN, obteniéndose un valor de
concentracion de 105 ng/pL (nanogramos de producto PCR por microlitro de
muestra), la cual es una cantidad suficiente para secuenciar (para estos fines se
requiere al menos contar con 50 ng/uL de ADN). Los productos obtenidos de la
PCR listos para su secuenciacion, fueron enviados para su procesamiento al
Laboratorio Nacional de Gendémica para la Biodiversidad en el CINVESTAV-IPN,
Unidad Irapuato. Posteriormente los resultados obtenidos de la secuenciacion
(Figura 23) fueron comparados en el GEN BANK del Centro Nacional de
Informacién Biotecnologia (NCBI por sus siglas en ingles) con secuencias de

Steinernema usando BLAST, pagina web www.ncbi.nim.nih.gov.

Los resultados de la comparacion de las secuencias obtenidas de material
genético del NEP NH-1S con secuencias de Steinernema de la base de datos del
GEN BANK se muestran en el Cuadro 10. Con la secuencia S1 (Figura 23), se
encontré un 99% de homologia del NEP NH-1S, con Steinernema carpocapsae
cepa All y Steinernema carpocapsae variedad “europea” con los numeros de
acceso “AF331913.1" y “AY171283.17, respectivamente, mientras que con la
secuencia S2, el porcentaje de homologia fue de 100% con Steinernema

carpocapsae variedad “europea”, con el numero de acceso “AY171283.1".

Ingenieria Agroindustrial CA Biotecnologia Agroalimentaria



¢
%ﬁ ICAP-UAEH 67

Cuadro 10. Homologia con base a las secuencias del NEP NH-1S amplificadas,
con las reportadas en base de datos del GEN BANK del NCBI

Secuencia (Figura 23) % Homologia Especie No. Acceso

S1 99% S. carpocapsae All AF331913.1
99% S. carpocapsae europea AY171283.1
S2 100% S. carpocapsae europea AY171283.1

S1
5 — TTTCKTTTCCKCCGCTTMYGAATNNCCTTAAGTTCAGCGGGTAATCTTGCTCRRRYYGAGGKCTAGTTSGRAAAGA
TTMGCAGAGCATAGCACAATTGACCGACAAATCAAGTCAGAAAACCACATTGATTAATGAGCTGACTTTAAGAAAC
GTATTACACTTGCTTGTGTAAAAGTCAGTTAGCAAGAAACGCGCTAAACCATTAATCAAACACTACGCAATGCCAAA
TGATTGCAGACGTCTAGCAAAGAAACAGCTAGCCAGACATCCATTAGACAATCAAATAGCCATACCGAAAAGGTAC
TTCACAAAAGCAAAGTAGCTTACCGAAAAAGCAATCACAGCCGATTGCCAGATTCTAGTCAAAAGACCCTCAATTG
AACATACTAACAAATAAAAACCTGTTAGTGCCATTTGCGTTCAAAATTTTAGCGCTCAATATGTCTGCAATTCACGC
CAAATAACGGTTTTTGCCCCGTTTTTCATCGACCTACGAACCGAGTGATCCACCGATAAGACTTGATAATTAAAAAA
TGCATCAACGAGTGACACAATTATCGAAACAAAACGTTTTTGTTAGCAATCAAAGAATGGCGAGTCAGCAGACCTC
TTTAATTCTCATCACTAAGCATTCAAGAAACGACGAAACGCTTAGATAACAATGTACAATGTTCATCAGCACAGTCA
CGCTCATACAACTGCTCCAAACATCTGTAGAAACCTTTCAAAGCCGTTAGAGATCAAGTTAAAGCTTAGAAACGAA
CAGCGAAAACTTGATTAAAAAGGAAAATATTAGCTCAATAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTT
ACGACTTTTGCCCGGTTCAAGCCGATTCGATTAAYKYGSTYYTSGCRWCAAWGACCGWMYGAWARCGWKCAAC
ATYGCAAYCTCCGCTKWCWC — 3’
S2
5 —TTTTTATATTAGTCTGCCTTGTACACCACCGCCGTCGCTGCCCGGGACTGAGTTGTTTCGAGAAAAGCGGAGAT
TGCGATGTTGAACGTTTTCGGACGGTCTTTGTTGCGAGAACCGCGTTAATCGAATCGGCTTGAACCGGGCAAAAG
TCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAGCTAATATTTTCCTTTTTAATCAAGTTTTC
GCTGTTCGTTTCTAAGCTTTAACTTGATCTCTAACGGCTTTGAAAGGTTTCTACAGATGTTTGGAGCAGTTGTATGA
GCGTGACTGTGCTGATGAACATTGTACATTGTTATCTAAGCGTTTCGTCGTTTCTTGAATGCTTAGTGATGAGAATT
AAAGAGGTCTGCTGACTCGCCATTCTTTGATTGCTAACAAAAACGTTTTGTTTCGATAATTGTGTCACTCGTTGATG
CATTTTTTAATTATCAAGTCTTATCGGTGGATCACTCGGTTCGTAGGTCGATGAAAAACGGGGCAAAAACCGTTATT
TGGCGTGAATTGCAGACATATTGAGCGCTAAAATTTTGAACGCAAATGGCACTAACAGGTTTTTATCTGTTAGTATG
TTCAATTGAGGGTCTTTTGACTAGAATCTGGCAATCGGCTGTGATTGCTTTTTCGGTAAGCTACTTTGCTTTTGTGA
AGTACCTTTTCGGTATGGCTATTTGATTGTCTAATGGATGTCTGGCTAGCTGTTTCTTTGCTAGACGTCTGCAATC
ATTTGGCATTGCGTAGTGTTTGATTAATGGTTTAGCGCGTTTCTTGCTAACTGACTTTTACACAAGCAAGTGTAAT
ACGTTTCTTAAAGTCAGCTCATTAATCAATGTGGTTTTCTGACTTGATTTGTCGGTCAATTGTGCTATGCTCTGCTA
ATCTTTTCGAACTAGACCTCAATTTGAGCAAGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAGTAAGCGGAGGAAAAGAA
ACAA -3’

-IPN, Unidad Irapuato

NH-1S_ITS_ CINVESTAV

, Azores, Portugal

NH-1S_ITS_ CIRN

Figura 23. Secuencias de fragmentos de ADN amplificados del nematodo entomopatégeno NEP
NH-1S aislado en la barranca de Metztitlan, Alcholoya, Hidalgo. S1, secuencia obtenida en el
Laboratorio Nacional de Genomica para la Biodiversidad, Irapuato, Guanajuato; S2, secuencia
obtenida en el Centro de Investigacion de Recursos Naturales (CIRN) de la Universidad de Azores,
Portugal (el material genético usado en esta secuenciacion se obtuvo mediante PCR usando los
primers 18S y 26S de Vrain et al., 1992).
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Diversos autores han redescrito o identificado alguna nueva especie de
nematodo entomopatodgeno (Stock et al., 1998; Nguyen y Duncan, 2002; lvanova y
Spiridonov, 2003; Nguyen et al., 2004; Qiu et al., 2004; Nguyen et al., 2006; Phan
et al., 2006; Nguyen et al., 2008), apoyandose de técnicas tradicionales como la
morfologia o la morfometria, pero, la biologia molecular se ha convertido en una
herramienta complementaria y necesaria para poder definir a que especie
pertenecen los nuevos aislados de NEP’s. Como se mencioné en el Capitulo 1, el
rDNA puede proporcionar marcadores genéticos Utiles para estudiar especies de
nematodos entomopatdégenos, tal es el caso de los ITS (Gasser, 2001) que
parecen ser marcadores fiables para la identificacion de especies dentro de cada
género de NEP’s (Pamjav et al., 1999). En el presente trabajo, el uso de los ITS
para la identificacion del NEP NH-1S aislado en la barranca de Metztitlan,
Alcholoya, Hidalgo, indican que pertenece a la especie Steinernema carpocapsae,
lo cual confirma lo que ya se venia incubando con base a los estudios
morfométricos ya discutidos. Y esto es de gran relevancia, ya que aungque no es
una especie nueva la reportada en el este estudio, si es el primer reporte de
aislamiento de esta especie en el Estado de Hidalgo, y ésta pudiera ser una

variedad nueva con ventajas potenciales aun por desvelarse en estudios futuros.
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Capitulo 4

CONCLUSIONES

& /

De acuerdo con los resultados presentados del aislamiento e identificacion

de nematodos entomopatdgenos en algunas zonas del Estado de Hidalgo, se

puede concluir lo siguiente;

a) El aislamiento de nematodos entomopatdgenos fue positivo: se pudo
aislar un total de 38 especimenes de muestras de suelo, de los
cuales 16 aislados resultaron ser del género Steinernema y 22 del

género Heterorhabditis.

b) Se encontraron nematodos entomopatdégenos, incluso en habitats
con condiciones aparentemente desfavorables. El alto porcentaje de
abundancia de NEP (38/165x100 = 23%) en las zonas examinadas,
indica que es posible aislar neméatodos entomopatdgenos en suelos
bajo condiciones extremas de pH (3.68 < pH < 7.95 para
steinernematidos y 4.91 < pH < 8.49 para heterorhabditidos) y
humedad (steinernematidos de 5.7% a 59.7% y heterorhabditidos de
11.9% a 48.6%).
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c) Se logré la identificacibn a nivel de especie de un nematodo
entomopatdégeno aislado durante esta investigacion. El analisis
combinado de las caracteristicas morfologicas, morfométricas y
biomoleculares, permitieron la identificacion del nematodo NEP NH-
1S, aislado en la barranca de Metztitldn, Alcholoya, Hidalgo, como

Steinernema carpocapsae.

d) Aunque las evidencias sugieren que el neméatodo NH-1S pertenece a
la especie Steinernema carpocapsae, se presume que el aislado
pudiese pertenecer a una variedad no reportada anteriormente. No
obstante, se deben realizar mas estudios para determinar esta
posibilidad, probablemente a través del uso de otros marcadores

moleculares.
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Eapl’tulo 5

RECOMENDACIONES PARA
TRABAJOS FUTUROS /

\

Tomando como base los resultados obtenidos en el presente estudio, se

sugieren lo siguiente para investigaciones por realizarse en el corto plazo:

a) Realizar bioensayos con fases juveniles infectivas de los NEP
aislados para determinar su patogenicidad contra distintas larvas de

insectos plaga de la region.

b) Continuar con los estudios morfolégicos, morfométricos vy
moleculares de los restantes nematodos aislados en el presente

estudio para lograr su identificacion a nivel de especie.

c) Completar el estudio de factores abidticos en las muestras de suelo
gue dieron positiva la presencia de nematodos entomopatégenos,
considerando, por ejemplo, % humedad relativa imperante, la
temperatura del suelo, % de materia organica, asi como la posicién

geografica de las muestras de suelo colectadas, entre otros.
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Eapl’tulo 6 h

ANEXOS

& /

1. Electroforesis en gel

La electroforesis en gel es un método que se emplea para separar
macromoléculas en funcion del tamafo, la carga eléctrica y otras propiedades
fisicas. El término electroforesis describe la migracién de las particulas cargadas
bajo la influencia de un campo eléctrico. “Electro” se refiere a la electricidad y
“foresis”, del griego phoros, significa “trasladar”. Asi, pues la electroforesis en gel
es una técnica consistente en aplicar corriente eléctrica a las moléculas para que
atraviesen una placa de gel (Westermeier, 1997). La electroforesis en gel de
agarosa es un método normalizado que se utiliza para separar, identificar y
purificar fragmentos de ADN. Se trata de una técnica sencilla y rapida que permite
diferenciar fragmentos de ADN que no pueden separarse adecuadamente con
otros procedimientos. Por otra parte, el ADN puede localizarse en el gel tifiendo
con una concentracion baja de bromuro de etidio, que es un agente intercalante

fluorescente que se utiliza como colorante.
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1.1 Principios fisicos de la electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis en gel es una técnica que se emplea para separar los
acidos nucleidos y las proteinas. La separacién de las macromoléculas depende
de dos variantes: carga y masa. Cuando una muestra bioldgica, como por ejemplo
el ADN, se mezcla en una solucion tampdn y se aplica a un gel, esas dos variables
actian conjuntamente. La corriente eléctrica de un electrodo repele las moléculas,
al tiempo que el otro electrodo las atrae. La fuerza de friccion del material de gel
actua como “tamiz molecular”, separando las moléculas en funcion de su tamano
(Sambrook et al., 1989)

1.2 Componentes de la electroforesis en gel de agarosa

Agarosa: coloide natural que se extrae de las algas. La agarosa es muy
fragil y las manipulaciones pueden destruirla con facilidad. Los geles de agarosa
poseen grandes “poros” y se emplean fundamentalmente para separar las
moléculas grandes con un peso molecular de mas de 200 kDa; permiten una
electroforesis rapida, pero con una resolucion limitada por cuanto las bandas que
se forman en los geles tienen tendencia a ser difusas y a esparcirse. Ello obedece
al tamanfo de los poros y no puede controlarse. Los geles de agarosa se obtienen
por suspension de agarosa seca en polvo en un tampoén acuoso, tras lo cual se
hace hervir la mezcla hasta tener una solucién transparente. A continuacion, se
vierte esta solucion en un molde para gel y se deja enfriar a temperatura ambiente
hasta que se forma un gel rigido. Al endurecerse, la agarosa forma una matriz

cuya densidad viene determinada por su concentracion.

Tampones de electroforesis: la movilidad electroforética del ADN se ve
afectada por la composicion y la fuerza ionica del tampén de electroforesis. En
ausencia de iones, la conductancia eléctrica es minima y el ADN migra lentamente
0 ni siquiera se desplaza. En un tampon de elevada fuerza idnica la conductancia

eléctrica es muy elevada y se genera una importante cantidad de calor. En el peor
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de los casos, el gel se funde y el ADN se desnaturaliza. Se dispone de varios tipos
de tampones para la electroforesis de ADN nativo bicatenario: contienen EDTA
(pH 8.0) y tris-acetato (TAE), tris-borato (TBE) o tris-fosfato (TPE) a una
concentracion de aproximadamente 50 mM (pH 7.5 — 7.8). Los tampones de
electroforesis suelen prepararse en forma de soluciones concentradas y se
conservan a temperatura ambiente. El TAE 10x (108 g/L de Tris Base, 55 g/L
acido aceético, 9.3 g/L EDTA; pH 8.0) se utilizaba inicialmente a una concentracion
de trabajo de 1x (1 volumen de TAE 10x en 9 volimenes de agua) en el caso de
la electroforesis en gel de agarosa.

Concentracion de agarosa: un fragmento de ADN de un tamafo
determinado migra a diferentes velocidades a través de los geles segun la
concentracion de agarosa. En funcion de la concentracion de agarosa o tampon,
se pueden separar segmentos de ADN que contengan de 20 a 50,000 pb (pares
de bases). En los geles horizontales, la agarosa se emplea por lo general en

concentraciones comprendidas entre 0.7% y 3% (Cuadro 11).

Cuadro 11. Concentracion recomendada de gel de agarosa para separar

moléculas de ADN lineales.

% de agarosa Tamafos de ADN (pb)

0.75 10 000 - 15 000
1.0 500 - 10 000
1.25 300 -5 000
15 200 -4 000
2.0 100 -2 500
2.5 50 -1 000

ADN marcador: para un gel de agarosa y unas concentraciones de tampén
determinadas, la distancia de migracion depende del peso molecular del material
inicial. Asi pues, debe cargarse un ADN marcador de tamafo conocido en las

ranuras situadas en los extremos derecho e izquierdo del gel. Generalmente un
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marcador contiene un numero determinado de segmentos de ADN conocidos

(Figura 24), lo cual facilita la labor de determinar el tamafio de los ADN
desconocidos en caso de que se produjese alguna distorsion sistematica del gel

durante la electroforesis.

2,036 -

1,636 -

1,018 -

506. 517 - 154

396 -

1 Kb DNA Ladder

0.5 pg/lane; 1% agarose gel
stained with ethidium bromide,
Cal. No. 15615-016

Figura 24. Escalera de 1 kb de ADN, GIBCO
BRL. Representacion del marcador usado,
gue expresa el nimero de pares de bases

correspondientes para cada banda.

Tampdn de carga: las muestras de ADN que deben cargarse en el gel de
agarosa se mezclan en primer lugar con un tampon de carga que por lo general
contiene agua, sacarosa y un colorante (por ejemplo cianol de xileno, azul de
bromofenol, verde de bromocresol, entre otros). La cantidad maxima de ADN que

puede cargarse depende del nimero de fragmentos. La cantidad minima de ADN
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que puede detectarse mediante fotografia de los geles tefildos con bromuro de
etidio es de aproximadamente 2 ng en una banda de 0.5 cm de ancho. Si una
banda de este ancho contiene mas de 500 ng de ADN, la ranura estara
sobrecargada y se producira un emborronamiento. El tampén de carga se emplea

con tres fines:

Aumentar la densidad de las muestras para que las gotas de ADN caigan
uniformemente en el pocillo.

e Anfadir color a la muestra, simplificando de este modo el proceso de carga.

e Incorporar un colorante a la muestra que, en un campo eléctrico, se desplace

hacia el anodo a una velocidad previsible.

N

. Cuantificacién de ADN

Para la cuantificacion del ADN, existen dos métodos indirectos que
permiten estimar la concentracion del ADN en las muestras, por visualizacion y

mediante espectrofotometro.
2.1 Estimacion de la concentracién de ADN por visualizacién

El método indirecto mas recomendable para la determinacion de la
concentracion de ADN en una muestra es mediante la visualizacion de un gel de
electroforesis. El procedimiento requiere la preparacion de una camara de
electroforesis, colocando cada una de las muestras que se desea evaluar en

pozos individuales.

Posteriormente se inicia la electroforesis a 80 V. La electroforesis finaliza
cuando el tampon de carga recorre 2/3 de la distancia del gel, se detiene la fuente
de poder, se destapa la camara de electroforesis y finalmente se visualiza el
producto con luz U.V. y se toma una fotografia. En este método la estimacion se

realiza contrastando intensidades de luz entre las muestras, lo cual se realiza
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visualmente o con el auxilio de algin programa computacional que contraste

intensidades de color.
2.2 Estimacion mediante espectrofotometro

En este método se utiliza un espectofotometro para medir la absorbancia
(entre 260 nm y 280 nm). Se enciende el espectrofotometro al menos 15 min antes

de iniciar las lecturas.

Preparacién del blanco: agregar 1,000 uL de agua destilada en una celda,

colocar la celda en la posicion 1 del espectrofotometro.

Preparaciéon de las muestras: agregar 1 yL de la muestra problema y 999
UL de agua destilada en otra celda, asegurdndose que se homogenicen

perfectamente.

Lectura: para la lectura sélo se tiene que responder con el teclado del
equipo las preguntas que aparecen en pantalla. El equipo permite evaluar la
concentracion de proteinas (limpieza de la muestra), presencia de ARN vy

concentracion de oligos (ADN degradado).

3. Clave para las fases infectivas de Steinernema spp. segun Poinar (1990)

(Todas las unidades estan expresadas en pm)

1. Longitud media de las fases infectivas mayor

de 1000 (rango = 724-1500) ---=--======mmmmmmmmmmm e oo 2
1’. Longitud media de las fases infectivas menor

de 1000 (rango = 438-1200) -----=-===========m=mmmmmmmmem oo 3
2. Distancia media de la cabeza al poro excretor de

87-110; proporcién “D” varia de 0.58-0.71 ---------- S. glaseri (Steiner).

2’. Distancia media de la cabeza al poro excretor de
76-86; proporcion “E” varia de 0.52-0.59 --------- S. anomali (Kozodoi).

3. Longitud media de las fases infectivas de 800-900
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(rango = 736-950) -----------=m-mmmmmmm oo S. feltiae (Filipjev).
3’. Longitud media de las fases infectivas menor de 800

(rang0 = 438-800) --------==-=mmmmmmm e e 4
4. Longitud media de las fases infectivas de 660-700

(rango = 608-800) ---=-=======s=smemmmeme oo e 5
4’. Longitud media de las fases infectivas de 500-600

(rang0 = 438-662) ------------mmmmm o e 6

5. Con espina refractiva en el extremo de la

COlA —mmm e S. affinis (Bovien).

COlA —-m-m oo S. intermedia (Poinar).
6. Longitud media del es6fago de 115-127

(rango = 103-190) --=-n=mmmmmmmmmm e oo 7
6’. Longitud media del esoéfago de 102-111

(rango = 89-120) e 8
7. Proporcion “E” de 0.73

(rango = 0.60-0.80) ---------------------- S. scapterisci (Nguyen y Smart).
7’. Proporcién “E” de 0.60

(rango = 0.54-0.66) --------=-====mmmmmmmmmeae- S. carpocapsae (Weiser).

8. Distancia media de la cabeza al poro excretor de 38,

rango = 32-40; longitud media de las fases infectivas de 511,

rango = 443-573; proporcién “D” = 0.35

(rango = 0.30-0.39) ---------mm-mmmm o S. rara (Doucet).
8'. Distancia media de la cabeza al poro excretor de 46,

rango = 42-50; longitud media de las fases infectivas de 589,

rango = 524-662; proporcion “D” = 0.41

(rango = 0.38-0.44) ---------mmmmmmmmm e S. kushidai (Mamiya).

Ingenieria Agroindustrial CA Biotecnologia Agroalimentaria



ICAP-UAEH 79

Eapl’tulo 7

REFERENCIAS

& /

Adams BJ, Burnell AM y Powers TO (1998) A phylogenetic analysis of Heterorhabditis (Nemata:

Rhabditidae) based on internal transcribed spacer 1 DNA sequence data. Journal of
Nematology, 30: 22 — 39.

Adams BJ y Nguyen KB (2002) Taxonomy and Systematics. En Entomopathogenic nematology. R
Gaugler (Editor) CABI Publishing. Department of Entomology, Rutgers University, New
Brunswick, New Jersey, USA. Pp. 1 — 33.

Anis M, Shahina F, Reid AP y Magbool MA (2000) Biogeography. En Entomopathogenic
nematology. R Gaugler (Editor) CABI Publishing. Department of Entomology, Rutgers
University, New Brunswick, New Jersey, USA. Pp. 115 — 143.

Barker CW y Barker GM (1998) Biogeography. En Entomopathogenic nematology. R Gaugler
(Editor) CABI Publishing. Department of Entomology, Rutgers University, New Brunswick,
New Jersey, USA. Pp. 115 — 143.

Bedding RA (1984) Large scale production, storage and transport of the insect parasitic nematodes

Neoaplectana and Heterorhabditis spp. Annals of Applied Biology, 104: 117 — 120.
Bioagro - Soluciones Biologicas (2008) Nematodos entomopatégenos.

http://www.bioagro.com.co/joomla/index.php?option=com_content&task=view&id=26&Itemid=
9. Ultimo acceso 27 de Noviembre de 2008.

Ingenieria Agroindustrial CA Biotecnologia Agroalimentaria


http://www.bioagro.com.co/joomla/index.php?option=com_content&task=view&id=26&Itemid=9
http://www.bioagro.com.co/joomla/index.php?option=com_content&task=view&id=26&Itemid=9

ICAP-UAEH 80

Blaxter ML (2001) Capitulo 1. Molecular analysis of nematode evolution. En Parasitic nematodes;

molecular biology, biochemistry and immunology. Kennedy MW, Harnett W (Editores). CABI
Publissing, New York, USA. Pp. 1 — 24.

Blaxter ML, De Ley P, Garey JR, Liu LX, Scheldeman P, Vierstraete A, Vanfleteren JR, Mackey LY,
Dorris M, Frisse LM, Vida JT, Thomas WK (1998) Capitulo 2. Control biolégico. En El estrés
caldrico en la expresién de las proteinas HSP70 y HSP90 en nematodos entomopatdégenos
(Rhabditida: Steinernematidae, Heterirhabditidae). Lozano-Gutiérrez J (Editor). Tesis de

doctorado. Universidad de Colima. Tecoman, Colima, México. Pp. 12.

Caicedo VAM vy Bellotti AC (1996) Biogeography. En Entomopathogenic nematology. R Gaugler
(Editor) CABI Publishing. Department of Entomology, Rutgers University, New Brunswick,
New Jersey, USA. Pp. 115 — 143.

Campos-Herrera R, Escuer M, Labrador S, Robertson L, Barrios L y Gutiérrez C (2007) Distribution
of the entomopathogenic nematodes from La Rioja (Northern Spain). Juornal of Invertebrate
Pathology, 95: 125 — 139.

CONABIO - Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad. Especies Exéticas
(2007) http://www.conabio.gob.mx/conocimiento/exoticas/doctos/presentacion .html. Ultimo

acceso 27 de Noviembre de 2008.

Curran J y Heng J (1992) Comparison of three methods for estimating the number of
entomopathogenic nematodes present in soil samples. Journal of Nematology, 24: 170 —
176.

Dillon A, Downes M y Griffin C (2000) Biogeography. En Entomopathogenic nematology. R Gaugler
(Editor) CABI Publishing. Department of Entomology, Rutgers University, New Brunswick,
New Jersey, USA. Pp. 115 — 143.

Doucet ME y De Doucet MMA (1997) Biogeography. En Entomopathogenic nematology. R Gaugler
(Editor) CABI Publishing. Department of Entomology, Rutgers University, New Brunswick,
New Jersey, USA. Pp. 115 — 143.

FAO - Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (2003) Capitulo 2.

La agricultura organica y el medio ambiente. En Agricultura organica, ambiente y seguridad

alimentaria. El-Hage Scialabba N, Hattam C (Editores).

Ingenieria Agroindustrial CA Biotecnologia Agroalimentaria



fz&

j ICAP-UAEH 81
http://www.fao.org/DOCREP/005/Y4137S/y4137s04.htm#fn15.  Ultimo acceso 27 de
Noviembre de 2008.

FAO - Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (2007) Parte .
Examen mundial y regional: una perspectiva a mas largo plazo. En El estado Mundial de la
Agricultura y la Alimentacion. ISSN 0251-137.1. Pp. 134 — 148.

Fisher P y Fihrer E (1990) Introduction. En Habitat preference for entomopathogenic nematodes,
their insect host and new faunistic records for the Czech Republic. Mracek Z, Becvar S,
Kindimann P, Jersakovéa J (Editores). Biological Control, 34: 27 — 37.

Foley JA, DeFries R, Asner GP, Barford C, Bonan G, Carpenter SR, Chapin FS, Coe MT, Daily GC,
Gibbs HK, Helkowski JH, Holloway T, Howard EA, Kucharik CJ, Monfreda C, Patz JA,
Prentice IC, Ramankutty N y Snyder PK (2005) Parte I. Servicios ambientales y agricultura.
En El estado Mundial de la Agricultura y la Alimentacion. FAO. ISSN 0251-137.1. Pp. 13 —
14.

Garcia-del Pino F (1994) Los nemétodos entomopatégenos (Rhabditida: Steinernematidae y
Heterorhabditidae) presentes en Catalufia y su utilizacién para el control biolégico de

insectos. Tesis de doctorado. Universidad Autdnoma de Barcelona. Catalufia, Espafia.

Gasser RB (2001) Capitulo 4. Identification of parasitic nematodes and study of genetic variability
using PCR approaches. En Parasitic nematodes; molecular biology, biochemistry and
immunology. Kennedy MW, Harnett W (Editores). CABI Publissing, New York, USA. Pp. 53 —
82.

Gaugler R (1988) Entomopathogenic nematodes (Rhabditida: Steinernemateidae vy
Heterorhabditidae) En Biological Control: A guide to natural enemies in North America.
Weeden CR, Shelton AM, Hoffmann MP (Editores). Cornell University. USA.
http://www.nysaes.cornell.edu/ent/biocontrol/pathogens/nematodes.html. Ultimo acceso 27
de Noviembre de 2008.

Gaugler R (2002) Entomopathogenic Nematology. CABI Publishing, UK. Pp. 4.
Giayetto AL y Cichén LI (2006) Distribucién, gama de huéspedes y especificidad de cinco

poblaciones de Heterorhabditis bacteriophora (Nematoda: Heterorhabditidae) del alto valle
de Rio Negro y Neuquén, Argentina. RIA, 35: 163 — 183.

Ingenieria Agroindustrial CA Biotecnologia Agroalimentaria



ICAP-UAEH 82
Glazer | (2002) Survival Biology. En Entomopathogenic nematology. R Gaugler (Editor) CABI

Publishing. Department of Entomolog, Rulgers University, New Brunswick, New Jersey, USA.
Pp. 169 — 187.

Grewal PS (1999) Producction, formulation y quality. En Optimal use of insecticidal nematodes in
pest management. Polavarapu S (Editor). Blueberry Cranberry Research and Extension
Center Rutgers University, USA. Pp. 15 — 24,

Grewal PS (2000) Enhanced ambient storage stability of an entomopathogenic nematode through

anhydrobiosis. Pest Management Science, 56: 401 — 406.

Grewal PS (2002) Formulation and Application Technology. En Entomopathogenic nematology. R
Gaugler (Editor) CABI Publishing. Department of Entomology, Rutgers University, New
Brunswick, New Jersey, USA. Pp. 115 — 143.

Grewal PS., De Nardo EAB., y Aguillera MM. (2001). Entomopathogenic Nematodes: Potential For
Exploration and Use in South America. Neotropical Entomology, 30: 191 — 205.

Griffin CT, Chaerani R, Fallon D, Reid AP y Downes MJ (2000) Occurrence and distribution of the
entomophatogenic nematodes Steinernema spp. and Heterorhabditis indica in Indonesia.
Journal of Helminthology, 74: 143 — 150.

Hara HA, Gaugler R, Kaya HK y Lebeck LM (1991) Biogeography. En Entomopathogenic
nematology. R Gaugler (Editor) CABI Publishing. Department of Entomology, Rutgers
University, New Brunswick, New Jersey, USA. Pp. 115 — 143.

Hazir S, Keskin N, Stock SP, Kaya HK y Ozcan S (2003) Diversity and distribution of
entomopathogenic nematodes (Rhabditida: Steinernematidae and Heterorhabditidae) in

Turkey. Biodiversity and Conservation, 12: 375 — 386.

Hominick WM (2002) Biogeography. En Entomopathogenic nematology. R Gaugler (Editor) CABI
Publishing. Department of Entomology, Rutgers University, New Brunswick, New Jersey,
USA. Pp. 115 — 143.

Hominick WM, Reid AP, Bohan DA, Briscoe BR (1996) Biogeography. En Entomopathogenic

nematodes (Steinernematidae and Heterorhabditidae) for biological control of soil pests.
Hazir S, Kaya HK, Stock SP, Keskin N (Editores). Turkish Journal of Biology, 27: 181 — 202.

Ingenieria Agroindustrial CA Biotecnologia Agroalimentaria



ICAP-UAEH 83

Hominick WR, Briscoe BR, del Pino FG, Heng J, Hunt DJ, Kozodoy E, Mracek Z, Nguyen KB, Reid
AP, Spiridonov S, Stock P, Sturhan D, Waturu C, Yoshida M (1997) Biosystematics of
entomopatogenic nematodes: current status, protocols and definitions. Journal of
Helminthology, 71: 271 — 298.

Islas-Lopez MA, Sanjuan-Galindo R, Rodriguez-Hernandez Al, Chavarria- Hernandez N (2005)
Monoxenic production of the entomopathogenic nematode Steinernema carpocapsae using
cultura media containing agave juice (aguamiel) from Mexican maguey-pulquero (Agave
spp.). Effects of the contents of nitrogen, carbohydrates and fat on infective juvenile
production. Applied Microbiology and Biotechnology, 68: 91 — 97.

Ivanova ES y Spiridonov SE (2003) First report of Steinernema bicornutum (Nematoda, Rhabditida,
Steinernematidae) from the north Caucasus. Vestnik Zoologii, 37: 57 — 63.

Kaya HK (1987) A parasitic nematodes in biological control of insect pests. Cooperative Extension
University of California. Division of Agriculture and Natural Resources Formerly Leaflet
21340.

Kaya HK y Gaugler R (1993) Citado por Stock SP (2002) New trends in entomopathogenic
nematode systematics: impact of molecular biology and phylogenetic reconstruction.
MEDIMOND Inc, Department of Plant Pathology, University of Arizona, Tucson, Arizona,
USA. Pp.1-2.

Kaya HK y Stock P (1997) Techniques in insect nematology. En Manual of Techniques in insect
pathology. Lawrence Lacey (Editor). Biological techniques series. Academic Press. Pp. 281 —
324,

Kaya HK, Aguillera MM, Alumai A, Choo HY, De la Torre-Martinez Ma.M, Fodor A, Ganguly S,
Hazir S, Lakatos T, Pye A, Wilson M, Yamanaka S, Yang H y Ehlers RU (2006) Status of
entomapathogenic nematodes and their symbiotic bacteria from selected countries or

regions of the world. Biological Control, 38: 134 — 155.
Kramer |, Hirschy O y Grunder JM (2000) Biogeography. En Entomopathogenic nematology. R

Gaugler (Editor) CABI Publishing. Department of Entomology, Rutgers University, New
Brunswick, New Jersey, USA. Pp. 115 — 143.

Ingenieria Agroindustrial CA Biotecnologia Agroalimentaria



ICAP-UAEH 84
Kung SP, Gaugler R y Kaya HK (1990) Influence of soil pH and oxygen on persistence of

Steinernema spp. Journal of Nematology, 22: 440 — 445.

Liu J y Berry DE (1995) Determination of PCR conditions for RAPD analysis in entomopathogenic
nematodes (Rhabditida: Heterorhabditidae and Steinernematidae). Journal of Invertebrate
Pathology, 65: 79 — 81.

Lozano-Gutiérrez J (2001) El estrés calérico en la expresion de las proteinas HSP70 y HSP90 en
nemétodos entomopatdgenos (Rhabditida: Steinernematidae, Heterirhabditidae). Tesis de

doctorado. Universidad de Colima. Tecoman, Colima, México.

Molina-Ochoa J, Lezama-Gutiérrez R, Gonzélez-Ramirez M, Lépez-Edwards M, Rodriguez-Vega
MA vy Arceo-Palacios F (2003) Pathogens and parasitic nematodes associated with
populations of fall armyworm (Lepidoptera: Noctuidae) larvae in Mexico. Florida
Entomologist, 86: 244 — 253.

Mracek Z y Webster JM (1993) Survey of Heterorhabditidae and Steinernematidae (Rhabditida,

Nematoda) in western Canada. Journal of Nematology, 25: 710 — 717.

Nguyen KB y Adams BJ (2003) SEM and systematic studies of Steinernema abbasi Elawad et al.,
1997, and S. riobrave Cabanillas et al., 1994 (Rhabditida: Steinernematidae). Zootaxa, 179: 1
-10.

Nguyen KB y Duncan LW (2002) Steinernema diaprepesi n. sp. (Rhabditida: Steinernematidae), a
parasite of the citrus root weevil Diaprepes abbreviatus (L) (Coleoptera: Curculionidae).
Journal of Nematology, 34: 159 — 170.

Nguyen KB y Smart GC Jr (1993) Scanning electron microscope studies of Steinernema anomali

Kozodoi. Journal of Nematology, 25: 486 — 492.
Nguyen KB y Smart GC Jr (1994) Neosteinernema longicurvicauda n. gen., n. sp. (Rhabditida:
Steinernematidae), a parasite of the termite Reticulitermes flavipes (Koller). Journal of

Nematology, 26: 162 — 174,

Nguyen KB y Smart GC Jr (1995) Morphometrics of infective juveniles of Steinernema spp. and

Heterorhabditis bacteriophora (Nemata: Rhabditida). Journal of Nematology, 27: 206 — 212.

Ingenieria Agroindustrial CA Biotecnologia Agroalimentaria



ICAP-UAEH 85
Nguyen KB y Smart GC Jr (1996) Identification of entomopathogenic nematodes in the

Steinernematidae and Heterorhabditidae (Nematoda: Rhabditida). Journal of Nematology,
28: 286 — 300.

Nguyen KB, Puza V y Mracek Z (2008) Steinernema cholashanense n. sp. (Rhabditida,
Steinernematidae) a new species of entomopathogenic nematode from the province of
Sichuan, Chola Shan Mountains, China. Journal of Invertebrate Pathology, 97: 251 — 264.

Nguyen KB, Mracek Z y Webster JM (2006) Morphological and molecular characterization of a new
isolate of Steinernema feltiae (Filipjev, 1934) from Vancouver, Canada, with morphometrical

comparison with the topotype population from Russia. Zootaxa, 1132: 51 — 61.

Nguyen KB, Tesfamariam M, Gozel U, Gaugler R y Adams BJ (2004) Steinernema yirgalemense n.

sp. (Rhabditida: Steinernematidae) from Ethiopia. Nematology, 6: 839 — 856.

Nguyen KB, Maruniak J y Adams BJ (2001) The diagnostic and phylogenetic utility of the rDNA

internal transcribed spacer sequences of Steinernema. Journal of Nematology, 33: 73 — 82.

Ortega-Morales E (2008) Efecto de las condiciones de operacion sobre la produccion del nematodo
entomopatégeno Steinernema carpocapsae en biorreactor agitado mecanicamente. Tesis de

licenciatura. Universidad Autbnoma del Estado de Hidalgo. Tulancingo, Hidalgo, México.

Pamjav H, Triga D, Buzas Z, Vellai T, Lucskai Attila, Adams B, Reid AP, Burnell A, Griffin C, Glazer
I, Klein MG y Fodor A (1999) Novel application of PhastSystem polyacrylamide gel
electrophoresis using restriction fragment length polymorphism — internal transcribed spacer
patterns of individuals for molecular identification of entomopathogenic nematodes.
Electrophoresis, 20: 1266 — 1273.

Phan LK, Takemoto S y Futai K (2006) Steinernema ashiuense sp. n. (Nematoda:
Steinernematidae), a new entomopathogenic nematode from Japan. Nematology, 8: 681 —
680.

Poinar GO Jr (1967) Results and discussion. En Steinernema carpocapsae (Weiser, 1955)
(Nematoda: Rhabditida) — new species for entomopathogenic fauna of Bulgaria. Shishiniova
M, Budurova L, Gradinarov D (Editores) Experimental Pathology and Parasitology, 1: 30 —
35.

Ingenieria Agroindustrial CA Biotecnologia Agroalimentaria



ICAP-UAEH 86
Poinar GO Jr (1990) Taxonomy and biology of Steinernematidae and Heterhabditidae. En

Entomopathogenic nematodes in biological control. R Gaugler, HK Kaya (Editores) CRC
Press. Boca Raton, Florida, USA. Pp. 23 — 61.

Poinar GO Jr (1993) Citado por Stock SP (2002) New trends in entomopathogenic nematode
systematics: impact of molecular biology and phylogenetic reconstruction. MEDIMOND Inc,

Department of Plant Pathology, University of Arizona, Tucson, Arizona, USA. Pp. 1 — 2.

Qiu L, Fang Y, Zhou Y, Pang Y y Nguyen KB (2004) Steinernema guangdongense sp. n.
(Nematoda: Steinernematidae), a new entomopathogenic nematode from southern China

with a note on S. serratum (nomen nudum). Zootaxa, 704: 1 — 20.

Reyes-Hernandez MA (2003) Patogenicidad de nematodos entomopatégenos (Nematoda:
Steinernematidae, Heterirhabditidae) en larvas y pupas de mosca de la fruta Anastrepha
ludens Loew (Diptera: Tephritidae). Tesis de maestria. Universidad de Colima. Tecoman,

Colima, México.

Rodriguez M (2001) Citado por Gomez L, Campos R, Sanchez L, Rodriguez MG (2004) Método
rdpido de preparacion de nematodos entomopatdgenos para la observacion en microscopio
optico. (Editores). Proteccion Vegetal, 19: 67 — 68.

Rosa JS, Bonifassi E, Amaral J, Lacey LA, Simoes N y Laumond C (2000) Natural occurrence of
entomopathogenic nematodes (Rhabditida: Steinernema, Heterorhabditis) in the Azores.
Journal of Nematology, 32: 215 — 222.

Rosales ALC y Suérez HZ (1998) Biogeography. En Entomopathogenic nematology. R Gaugler
(Editor) CABI Publishing. Department of Entomology, Rutgers University, New Brunswick,
New Jersey, USA. Pp. 115 — 143.

SAGARPA - Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién (2007)
Capitulo 1. Diagnostico del sector agropecuario y pesquero. En Programa Sectorial de
Desarrollo Agropecuario y Pesquero 2007-2012. ISBN 978- 968- 800- 730- 3. Pp. 11 — 14.

Sansour MA y Iraki NM (2000) Biogeography. En Entomopathogenic nematology. R Gaugler

(Editor) CABI Publishing. Department of Entomology, Rutgers University, New Brunswick,
New Jersey, USA. Pp. 115 — 143.

Ingenieria Agroindustrial CA Biotecnologia Agroalimentaria



ICAP-UAEH 87

Salas-Luévano MA (2002) Distribucion natural de nematodos entomopatégenos (Nematoda:

Steinernematidae y Heterorhabditidae) en sistemas agroecolégicos de Zacatecas. Tesis de

Doctorado. Universidad de Colima. Tecoman, Colima, México.

Sambrook J, Fritsch EF y Maniatis T (1989) Sesién no. 5. Electroforesis en Gel de Agarosa. En
Andlisis de la presencia de organismos genéticamente modificados en muestras de
alimentos. Somma M, Querci M (Editores). European Commission, Directorate-General Joint
Research Centre. Organizacion Mundial de la Salud, Oficina Regional para Europa. Pp 1 —
12.

Shapiro-llan DI y Gaugler R (2002) Production technology for entomopathogenic nematodes and
their bacterial symbionts. Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology, 28: 137 — 146.

Shishiniova M, Budurova L y Gradinarov D (1998) Steinernema carpocapsae (Weiser, 1955)
(Nematoda: Rhabditida) — new species for entomopathogenic fauna of Bulgaria.
Experimental Pathology and Parasitology, 1: 30 — 35.

SIAP — Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera. Avance de siembras y cosechas; riego
+ temporal (2008) http://reportes.siap.gob.mx/Agricola_siap/FichaPorEstado.do. Ultimo
acceso 27 de Noviembre de 2008.

Spiridonov  SE, Moens M y Wilson MJ (2007) Fine scale spatial distributions of two

entomopathogenic nematodes in a grassland soil. Applied Soil Ecology, 37: 192 — 201.

Steiner G (1923) Capitulo 5. Estudio taxonémico de los neméatodos entomopatégenos. En Los
nematodos entomopatdgenos (Rhabditida: Steinernematidae y Heterorhabditidae) presentes
en Catalufia y su utilizacion para el control biolégico de insectos. Garcia-del Pino F (Editor).
Tesis de doctorado. Universidad Autbnoma de Barcelona. Catalufia, Espafa. Pp. 132 — 161.

Steiner WA (1996) Citado por Mracek Z, Becvar S, Kindlmann P, Jersakova J (2005) Habitat
preference for entomopathogenic nematodes, their insect host and new faunistic records for
the Czech Republic. Biological Control, 34: 27 — 37.

Stevenson LA, Gasser RB y Chilton NB (1996) Capitulo 4. Identification of parasitic nematodes and
study of genetic variability using PCR approaches. En Parasitic nematodes; molecular
biology, biochemistry and immunology. Kennedy MW, Harnett W (Editores). CABI Publishing,
New York, USA. Pp. 53 — 82.

Ingenieria Agroindustrial CA Biotecnologia Agroalimentaria



ICAP-UAEH 88
Stock SP (1992) Las plagas agricolas: Alternativas para su control. Anales de la Sociedad Rural
Argentina, 13/14, 74 — 79.

Stock SP (1995) Natural populations of entomopathogenic nematodes in the pampean region of
Argentina. Nematropica, 25: 143 — 148.

Stock SP y Gress JC (2006) Diversity and phylogenetic relationships of entomopathogenic
nematodes (Steinernematidae and Heterorhabditidae) from the Sky Islands of southern

Arizona. Journal of Invertebrate Pathology, 92: 66 — 72.

Stock SP y Hunt DJ (2005) Parte I. Nematode morphology and taxonomy: morphology and
systematics of nematodes used in biocontrol. En Nematodes as Biocontrol Agents. Grewal
PS, Ehlers RU, Shapiro-llan DI (Editores). CABI Publishing, USA. Pp. 3 — 40.

Stock SP, Somsook V y Reid AP (1998) Steinernema siamkayai n. sp. (Rhabditida:
Steinernematidae), an entomopathogenic nematode from Thaily. Sistematic Parasitology, 41:
105 -113.

Sturhan D y Mracek Z (2000) Comparison of the Galleria baiting technique and a direct extraction
method for recovering Steinernema (Nematoda: Rhabditida) infective stage juveniles from
soil. Folia Parasitologica, 47: 315 — 318.

Szalanski AL, Taylor DB, Mullin PG (2000) Assessing nuclear and mitocondrial DNA sequence
variation withing Steinernema (Rhabditida: Steinernematidae). Journal of Nematology, 32:
229 — 233.

Tilman D, Cassman KG, Matson PA, Naylor R y Polasky S (2002) Parte |. Servicios ambientales y
agricultura. En El estado Mundial de la Agricultura y la Alimentacién. FAO. ISSN 0251-137.1.
Pp. 13 - 14.

Torres-Sanchez E, Cardenas-Cota HM y De la Torre-Martinez Ma.M (2004) Seccion Il. Biocontrol
de plagas agricolas y enfermedades de las plantas. En Fundamentos y casos exitosos de la
biotecnologia moderna. Bolivar-Zapata FG (Editor). El colegio nacional, México. Pp. 505 —
526.

Travassos L (1927) Capitulo 5. Estudio taxonémico de los nematodos entomopatdgenos. En Los

nematodos entomopatdgenos (Rhabditida: Steinernematidae y Heterorhabditidae) presentes

Ingenieria Agroindustrial CA Biotecnologia Agroalimentaria



| e
;:B ICAP-UAEH 89

en Catalufia y su utilizacion para el control biolégico de insectos. Garcia-del Pino F (Editor).

Tesis de doctorado. Universidad Autonoma de Barcelona. Catalufia, Espafia. Pp. 132 — 161.

Waturu CN (1998) Biogeography. En Entomopathogenic nematology. R Gaugler (Editor) CABI
Publishing. Department of Entomology, Rutgers University, New Brunswick, New Jersey,
USA. Pp. 115 — 143.

Weiser J (1955) Results and discussion. En Steinernema carpocapsae (Weiser, 1955) (Nematoda:
Rhabditida) — new species for entomopathogenic fauna of Bulgaria. Shishiniova M, Budurova

L, Gradinarov D (Editores) Experimental Pathology and Parasitology, 1: 30 — 35.

Westermeier R (1997) Sesion no. 5. Electroforesis en Gel de Agarosa. En Analisis de la presencia
de organismos genéticamente modificados en muestras de alimentos. Somma M, Querci M
(Editores). European Commission, Directorate-General Joint Research Centre. Organizacion

Mundial de la Salud, Oficina Regional para Europa. Pp. 1 — 12.

White GF. (1927). A method for obtaining infective nematode larvae from cultures. Science, 66: 302
—303.

Woodring JL, Kaya HK (1988) Steinernematid and Heterorhabditid Nematodes: a handbook of

techniques. South Coop. Ser Bull. Arkansas Agric. Experimental Station. Fayetteville.
Wright DJ y Perry RN (2002) Physiology and Biochemistry. En Entomopathogenic nematology. R

Gaugler (Editor) CABI Publishing. Department of Entomolog, Rulgers University, New
Brunswick, New Jersey, USA. Pp. 145 — 168.

Ingenieria Agroindustrial CA Biotecnologia Agroalimentaria





