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1.INTRODUCCION

El nardo (Polianthes tuberosa L.) es una herbacea perenne perteneciente a la familia
Agavaceae (Dole y Wilkins 2005). Es una planta ornamental bulbosa originaria de

México que fue dispersada alrededor del mundo en el siglo XVI Gonzélez et al.
(2012). Ha ganado popularidad como flor de corte en varios paises y se cultiva
comercialmente en Kenia, Iradn, India y México para exportar a paises como Estados

Unidos, Europa y Japon (Hassanpour et al., 2011) (Murrithi et al., 2011).

En México la mayor produccion de nardo se concentra en los estados de Morelos,
Guerrero, Veracruz y Puebla SIAP (2019). Asi mismo, los nardos pueden verse
afectados por diferentes plagas: como los pulgones, mosca blanca y la arafia roja

entre ellas destacando el picudo del nardo (Scyphophorus acupunctatus).

Para el control de Scyphophorus acupunctatus se han empleado diversos productos
guimicos que pueden ser dafinos tanto para la planta como para el humano, una
alternativa es el control biologico, el cual consiste en el uso de enemigos naturales
para el control de plagas; entre estos organismos se pueden encontrar: parasitoides,
depredadores, hongos, bacterias, virus y nematodos. Dentro de los agentes de
control microbiol6gico se destacan los nematodos entomopatdégenos, estos son
organismos parasitos obligados de insectos, sus estadios juveniles parasitan a sus
hospederos, penetrando directamente la cuticula o a través de aperturas naturales
como boca, ano y espiraculos; tienen una relacion mutualista con bacterias de los
géneros Xenorhabdus, Photorhabdus y Serratia, que se introducen junto con el
parasito y se multiplican rapidamente matando al hospedero de 24 a 48 horas
(Boemare, 2002).

En México los nematodos que se emplean como control bioldgico, la gran mayoria
de especies disponibles en el mercado provienen de EE. UU, como lo son
Heterorhabditis bacteriophora, Heterorhabditis indica, Steinernema carpocapsae,
asi mismo, la introduccién de especies “exdticas” podria afectar a distribucion de

especies nativas, ya que estas podrian desplazar a especies locales (Nicholls,



2008). A pesar de su importancia de los nematodos como control bioldgico, existen
pocos trabajos de aislamiento e identificacion de especies en Morelos, asi mismo,
identificar especies nativas, nos permitird ampliar el nimero de alternativas como
agentes de control biolégico. En el presente proyecto se realizé el aislamiento e
identificacion de nematodos entomopatdgenos en suelos de cultivos de nardo del
estado de Morelos. Asi mismo, se evalué su patogenicidad (capacidad de un
microorganismo de causar una enfermedad) y virulencia (grado en que un patégeno

puede causar una enfermedad) sobre larvas de ultimo estadio de Tenebrio mollitor.



2. ANTECEDENTES

2.1 Cultivos de nardo (Polianthes tuberosal.)
Polianthes (familia Agavaceae) o comunmente conocida como nardo, es nativo de

México y se cultiva en muchos paises por su agradable fragancia que le da una
importancia ornamental y en la industria de la perfumeria, suele multiplicarse por
medio de tubérculos y crece hasta alcanzar unos 90 cm de altura, tiene un ciclo
perene y florece desde verano hasta principios de otofio (Bharti et al., 2016). De
acuerdo al servicio de informacion agroalimentaria y pesquera (SIAP) su produccion
en el pais se encuentra en los estados de Guerrero, Oaxaca, Puebla, Veracruz y
Morelos. Asi mismo, en 2010 la superficie sembrada y cosechada del cultivo
convencional de nardo en México fue de 266.00 hectareas y para el afio 2019 esta
superficie de siembray cosecha fue en aumento con 335.85 hectareas, lo cual indica

la produccién de este cultivo va en aumento debido a su demanda (SIAP, 2019).

Siendo que esta planta tiene un alto potencial ornamental, tanto como flor de corte
como en la industria de la perfumeria, son necesarias medidas urgentes de
conservacion de sus especies, ya que, la reproduccion del nardo se realiza a través
de la seleccién o division de bulbos. Teniendo como principal plaga de importancia

al picudo del nardo (Arroyo et al., 2010).

2.2 Picudo del Nardo (Scyphophorus acupunctatus)

Scyphophorus acupunctatus es una plaga severa del nardo (P. tuberosa), la larva
se alimenta del bulbo causando grandes dafios a los cultivos Camino et al. (2002).
Uno de los principales problemas para el manejo de este insecto es que todo su
ciclo biolégico lo realiza en el interior de la planta, es decir, es de tipo criptico. El
combate de los picudos se dificulta debido a distintos factores, ya que, los adultos
machos producen una feromona que atrae a las hembras, una vez fecundadas, las
hembras depositan sus huevecillos en un orificio que cavan en el bulbo de la planta;

la nueva generacion de adultos emerge después de aproximadamente 135 dias



(Solis-Aguilar et al., 2001).

Para el control de esta plaga se han elaborado y aplicado de manera desordenada
sustancias quimicas, sin embargo, se considera que la aplicacion sistematica de
estas sustancias origina dafios notables en el ambiente, la salud humana y el
desarrollo de resistencia de plagas, siendo asi una alternativa el control biol6gico

con nematodos entomopatogenos (Gonzales y Bernal, 2000).

Los nematodos entomopatdégenos (NEP) podrian ser una alternativa para reducir las
poblaciones de larvas y pupas, ya que varios aspectos de su ciclo de vida los hacen
candidatos ideales para el control de los picudos. Los NEP han sido utilizados
exitosamente para el control de especies relacionadas, incluyendo el picudo de los
citricos (Diaprepes abbreviatus), picudo del nogal (Curculio caryae), picudo negro
de la vida (Otiorhynchus sulcatus) (Grewal et al., 2005) y picudo grande del pino

(Hylobius abietis) (Dillon et al., 2006), entre otros.
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Figura 1. Ciclo de vida del picudo del nardo (Scyphophorus acupunctatus).



2.3 Nematodos entomopatdégenos

Los nematodos entomopatégenos son agentes potenciales para control de plagas,
pertenecen al Phylum Nematoda, de la clase Secernentea, del orden Rhabditida.
Son organismos que han evolucionado a solo infectar insectos, teniendo un amplio
rango de hospederos. Se caracterizan por ser denominados comunmente como
gusanos redondos o cilindricos, son multicelulares, semitransparentes, no
segmentados, anillados superficialmente y con simetria bilateral (Kaya y Stock,
1997).

Se consideran ocho familias de nematodos para el control biologico de insectos,
estas son: Tetradonematidae, Mermithidae, Allantonematidae, Neotylenchidae,
Sphaerularidae, Aphelenchidae, Heterorhabditidae y Steinernematidae, siendo las
dos ultimas las méas estudiadas como posibles agentes de control biolégico (De Ley
y Blaxter 2002). Las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae son parasitos
obligados de un gran nimero de especies de insectos (Poinar, 1979), y pueden
parasitar cada uno de los estadios (larva, prepupa, pupa y adulto) de los insectos
hospederos Kaya y Hara (1981) y son seguros para plantas y mamiferos debido a
gue son especificos para insectos, lo que les confiere una caracteristica importante
para ser utilizados dentro del control biolégico de insectos plagas (Gaugler y Kaya,
1990).

2.4 Morfologia de los nematodos entomopatdégenos

Los nematodos entomopatdgenos son organismos microscépicos que pueden medir
de 0.1 mm a 2 mm, presentan un cuerpo cilindrico no segmentado, referido como
gusanos redondos. Cuentan con sistema excretor, nervioso, digestivo, reproductivo
y muscular, carecen de sistema circulatorio y respiratorio. En la parte apical
(apertura oral) se localiza el tracto alimenticio constituido por cavidad oral o estoma,
esofago, en la parte media se localiza el intestino y en algunas especies las gonadas

femeninas; en la parte posterior se localiza en recto y el ano.

Son organismos dioicos que presentan dimorfismo sexual y hay especies

hermafroditas, con frecuencia el macho tiene un extremo posterior curvado o
5



helicoidal con espiculas compilatorias y e(n algunas especies una bolsa caudal
denominada bursa, asi mismo, el extremo anterior del adulto puede tener ganchillos
orales, dientes o placas en la capsula bucal que sirven para la unién a tejidos;
también pueden presentar pequefias proyecciones de la superficie corporal
conocidas como cerdas o papilas, que se cree que son de naturaleza sensitiva, las
cuales se denominan anfidios, fasmidios o deiridios segun la porcion del cuerpo

donde se localicen y son de importancia taxonémica (Poinar , 1979).

\\\
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Figura 2. Esquema de la morfologia general de un nematodo macho y de una hembra (Tomado
de Navone et al., 2017).

2.5 Ciclo de vida de los nematodos entomopatdogenos

El ciclo de vida de los nematodos entomopatdgenos es huevo y cuatro estadios
juveniles, los estadios 1, 2 y 4 viven dentro del hospedero) y la etapa adulta Picoaga
et al., (2007). El tercer estadio juvenil es el infectivo (J3), es la Unica fase del ciclo
bioldgico del nematodo que se encuentra fuera del insecto; este estadio infectivo
transporta la bacteria simbionte en su intestino, y es el encargado de sobrevivir en

el medio hasta que localizar un hospedero (Poinar Jr 1993).



El ciclo infectivo de los NEP para su reproduccién comienza con el tercer estadio
juvenil que es el infectivo (J3) y tiene la capacidad de salir fuera del hospedero, este

presenta dos diferentes estrategias para localizar a sus hospedadores.

1) Cazador: se caracterizan por ser muy moviles y responder activamente a
estimulos fisicos y quimicos; ademas, se encuentran adaptados a parasitar
especies subterraneas y sedentarias, asi mismo, se ha observado que estos
nematodos poseen la capacidad de orientar sus movimientos hacia los
hospedadores, en primer lugar, recopilando informacion de los recursos
disponibles, para luego realizar una busqueda mas localizada y restringidas
(Campbell y Gaugler 1993).

2) Acechador: suelen levantar su cuerpo del sustrato (excepto la porcion
posterior) y lo ondulan moviéndose de lado a lado, esto favorece la unién a
sus hospederos, permitiendo que el nematodo pueda subirse mas facilmente

sobre el insecto que pasa (Campbell y Gaugler 1993).

Una vez localizado el hospedero el J3 ingresan a través de las aberturas naturales
(boca, ano y espiraculos) una vez dentro este regurgita o defeca la bacteria en la
hemolinfa del insecto, donde la bacteria prolifera en el cuerpo del insecto y alcanza
altas densidades, en este punto produce diversos compuestos antimicrobianos que
suprimen el crecimiento de microorganismos antagonicos creando asi un ambiente
favorable para la reproduccion y desarrollo, asi mismo estos se alimentan de la
biomasa bacteriana y de los tejidos del insecto metabolizados por la bacteria
(Koppenhofer y Fuzy 2006). Los nematodos entomopatégenos contindan su
reproduccion hasta que la reserva de alimento que proporciona el hospedero es
insuficiente para continuar con un nuevo ciclo (el J3 adquiere la bacteria simbionte

alimentandose de los tejidos del cadaver del insecto) (Stock 2015).
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Figura 3. Ciclo de vida de los nematodos entomopatdégenos (Tomado de Grewal y
Georgis,1999).

Nota: (figura 3) observamos el ciclo vida de los nematodos entomopatdégenos que se lleva a cabo
dentro del hospedero, el cual comienza por huevo, cuatro estadios juveniles y el adulto. El estadio
J3 es el tnico que puede estar fuera del hospedero y al encontrar un insecto ingresa por aberturas
naturales, una vez dentro estos pueden tener de 2 a 3 generaciones.

2.6 Asociacion nematodo-bacteria

Los nematodos entomopatégenos de las familias Steinernematidae vy
Heterorhabditidae estan asociados simbiéticamente con bacterias de los géneros
Xenorhabdus y Photorhabdus, respectivamente. Las bacterias se localizan en un
receptaculo presente en la unién entre el esdfago y el intestino, conocida como
vesicula en el caso de los steinernematidos, o en el lumen del intestino en
heterorhabditidos (Fig. 4) ( Dunphy y Thurston 1990).



Figura 4. Bacterias dentro del nematodos entomopatdégenos. A) Photorhabdus
luminescens colonizando el intestino del nematodo entomopatégeno H. bacteriophora
B) Vesicula de nematodo entomopatdégeno S. carpocapsae colonizado por Xenorhabdus

nematophila (Ciche et al., 2006).

Una vez que este se encuentra en el interior del hospedero este puede liberar a la
bacteria por regurgitacion o defecar las bacterias, asi mismo, estas reprimen el
sistema inmunitario del insecto, inhibiendo la accién de enzimas antibacterianas,
permitiendo su rapida multiplicacién, produciendo la bacteria antibidticos que
inhiben el crecimiento de otros microorganismos en el cadaver del insecto
estableciendo un cultivo monoxénico causando la muerte del huésped.
Posteriormente los nematodos se desarrollan y reproducen dentro del cadaver del
insecto alimentandose de los tejidos degradados por la bacteria (Poinar Jr et al.,
1980).

La relacién entre el nematodo y la bacteria se enmarca en una clasica relacion
mutualista, ya que el nematodo provee a la bacteria proteccion contra el medio
ambiente externo y también le da proteccién contra la respuesta inmunoldgica del
hospedero. Asi mismo, el nematodo es un medio de transporte para la bacteria y la
contribucion de la bacteria en esta asociacion es la de proveer nutrientes al
nematodo (Akhurst 1982).

2.8 Aislamientos e identificacion de nematodos entomopatdgenos
en México

Delgado, 2015 Aislo e identifico dos especies de nematodos entomopatdégenos

(Steinernema websteri y Steinernema carpocapsae) en campos cultivados con

agave para el control de Scyphophorus acupunctatus. La eficacia de control de las
9



cepas fue determinada con larvas de S. acupunctatus expuestas a concentraciones
de 100, 500 y 1000 juveniles infectivos (J3), donde las concentraciones que
causaron las mayores mortalidades fueron 500 y 1000 J3 por larva en un rango que
vari6 de 85 a 100% de mortalidad bajo condiciones de laboratorio. Las
Concentraciones Letales medias (CL50) fueron de 168 J3 para S. websteriy 147 J3
de S. carpocapsae. Este estudio presenta el primer reporte de una cepa nativa de
S. websteri en México, la cual es propuesta como agente de control biolégico contra

S. acupunctatus.

Villanueva et al., 2019 Report6 por primera vez la presencia de Steinernema
texanum y Heterorhabditis atacamensis en suelos cultivados con nopal verdura en
Milpa Alta, México, representando una herramienta biologica y potencial para el
manejo de plagas en la zona. Romero et al., 2020 reportan una alta incidencia de
nematodos del género Steinernema en suelos de cafla de azlcar, similar a
(Vidaurre, Rodriguez y Uribe 2020) que encontraron presencia del género en 19 de

20 muestras positivas, siendo el género Heterorhabditis el menos abundante.

Sin embargo, debido a que no todos los registros de aislamientos llegan hasta nivel
de especie en el siguiente cuadro se mostraran algunos aislamientos en México y
solo se hara énfasis en los registros hasta nivel taxondmico de especie y lugar de

donde fueron aislados (Tabla 1).

Tabla 1. Especies de nematodos entomopatégenos aislados en México.

Especies Sustrato Lugar Autor y afio
Hetororhabditide indica Suelo Tabasco (Adams, 2003)

Suelo Veracruz (Grifaldo et al., 2019)

Suelo Morelos (Bruno et al., 2020)

Hetororhabditide atacamensis Suelo = Guanajuato (Bruno et al., 2020)
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Hetororhabditide bacteriophora

Hetororhabditide mexica
Steinernema riobrave

Steinernema feltiae

Steinernema carpocapsae

Steinernema ralatorei
Steinernema bicornutum

Steinernema diaprepesi

Rhabditis blumi

Pristionchus americanus

Suelo

Suelo
Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Zacatecas
Guanajuato
Morelos

Tamaulipas
Veracruz

Oaxaca

Oaxaca
Hidalgo

Veracruz

Colima

Sinaloa

Querétaro

3. JUSTIFICACION

Scyphophorus acupunctatus (Picudo del Nardo) es la principal plaga que causa

(Bruno et al., 2020)
(Villanueva et al.,2017)

(Nguyen et al., 2004)
(Bruno et al.,2020)
(Ruiz et al.,2003)

(Aquino et al.,2006)

(Grifaldo et al.,2017)
(Grifaldo et al.,2019)

(Molina et al.,2009)
(Leyva et al.,2018)

(Montoya, 2012)

dafios en los cultivos de Nardo, Agave, Aloes y Yucas en Morelos, ya que, su

reproduccion y ovoposicion ocurren en los bulbos causando dafio mecéanico y

facilitando la entrada de microorganismos oportunistas que descomponen el tejido

de la planta. Uno de los principales problemas para el manejo de este insecto es

gue todo su ciclo biolégico lo realiza en el interior de la planta, es decir, es de tipo

criptico, a pesar de que estas condiciones complican el manejo de la plaga, también
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proporcionan condiciones para la utilizacion de nematodos entomopatdgenos para
su control que han sido utilizados exitosamente contra varias especies de picudos,
asi mismo, los nematodos entomopatdégenos se podrian aplicar para reducir las

poblaciones de larvas, pupas y adultos.

La mayoria de las especies de nematodos entomopatdgenos disponibles en el
mercado mexicano pertenecen a las familias Heterorhabditidae y Steinernematidae,
destacando especies como Heterorhabditis bacteriophora, Heterorhabditis indica y
Steinernema carpocapsae. Sin embargo, resulta fundamental aislar y estudiar
especies nativas que puedan contribuir al control biolégico de plagas en cultivos de
interés regional. Esto no solo enriquecera el conocimiento y la diversidad de
nematodos entomopatdogenos en México, sino que también abrird nuevas
oportunidades para desarrollar estrategias de manejo integrado de plagas
adaptadas al contexto local. En este sentido, el presente trabajo resalta la
importancia del cultivo de nardo, uno de los principales cultivos de flores de corte en

Morelos, como modelo para estos estudios.

4. HIPOTESIS

Los aislados de nematodos entomopatdgenos colectados de suelo y en larvas de
Scyphophorus acupunctatus, presentan diferencias en patogenicidad y virulencia

sobre larvas de Tenebrio molitor.

5.0BJETIVOS

5.1 Objetivo general
Determinar la identidad de los aislados de nematodos entomopatdégenos obtenidos

de suelo y larvas de Scyphophorus acupunctatus y evaluar su patogenicidad y

virulencia sobre larvas de Tenebrio molitor.
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5.2 Objetivos particulares
1. Aislar nematodos entomopatdgenos en suelo y sobre picudo del agave

Scyphophorus acupunctatus en cultivo de nardo en Morelos.

2. ldentificar la identidad de los nematodos entomopatdgenos aislados
mediante técnicas morfométricas y moleculares.

3. Determinar la patogenicidad y virulencia de los nematodos entomopatdégenos

sobre Tenebrio molitor.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Ubicacion del experimento

La investigacion se llevd a cabo en dos etapas: campo y en laboratorio.

Etapa de campo: se realizé en los municipios de Cuautla (18.9223415, -99.0163234)
y Tepalcingo (18.5815235, 98.8164981) del estado Morelos dedicados al cultivo de

nardo en las cuales se tomaron muestras de suelo en las localidades.

Etapa de laboratorio: se realizé en la Universidad Autonoma del Estado de Morelos
(UAEM), en el laboratorio de Control Biologico del Centro de Investigacion en

Biotecnologia (CEIB) ubicado en campus Chamilpa.

6.2 Colecta de las muestras

Muestras de suelo: En los municipios de Cuautla y Tepalcingo, Morelos, se ubicaron
cinco sitios de muestreo estratégicos (Fig. 5). La toma de muestra se realizé de
forma manual con ayuda de una pala a una profundidad de 10 a 20 cm, recolectando
un 1 kg de suelo por punto. Cada muestra se resguardo en bolsas y se etiquetaron

con los datos correspondientes al area donde se realizo.
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M1, Superior zquierda M1. Superior iz quierda M3, Superior derecha

O

M2. inferior izquierda
M3. Superior derecha

MS. Centro

M4, Inferior derecha

M. inferjor izquierda M4 inferior derecha

Figura 5. A) Suelo de nardo que afio con afio se siembre carretera Cuautla, B) Cultivo de
nardo Tepalcingo Mor..

Coleccion de larvas de picudo de nardo: En el municipio de Tepalcingo Morelos se
colectaron larvas que presentaron signos de infeccién (cambio de coloracién o
flacidez) directamente de los bulbos del nardo los cuales se obtuvieron tomando
plantas que presentaran signos de infeccion por el picudo como cambio de
coloraciéon, deformacion, marchitamiento, perforaciones en lavase de las hojas o

desprendimiento facil.

Figura 6. Bulbo de nardo infectado por una larva de Scyphophorus acupunctatus.
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6.3 Aislamiento de nematodos entomopatégenos

De cada muestra de suelo se tomaron 300g y se colocaron de manera individual en
botes de plastico de capacidad de 1L donde el suelo de cada muestra se
homogenizo para desmoronar cepellones compactados y eliminar rocas que
pudieran dafiar al insecto cebo. El suelo se humedecio con agua destilada estéril

procurando que la humedad quedara uniforme en todo el sustrato.

Se introdujeron 10 larvas de 5° y 6° estadio Galleria mellonella como insecto cebo
en cada bote etiquetando con la informacion correspondiente de cada muestra, este
se volteo de arriba hacia abajo todos los dias durante 10 dias con la finalidad de
que las larvas se movilizaran, para facilitar la infeccibn por los nematodos
entomopatdégenos presentes en el suelo, manteniéndose a temperatura ambiente

aproximadamente de 27°C durante diez dias (Sturhan et al., 2005).

Posteriormente a este periodo, se extrajeron las larvas de G. mellonella que
presentaron signos de infeccién (larvas flacidas y que se tornan de color amarillo o

rojo) que fueron revisadas con ayuda de un microscopio estereoscépico.

Se realizaron los postulados de Koch para verificar que los nematodos eran
patdogenos, las larvas cuya infeccion fue ocasionada por nematodos
entomopatdégenos se colocaron en trampas White previamente desinfectadas
(Figura 7) (White, 1927). Por ultimo, para su almacenamiento se colocaron en
frascos de cultivo de tejido (Corning) con un volumen de 250 mL en condiciones de

laboratorio.

Figura 7. En las siguientes imagenes se muestran larvas de Galleria mellonella
infectadas por nematodos entomopatdgenos.
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6.4 Propagacion y conservacion de los nematodos

entomopatdgenos
Con la finalidad de mantener las diferentes cepas aisladas, estas se propagaron y

conservaron de la siguiente manera:

Se utilizaron cajas Petri (60x15mm) con un disco de papel filtro Whatman
humedecido con agua destilada estéril. Sobre el papel se colocé una larva de G.
mellonella, y se agregd 1000 uL de la suspension de juveniles infectivos (J3) de las

cepas aisladas.

Después de 14 dias, las larvas se pasaron a trampa White, para la colecta de
nematodos de cada aislado se tomaron con ayuda de una micro pipeta y se
depositaran en frascos para cultivo de células Corning ® Flash de 50 mL. Los
frascos se colocaron en una incubadora a una temperatura de 12+1 °C. En estas

condiciones los nematodos pueden mantenerse viables alrededor de dos meses.

6.5 Bioensayos de patogenicidad

6.5.1 Cuantificacion de juveniles infectivos (J3)

Para las cuantificaciones se tomaron 100 pyL de J3 recién emergidos de larvas
infectadas, se colocaron en una caja Petri, bajo un microscopio estereoscopico y se
contd el nUmero de nematodos presentes en la alicuota. Esto se repitié cinco veces
para finalmente obtener un promedio de acuerdo a la férmula siguiente (Woodring y
Kaya, 1988):

A=D x C /B En donde:

A: Suspension madre

B: Numero de nematodos/mL de la suspension madre
C: Volumen final en mililitros  D:

Concentracion obtenida
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Se hicieron bioensayos de patogenicidad con concentraciones de 60 y 80 juveniles
infectivos, se utilizaron cajas Petri de (60 x 15mm) con un fondo doble de papel filtro
de abertura media, de 60mm de didmetro, donde se colocé una larva de Tenebrio

molitor y se agregaron J3 vivos con 250 pL de agua destilada estéril.

Cada bioensayo estuvo formado por una unidad experimental de 15 larvas de
Tenebrio molitor, con tres repeticiones. Se monitoreo la mortalidad a las 48, 72, 96
y 120 horas, considerando una larva muerta cuando presenta apariencia flacida y
cambio en la coloracién, ademas se verifico la presencia de nematodos con ayuda

de un microscopio estereoscopico (Woodring y Kaya, 1988):

Con el porcentaje de mortalidad y considerando los aislados como tratamientos se

realizd un analisis de varianza y una comparacion multiple de Tukey.

6.6 Bioensayos de virulencia

Para los bioensayos de virulencia se evaluaron concentraciones de 20,40, 60, 80 y
100 juveniles infectivos de cada uno de los aislados, siguiendo la misma
metodologia de los bioensayos de patogenicidad cada unidad experimental estuvo
formada con 15 larvas de Tenebrio molitor con tres repeticiones. Asi mismo, se
estimé la CL50 considerando las concentraciones que obtuvieron mortalidades
entre 10 y 80 %, con estos datos de mortalidad se realizdé un analisis Probit con el

programa Polo Plus.

6.7 ldentificacion Molecular

Para la extraccion de DNA gendémico (gDNA), se utilizaron 4000 nematodos en
estadio juvenil infectivos (J3). Los nematodos se resuspendieron en 300 mL de NaCl
250 mM, EDTA 50mM, SDS 0.5 % y Tris 50 mM pH 8, después se agrego 20 L de
proteinasa K (Thermo Fisher Scientific) y se incubo a 55° C toda la noche,
posteriormente las extracciones de fenol-cloroformo y la precipitacion del DNA se

realizo de acuerdo a Maniatis (1987). La integridad del gDNA se verific6 mediante
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electroforesis, mientras que la concentracion y la pureza se determinaron

espectrofotométricamente.

La region ITS del ADNr de los nematodos entomopatdégenos aislados, se amplifico
mediante PCR utilizando los cebadores TW81 y AB28, los cuales flanquean y
amplifica la region ITS1-5.8S-ITS2 (Joyce et al., 1994). La mezcla de reaccion
consistié en lo siguiente: 2 uL de ADN gendmico (40 ng/uL), 5,0 uL de tampodn de
PCR 10X, 6 pL de MgCl, (25 mM), 1,0 uL de mezcla de dNTP (10 mM de cada
dNTP), 1 yL de cada cebador (10 pmol), 0,5 uL de ADN polimerasa Taq (5 U/uL;
Thermo Fisher Scientific) y agua libre de nucleasas hasta completar un volumen
final de 50 pL. Las condiciones de PCR consistieron en una etapa inicial de
desnaturalizacién a 94 °C durante 5 min, seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion
a 94 °C durante 30 s, alineamiento a 55 °C durante 40 s y extension a 72 °C durante

1 min, con un ciclo final de extensiéon a 72 °C durante 10 min.

El producto amplificado de la region ITS1-5.8S-ITS2 tuvo un tamafio aproximado de
0,6 kb, la banda de DNA del gel de agarosa se cort6é y purificd utilizando el kit
Zymoclean DNA Recovery, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Posteriormente, el producto de PCR se secuencié en la Unidad de Sintesis y
Secuenciacion de ADN del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Las secuencias
de DNA se analizaron y editaron utilizando el software BioEdit. Posteriormente, las
secuencias se alinearon con las secuencias disponibles en GenBank mediante el

programa bioinformético BLAST.

El arbol filogenético se construyd utilizando el método de union de vecinos
(neighbor-joining, NJ); las distancias genéticas se calcularon mediante el modelo de
dos parametros de Kimura, segun lo implementado en el software MEGA 11. La
topologia del arbol se evaluo utilizando 1.000 réplicas de bootstrap. La secuencia

de Caenorhabditis elegans AS, se utiliz6 como grupo externo.

6.8 Identificacion morfométrica
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6.8.1 Fijacion de nematodos entomopatdégenos para su identificacién
morfoldgica

Se utilizaron cajas Petri (60x15mm) con un disco de papel filtro Whatman del N° 1
humedecido con agua destilada estéril. Sobre el papel se colocé una larva de
Tenebrio mollitor, y se agregdé 1000 pL de la suspension de J3 de la cepa aislada,
una vez que la larva present6 signos de infeccion, esta se diseccion6 para obtener

machos y hembras de nematodos entomopatdgenos.

Posteriormente, cada adulto se coloco en una caja Petri de vidrio con NaCl 0.75% y
se agregd formol salino al 4% caliente, esto ayudd a que el nematodo quedara
completamente extendido, lo que facilitd su observacién en diferentes angulos;
posterior a esto se realizé el aclaramiento de los nematodos mediante evaporacion
gradual glicerina-agua destilada, en la proporcién de 1:20, 1:15, 1:10, 1:5, 1:1 en

una plancha de calentamiento (Caspeta, 2010).

Finalmente, la toma de medidas se llevo a cabo con la ayuda de un microscopio
compuesto equipado con ocular micrométrico de acuerdo a lo propuesto por
(Nguyen y Smart, 1996).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Nematodos entomopatdgenos aislados de las parcelas de
estudio
En la siguiente tabla se muestra los aislados de nematodos entomopatdégenos
representados con diferentes nomenclaturas, seguido del lugar en donde se aislaron
y el hospedero. La cepa PCH9 se utilizé como control la cual fue aislada de un adulto

de S. acupunctatus.

Tabla 2. Aislados de nematodos entomopatdgenos.

Aislado Lugar Hospedero ‘
TG1  Tepalcingo, Mor.  Larvade G. mellonella
T4 Tepalcingo, Mor. Larva de G. mellonella
L1 Tepalcingo, Mor. Larva de S. acupunctatus
L3 Tepalcingo, Mor. Larva de S. acupunctatus
L5 Tepalcingo, Mor. Larva de S. acupunctatus
CGM Cuautla, Mor. Larva de G. mellonella
PCH9 Cuautla, Mor. Adulto de S. acupunctatus

Nota: los hospederos de Galleria mellonella son insectos cebos de donde se realizé el aislado de
suelo, por otro lado las larvas de S. acupunctatus son larvas que se tomaron directamente de
campo con signos de infeccion.

7.2 identificacion molecular

Las secuencias de DNA de la region ITS1-5.8S-ITS2 de los nematodos entomopatdégenos
aislados en este trabajo, se depositaron en el GenBank, y se compararon con aquellas
secuencias ya presentes en las bases de datos mediante BLAST, los resultados mostraron
que, los seis aislados alinearon con el nematodo Metarhabditis amsactae; en donde los
aislados de Tepalcingo, Mor. (LI, L3, L5, T4y TG1) mostraron una identidad del 100 % con
la cepa CJ6 (ID MT873043), mientras que el aislado de Cuautla, Mor. (CGM) presento una
identidad del 99,86 % con la cepa ASR1 (ID 0Q532995) y del 99,57 % con la cepa CJ6. Se

construy6 un arbol filogenético (Figura 9) utilizando las secuencias de ADN de la regién
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ITS1- 5.8S-ITS2 de los nematodos entomopatdgenos aislados y secuencias obtenidas de
GenBank (NCBI) que representaban tanto otras cepas de Metarhabditis amsactae como otras
especies de nematodos. El arbol filogenético muestra que los nematodos aislados LI, L3, L5,
T4, TG1 y CGM se agrupan con otras cepas de Metarhabditis amsactae; estos resultados
sugieren que nuestros aislados corresponden a Metarhabditis amsactae. En México se han
aislado nematodos del género Metarhabditis, como Metarhabditis rainai, pero es un nematodo
necromeno facultativo y se aisld junto con el entomopatdégeno Heterorhabditis kankabi , pero
no se ha identificado a Metarhabditis amsactae, por lo cual, este es el primer reporte del

nematodo entomopatégeno Metarhabditis amsactae en México.

Pz543841 Melarhabditi's amsactae RBR1
1+ Metarhabditis amsactae

TGt Metarhabditis amsactae

15 Metarhabditis amsactae

L Metarhabditis amsactae

L Metarhabditis amsactae

uTET044 Mefarhabditis amsactae C116

pY

b3

o0saaees Metarhabditis amsacise ASR2

oQ532995 Metarhabdiis amsactas ASRY

B uT452411 2 Metarhabditis amsactae DVO-SL1

com Metarhabditis amsactae

Q121430 Mefarhabditis blumy

ol }o017487 Phasmarhabdiis sp. BAR

L Kx267675 Phasmarhabdis papilosa SA4
roo | MW228450 Metarhabdibs costai CSS0
| PX108426 Metarhabdiis costal CS50_H
- | wGraz1 17 Oscheius mynophius voucher EPNKUG
soo b KT825814 Oscheius microvil NJAU-N19

w1962 Caenarhabdilis elegans AS

Figura 8. Arbol filogenético basado en la secuencia de DNA de la region ITS1  -5.8S-
ITS2 de los nematodos aislados LI, L3, L5, T4, TG1 y CGM (en letras negritas) y secuencias de
otras cepas de Metarhabditis amsactae, asi como de otras especies de nematodos obtenidas de

GenBank. Se incluy6 Caenorhabditis elegans AS como grupo externo. El arbol se construyé

utilizando el método de Neighbor-Joining.
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Este nematodo entomopatdgeno fue aislado por primera vez a partir de larvas de
Amsacta moori (oruga de pelo rojo) recolectadas en Uttar Pradesh, India, y descrito
por Ali et al., (2011) bajo el nombre de Oscheius amsactae. Ese mismo afio, Walter
Sudhaus lo transfiri6 al género Metarhabditis. Los primeros aislamientos
caracterizados molecularmente provinieron de suelos en India y Pakistan; en estos
trabajos iniciales, Nguyen et al., (2011) realizaron andlisis filogenéticos de las
regiones del ADNr (especialmente las subunidades 18S, 28S y la region ITS),
demostrando la pertenencia de la especie a dicho género y formalizando su
transferencia a Metarhabditis amsactae. Posteriormente, Bhat et al., (2020)
emplearon analisis filogenéticos mediante Inferencia Bayesiana y Maxima
Verosimilitud, confirmando la relacion de M. amsactae con M. rainai y M. blumi,

ademas de resolver sinonimias en GenBank.

7.3 identificaciéon morfoldgica

Juvenil infectivo: Cuerpo cilindrico, vermiforme, transltcido y flexible en forma de
"U". Presenta un extremo anterior redondeado y una cola posterior afilada que se

estrecha en punta.

Figura 9. Caracteristicas morfologicas de un juvenil infectivo de Metarhabditis amsactae
bajo el microscopio 6ptico, donde a diferencia de un adulto aun no tiene definido sus
organos reproductores, el extremo anterior (cabeza) es romo/redondeada y posee una

cola posterior que se estrecha gradualmente hasta terminar en una punta.
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Machos: Labios redondeados agrupados en pares, posee metastegostoma provisto
de denticulos setosos pequefios, faringe tipica rabditida con un metacorpus
ligeramente ensanchado o fusiforme y un bulbo basal bien desarrollado. Presenta
una cola conica con un apéndice posterior filiforme, largo, robusto y muy
desarrollado, bursa leptodera y abierta, que no cubre el extremo filiforme de la cola,
presenta 8 pares de papilas genitales en la region caudal y espiculas libres, con

manubrium en gancho curvado ventralmente.

Figura 10. Caracteristicas morfolégicas de un adulto macho de Metarhabditis amsactae bajo el
microscopio éptico. A) Vista general de la region anterior, donde se sefala el eséfago (delimitada en
rojo) y la transicién hacia los intestinos. B) Detalle de la region cefélica en el que se identifican los
labios. C) Acercamiento de la porcién posterior del es6fago mostrando el bulbo basal. D) Regién
posterior/caudal que muestra las espiculas. E) Detalle de la extremidad posterior con la localizacion

de las papilas genitales.
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Hembras: posee metastegostoma provisto de denticulos setosos pequefios, y son
ligeramente mas grandes que los machos, faringe tipica rabditida con un
metacorpus ligeramente ensanchado o fusiforme y un bulbo basal bien desarrollado,
vulva ubicada en posicion casi ecuatorial (aproximadamente en la mitad del cuerpo)

y presenta una cola en forma conico-alargada con una punta aguda.

X
_—

Eso6fago

Intestino Vagina

Bulbo basal \f N (’.“
Intestino

Anillo nervioso

* 4
« ¥ \ Huevo
¥ 4

Figura 12. Caracteristicas morfoldgicas de una hembra de Metarhabditis amsactae bajo el
microscopio 6ptico. A) Regién anterior: se aprecian los labios, el es6fago, el bulbo basal y el
anillo nervioso. B) Region media: se identifican el intestino y la presencia de un huevo. C)
Regidén posterior: se sefialan la vagina, el intestino, el ano y la cola.

De acuerdo a las caracteristicas morfométricas de machos y hembras utilizadas para
la identificacion de nematodos, se observaron bajo microscopio compuesto 10
hembras y 10 machos de los 6 aislados y se realizaron mediciones morfométricas,
de largo del cuerpo (L), ancho del cuepo (W), vulva de la hembra (V), espicula del
macho (EP) y gubernaculum del macho (GU). Se calcul6 el valor promedio (um) con
las formulas que se muestran en la (tabla 3) y su desviacion estandar (+) permitiendo

la corroboracion de la especie Metarhabditis amsactae.

Tabla 3. Morfometria de Metarhabditis amsactae.
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L1 N 10

L 923+82 788+40 386+56
W (L/IMBW) 17.9+2.4 16.3+1.9 16.4+1.9
V (V/L*100) 49.8+1.9
EP 39+6.4
GU
L3 L 923+82 16.9+3.4 38456
787440
16.3+1.9
MBW (L/MBW) 17.9+2.4 16.4+1.9
V (V/L*100) 49.2+1.8
EP 38+6.4
GU 18.9+3.4
L5 L 923+82 788+40 385+56
MBW (L/MBW) 17.9+2.4 16.3+1.9 16.4+1.9
V (V/L*100) 49.8+1.9
EP 39+6.4
GU
T4 L 923+82 16.913.4 38654
788440
16.3+1.9
MBW (L/MBW) 17.9+2.4 16.4+1.9
V (V/L*100) 49.8+1.9
EP 39+6.4
GU 18.9+3.4
TG1 L 923+81 788+40 385+55
MBW (L/IMBW) 17.9+2.4 16.3+1.9 16.4+1.9
V (V/L*100) 49.8+1.9
EP 39+6.4
GU
CGM L 921+81 18.913.4 385455
788142
16.4+1.9
MBW (L/MBW) 17.6+2.4 16.4£1.9
V (V/L*100) 48.3+1.8
EP 39+6.4
GU 18.9+3.4

De acuerdo a estudios realizados por Ali et al. (2011) y Asif et al. (2013) en este

estudio se obtuvieron medidas morfologicamente similares de Metarhabditis
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amsactae, no muestrando diferencias importantes con las poblaciones descritas
anteriormente, a diferencia de poblaciones descritas por Shaheen et al. (2011)
Pervez et al. (2012) en la india de Oscheius ciceri y Oscheius hussaini, la variacion
en la morfometria puede atribuirse a diferencias en su origen geografico. En la
siguiente (tabla 4) se muestra las medidas morfométricas del estudio actual en
comparacion con los estudios antes mencionada, donde observamos que nuestros
promedios seguidos de su desviacion estandar, se encuentran dentro de los rangos

de estudios anteriormente realizados.

Tabla 4. Comparacion de rangos de morfometrias en machos de Metarhabditis amsactae.

Estudio actual 787+ 40 164 38+40 18+38
(Ali et al., 2011) 594-804 16.6-19.3 34-39 16-28
(Asif et al., 2013) 638-868 18.1-21.7 33-39 14-20

(Bhat, et al., 2020) 653-999 12.7-20.7 34-49 16-28
(Shaheen et al., 2011) 754-973  19.4-20.8 35-44 19-20
(Pervez et al., 2012) 673-821 18.3-24 24-27 9-10

Tabla 5. Comparacion de rangos de morfometrias en hembras de Metarhabditis amsactae.

Estudio actual 922+ 81 17+£12 49+28
(Ali et al., 2011) 658-786 19.7-22.9 50-5
(Asif et al., 2013) 786-902 19.2-23.5 51-55

(Bhat, et al., 2020) 718-1135  10.9-21.1 46-56
(Shaheen et al., 2011) 964-1018  20.1-22.5 48-59
(Pervez et al., 2012) 1418-1813 18.5-21.2 51-60
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7.4 Bioensayos de patogenicidad

Para la concentracion de 60 J3, se registraron mortalidades superiores al 40 %, en
donde el aislado PCH9 presento6 la menor patogenicidad (48.8 %), mientras que los
aislados L5 y L1 alcanzaron el valor mas alto (64.4 %). Por su parte, al incrementar
la concentracion a 80 J3, la mortalidad supero el 50 %; el aislado PCH9 se mantuvo
como el de menor patogenicidad con un 57.7 %, en tanto que el aislado L5 registro
la mayor efectividad con un 80 %. Los datos detallados de mortalidad para ambas
concentraciones (60 y 80 J3) se presentan en las Tablas 6 y 7, asi como en las

Gréficas 1y 2.

Tabla 6. Mortalidad de larvas Tenebrio mollitor con 60 J3. Se muestra su promedio y desv. estandar.
Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey.

TG1 601 A

T4 57.7+1.53 A

L1 64.4+1.15 A

L3 62.2+0.58 A

L5 64.4+1.53 A

CGM 55.5+0.58 A
PCH9 48.8+0.58 B
70.00
A A A A %

0,00 . A ;
£ 50,00 .
a
£ 4000
3
T 3000
o
o 2000
=

10.00

c
CONTROL TGE1 T4 L1 L3 LG CGM PCHA

TRATAMIENTOS
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Grafica 1. En el eje X se representan los tratamientos correspondientes al grupo control y a los
siete aislados evaluados (TG1, T4, L1, L3, L5, CGM y PCH9), mientras que en el eje Y se muestra
el porcentaje de mortalidad acumulada en un intervalo de 0.00 % a 70.00 %. Las letras situadas
sobre cada barra corresponden a la prueba de comparacion de medias; letras distintas (A, B, C)
indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p < 0.05).

Tabla 7. Mortalidad de larvas Tenebrio mollitor con 80 J3. Se muestra su promedio y desv. estandar.
Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey.

TG1 71.1+1.53 AB
T4 64.4+0.58 AB
L1 77.7£1.53 AB
L3 75.5+1.53 AB
L5 80+1.0 A
CGM2 64.4+1.15 AB
PCH9 57.7+0.58 B
40,00
AB
80.00 5 - AB A
70.00 AR AB
= ko
g B0.00 B
= 50,00
E 40.00
= '30.00
20.00
10.00
C
CONTROL Tz T4 L1 L3 LS CGM PCHS

TRATAMIENTOS

Grafica 2. En el eje X se representan los tratamientos correspondientes al grupo control y a los
siete aislados evaluados (TG1, T4, L1, L3, L5, CGM y PCH9), mientras que en el eje Y se

muestra el porcentaje de mortalidad acumulada en un intervalo de 0.00 % a 90.00 %. Las
letras situadas sobre cada barra corresponden a la prueba de comparacion de medias; letras
distintas

(A, B, C) indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p < 0.05).
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7.3 Bioensayos de virulencia

De acuerdo con los valores de Concentracion Letal Media CL50, el aislado L5
presentd la mayor patogenicidad al registrar la CL50 mas baja con 27 J3/larva
(limites al 95 %: 17.56 — 35.8), seguido estrechamente por L1 con 28 J3/larvay L3
con 30 J3/larva. Por el contrario, el aislado PCH9 demostro la menor virulencia al
requerir CL50 mas elevada (47 J3/larva; limites al 95 %: 32.8 — 65.1), seguido por
CGM con 40 J3/larva.

Tabla 8. CL50 sobre larvas de Tenebrio mollitor de los aislados de NEP con el andlisis Probit,
con sus respectivos intervalos de confianza.

LIMITE 0.95

TRATAMIENTO E,;?.gwa) INFERIOR SUPERIOR
L5 27 17.56 35.8
L1 28 18.5 36.5
L3 30 17.7 39.6
TG1 32 22 41.2
T4 34 20.3 45.5
CGM 40 28.8 51
PCH9 47 32.8 65.1

De acuerdo con Grewal et al., (2005), aunque los nematodos entomopatdgenos
pertenezcan a la misma especie, las tasas de mortalidad que inducen en las larvas
pueden variar sustancialmente debido a factores del nematodo como sus bacterias
simbiontes, el hospedador y el entorno del bioensayo. Por ejemplo, las poblaciones
de una misma especie recolectadas en distintas regiones geograficas presentan
diversidad genotipica, lo que altera su virulencia, capacidad de busqueda y
adaptabilidad ambiental. Asi mismo, la carga bacteriana constituye un factor
determinante, ya que no todos los juveniles infectivos (J3) transportan la misma
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cantidad de bacterias en su tracto digestivo; aquellos con una mayor carga inducen
la septicemia con mayor rapidez. De igual forma, se ha documentado que ciertos
aislados intraspecificos logran penetrar en mayor numero a través de las aberturas
naturales de la larva (boca, ano y espiraculos) durante las primeras horas de
exposicion (Grewal et al.,, 2005). Aunado a la carga bacteriana o la edad, los
aislados difieren significativamente en su virulencia debido a una capacidad
diferencial para secretar proteinas efectoras e inhibidores inmunolégicos que
neutralizan las defensas del hospedador inmediatamente después de la infeccién
(Toubarro et al., 2013).
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8. CONCLUSIONES

1. Se aislaron exitosamente dos cepas de nematodos entomopatégenos en el
estado de Morelos.

2. Los aislados que presentaron los niveles mas altos de virulencia fueron
aquellos obtenidos directamente a partir de larvas infectadas de
Scyphophorus acupunctatus.

3. Mediante la integracion de caracterizaciones morfométricas y moleculares,
se determind una identidad del 100% de los aislados con Metarhabditis
amsactae, constituyendo este trabajo el primer reporte documentado de

dicha especie en México.
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