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Determinacion de patogenicidad de nematodos entomopatdgenos aislados de suelos de cultivos de papa (Solanum tuberosum L.) sobre larvas de polillaguatemalteca (Tecia solanivora)
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INTRODUCCION
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Determinacion de patogenicidad de nematodos entomopatdgenos aislados de suelos de cultivos de papa (Solanum tuberosum L.) sobre larvas de polilla guatemalteca (Tecia solanivora)

OBJETIVOS E HIPOTESIS
Objetivo General

Determinar la patogenicidad de nematodos entomopatogenos aislados de suelos de cultivos de papa (Solanum
tuberosum L.) sobre larvas de polilla guatemalteca (Tecia solanivora).

Objetivos Especificos

I/ \ « Aislar nematodos con potencial entomopatogénico a partir de suelos de cultivos de papa (Solanum
. tuberosum L.).

W{[ * |dentificar molecularmente a los nematodos aislados mediante marcadores ribosomales.

b A7 ™ \
\ i L
- gl °

&, Establecer la mortalidad de larvas de polilla guatemalteca (Tecia solanivora) mediante la aplicacion
de los nematodos identificados.
Hipotesis

Al menos uno de los aislamientos colectados a partir de suelos de cultivos de papa (Solanum tuberosum L.)
presenta potencial entomopatogénico sobre larvas de polilla guatemalteca (Tecia solanivora).
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MATERIALES Y METODOS
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Aislamiento de NEPs del suelo

Localidades de muestras de suelo de la coleccién del area de
Nematologia del DNPV de la EESC-INIAP

CT3 Cotopaxi Latacunga Tanicuchi San Pedro

CT10 Cotopaxi Latacunga Toacaso San Antonio de
Toacaso
CT13 Cotopaxi Latacunga Toacaso Cuicuno Sur
CT15 Cotopaxi Puijili Pujili Isinche
CT23 Cotopaxi Salcedo Santa Ana Santo Domingo
Mch15 Pichincha Mejia Aloasi Anita Lucia
. Santiago de .
Tgll Tungurahua Pillaro Pillaro La Quinta
Puyl4  Tungurahua Banos de Rio Verde El Puyal
Agua Santa

(Bedding & Akhurst,1975; Kaya & Stock, 1997)

Larvas de
G. mellonella
en suelo

. T

Larvas
infectadas

MATERIALES Y METODOS

Trampa White Incubacion
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MATERIALES Y METODOS
Identificacidon molecular

Trampa White Juvenil
infectivo (1)

Amplificacion de

. Extraccion de Cuantificacion por ADN: Subbotin et al. Visualizacion de o s
Secciones de IJ ADN: Subbotin espectrofotometria (2005) y Lulamba & bandas Secuenciacion Analisis BLAST
et al. (2000) Serepa-Dlamini
(2020)
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MATERIALES Y METODOS
ldentificacion molecular — Amplificacion de ADN

Secuencias de los marcadores para analisis PCR de NEPs

Marcador Secuencia del marcador (5'—3°)

Marcadores y regiones amplificadas

F: D2A ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG
ISl £ g5 miS2 Segmento de
18S . 285 expansion D2/D3

R:D3B  TCGGAAGGAACCAGCTACTA

L = =

D3B

o
N
=

F: 18S TTGATTACGTCCCTGCCCTTT
ITS

R: 26S TTTCACTCGCCGTTACTAAGG
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MATERIALES Y METODOS

ldentificacion molecular — Amplificacion de ADN

Componentes y concentraciones para amplificacion

Condiciones para amplificacion de las diferentes regiones

Regiones/ D2/D3 ITS Regiones/ D2/D3 ITS
Componentes Concentracién final Fase T t Ciclos T t  Ciclos
GoTag® Green 1X Desnaturalizacion _ 1 _ 1

Master Mix inicial 94 3 min 94 4 min

Buffer 1x Desnaturalizacion g4 1 min 30 94  1min 35
MgCl, 2 mM Hibridacion 55  30s 30 55 30 s 35
dNTPs 0,25 mM Extension 72 2min 30 72 2min 90

Marcador F 0,6 uM 1,2 uM Extension final 79 7min 1 22 10min 1

Marcador R 0,6 uM 1,2 uM Nota. T: temperatura (°C), t: tiempo
Taq polimerasa 15U

Nota. MgCl,: Cloruro de magnesio, dNTPs: desoxirribonucle6tidos
trifosfatos, yM: micromolar, mM: milimolar, U: unidad de actividad
enziméatica

(Subbotin et al., 2005; Lulamba & Serepa-Dlamini, 2020)
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MATERIALES Y METODOS

Pruebas de patogenicidad in vitro
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T. solanivora
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MATERIALES Y METODOS
Pruebas de patogenicidad in vitro — Analisis estadistico

Disefio factorial 2x8 + 1 completamente al azar (DCA) Factores en estudio
Factor A: Aislamientos de NEPs
yij =u+ 1+ B+ @h)i; + &ijk Factor B: Nimero de NEPs

Esquema del experimento factorial en DCA bajo condiciones de laboratorio .
Tratamientos

CTio | | cri0 || cm3 13 | | cTis | [Mch15] | Tg11 | | cT10 c CT15 | | Tgl1 | [Mchis| | cT1s5 | | €113 | [Puyp14| | CT23 c Interaccion de factores en estudio + control

1000 | [ 500 | {2000 | {2001 ] | 501 | | 501 | {2001 | 501 ® | {2001 ] | 50 | {001 ] 2001 ] | 20015 | {1001 ] | 501 ’

PuyP14| | CT23 | |PuyP14| | CT10 | |PuyP14| [PuyP14| | Tg11 | | CTI3 | |PuyP14 Cr23 | | 71t | [ cTas | | Tgra | | cT13 || g1l | | Tell : .

2000 | [ 500 | [ 501 | [ 501 | | 2001 ] | 50l | [ 500 | [1001 ] |2001 % 501 | (2000 ] | 5010 | [ 20015 | [ 501 | {2001 ] | 01 Unidad eXpe”menta_ll .
una larva de T. solanivora + 250 pL de agua destilada

CTa0 | | CTi5 | | €23 | | €110 | | CT13 | |PuyP24| | €T3 | | CcT13 | | CT13 | | €123 . CT23 || €115 | | CT13 | | €13 | | CT13 | |Mch1s con diferentes concentraciones de NEPs + papel filtro

1001 | [ 2000 | {2001 | [ 2001 | [2001s | | 501 | {2001 | [ S0u | [ 501 | |2001) 1001 | [ 2001 | | 2001 | | 5010 | | 501 | [ 501

en pocillo de 3,6 cm

CT3 | {Mch15| |Mch15| | CT13 | |PuyP14| [Mch15| | CT23 | | CT23 m Tgll | | CTI5 (13 CTi3 | | CT13 | | Tel1

C C
5010 | | 5000 | [ 500 | {2001 | [ 501 | | 1001 ] {20015 | {2001 | [ 501 | | 501 | {2001 | {2001 | ] 501 | [1001)] [ 501 ’ ’
wehts] [ e | [wehss| [ cras | [ ] [ems | [mehas] [emo ] [en ] [en | femo| fems | [ | fewo] [, cns | [ 7ett * Numero de aislamientos: 8
10010 | {2000 | [ 500 | | 500 | [ 501 | [ 50 || 1001] [ 501 | [2001 | [ 501 || 501 ] 50U ® | [ 50 ® | | 20011 ] | 200 e NUmero de NEPs: 2
CT13 | {Mch15| | CT15 | [Mch15| [Mch15| |PuyP14| | CT15 | | CT15 | | Tgl1 | | Tgt1 | [ CT10 | | CT10 | | CT3 | |PuyP14| | CT23 | | CT23 | [PuyP14 « Numero de observaciones: 8
5010 | | 5000 | [.500 | {2001 | [ 500 | [ 501 | {2001 | {2001 | [ 501 | | 5010 ] [ 501 | [2001) | | 1001 ] {1001 | [2001 | | 1001 | 501 « Total de unidades experimentales: 136

CT15 CT3 | {Mch15| | CT23 | | CT10 | |Mch15] | CT10 | | CT23 | |PuyP14| [ CT23 | |PuyP14| | Tgll | | CT15 CT10 | | CT10 (13 Tgll
501 500 | 1000 500 500 | 2000 f 12001 | | 500 f [1001)] [ 501 | [1001)] [ 50U 500 | (2000 12000 | | 501 || 1001

Determinar patogenicidad con ANOVA
PuyP14| |Mch15| [PuyP14( [ CT3 Tgll | |Mch15] [ CT3 CT23 | [PuyP14] | CT10 (T15 (115 (123 (13 Tgll (13 (T13
501 501/ f {20001 ] | 1001 | {20001 | (1001 ) (2000 [ 501 5000 ] 1001 f (501 501) | | 1001 | [ 500 | {20001)] ] 500 | {1000 en R 4 3 2
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Determinacion de patogenicidad de nematodos entomopatdgenos aislados de suelos de cultivos de papa (Solanum tuberosum L.) sobre larvas de polilla guatemalteca (Tecia solanivora)

RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento de NEPs del suelo

Galleria mellonella infectadas por NEPs Trampa White

- ™ e - )
Cambio de coloracion, cadaveres NEPs en suspension de trampa
hinchados (Poinar,1979) White después de siete a 15 dias

’ (Campos-Herrera et al., 2020)

\_ J _

( ) ( )
Resultados después de dos a siete Tamafio microscopico (Singh et al.,
dias (Pérez Campos et al., 2019) 2022)

\_ W, \_
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ldentificacion molecular — Amplificacion de ADN
Region D2/D3

800 p

400 p!

800 p

400 p

RESULTADOS Y DISCUSION

Region ITS

Nota. M: Marcador de bajo peso molecular (Invitrogen Low DNA Mass Ladder), C-: Control
negativo (sin NEP), C+: Control positivo (NEP)

Identificacion de NEPs de suelos agricolas: fragmentos de
800 pb (Horta et al., 2021), 590 pb (de Brida et al., 2017),
614 pb (Lulamba & Serepa-Dlamini, 2020)

_et al., 2021; Lulamba & Serepa-Dlamini, 2020; Vrain et al., 1992)

Nota. M: Marcador de bajo peso molecular (Invitrogen Low DNA Mass Ladder), C-: Control
negativo (sin NEP), C+: Control positivo (NEP)

NEPs aislados de campos agricolas: bandas 900-1000 pb
(Bhat et al., 2021), = 1500 pb (Vrain et al., 1992)
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Determinacion de patogenicidad de nematodos entomopatdgenos aislados de suelos de cultivos de papa (Solanum tuberosum L.) sobre larvas de polilla guatemalteca (Tecia solanivora)

RESULTADOS Y DISCUSION
Identificacidon molecular — Secuenciacién

Porcentajes de cobertura e

Regiéon D2D3 Region ITS
— identidad confiables (Bae et al.,
Aislamiento Especie Cobertura Identidad  Namero de Especie Cobertura Identidad  Numero de 2010)
identificada (%) (%) accesion identificada (%) (%) accesion
CT3 Cruznema sp. 100 99,70 MN108239.1 Cruznema sp. 99 99,74 OR606776.1 »
Segmento de expansion D2D3
Puy14 Oscheius 100 100  MN3go7eg.1 ~ Oscheius 100 99,86  MG742125.1 y region ITS son variables
myriophilus myriophilus (T t al 2023)
arasco et al.,
CT10 Acrobeloides 98 100 DQ145625.1 /\crobeloides 99 99,92  MW667574.1
bodenheimeri bodenheimeri o L .
NEPs con distribucion mundial,
CT13 Cruznema sp. 98 99,83 MN108239.1 Cruznema sp. 98 99,49 OR606776.1 especies en ambientes
Mch15 Cruznema sp. 98 99,47 MN108239.1 Cruznema sp. 98 99,52 OR606776.1 particulares (Hominick, 2002)
CT23 Pristionchus 99 99,72  KT1ssge3.l I nstionchus 100 99,88  MG551682.1
matpas matpast Acrobeloides y Cruznema
Acrobeloides Acrobeloides grupos abundaptes y
CT15 bodenheimeii 99 100 DQ145625.1 bodenheimeri 99 98,58 MWG667574.1 dlStflbUldOS en dlverSOS
ambientes terrestres (Ferris,
Tgll Cruznema sp. 99 100 MN108239.1 Cruznema sp. 98 99,54 OR606776.1 2023; Kim et aI., 2021).

(Bae et al., 2010; Ferris, 2023; Hominick, 2002; Kim et al., 2021; Tarasco et al., 2023)
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Determinacion de patogenicidad de nematodos entomopatdgenos aislados de suelos de cultivos de papa (Solanum tuberosum L.) sobre larvas de polilla guatemalteca (Tecia solanivora)

Pruebas de patogenicidad in vitro

ANOVA para la evaluacién de la mortalidad de Tecia solanivora por dos concentraciones de aislamientos de NEPs

24h 48h 72h 96h

Fuente de |
variabilidad 9

MS p MS p MS p MS P
Aislamiento 7 01328 00109 04007 00284 05882 00103 0,1953 06014
Concentracion 1 00078 06874 0,0703 05224 00703 05649 0,1953 0.3776
Aislamiento: o g /e 95039 02132 02827 01953 04894 03560 02001
Concentracion
Residual 112  0,0480 0,1708 0,2109 0,2489

Nota. gl: grados de libertad, MS: cuadrados medios, p: p-valor

RESULTADOS Y DISCUSION

no existen diferencias
significativas entre los
tratamientos
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Determinacion de patogenicidad de nematodos entomopatdgenos aislados de suelos de cultivos de papa (Solanum tuberosum L.) sobre larvas de polilla guatemalteca (Tecia solanivora)

Pruebas de patogenicidad in vitro

Mo
—_ n
1 1
(%]
[wh]
[wh]
[w1]
[wh]
[w1]
[w1]
(4]
(W]
[wh]
(1]
(1]
lmﬁ
(1]
[w1]

d

Mortalidad de larvas de T. solanivora (%)

Tiempo (h)

Nota. Datos con la misma letra no difieren significativamente

95

0s

ool

aislamiento
CT10
CT13
CT15
. CT23
CT3
Mch15

(Camino et al., 2005; Caro-Arias et al., 2021; Glazer, 2002; Loulou et al., 2023; Marquez, 2021)

A. bodenheimeri
Cruznema sp.
A. bodenheimeri
P. maupasi
Cruznema sp.
Cruznema sp.
O. myriophilus

Cruznema sp.

RESULTADOS Y DISCUSION

NEPs ocasionan muerte del
insecto entre 24 a 72 h (Caro-
Arias et al., 2021)

Mortalidad de 87,5%:
CT15 (50 1J), Acrobeloides
bodenheimeri = mortalidad de
larvas de G. mellonella a las 96 h
(Loulou et al., 2023)
Mch15 (100 1J), Cruznema sp. =
mortalidad del 80% de ninfas de
grillos a las 60 h (Camino et al.,
2005)

virulencia de NEP depende de
variabilidad intraespecifica y
condiciones ambientales y
composicion del suelo
(Glazer, 2002)

competitividad intraespecifica
(Méarquez, 2021) en CT15
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Determinacion de patogenicidad de nematodos entomopatdgenos aislados de suelos de cultivos de papa (Solanum tuberosum L.) sobre larvas de polilla guatemalteca (Tecia solanivora)

CONCLUSIONES

» Los aislamientos obtenidos de suelos de cultivos de papa presentaron patogenicidad hacia T. solanivora,
ya que, la aplicacion de estos en un ambiente controlado, provocaron mortalidad en las larvas de la
polilla.

« La infeccion por nematodos con potencial entomopatogénico se visualizé a traves de la coloracion
marron y ocre de las larvas de G. mellonella y se recuperaron de los cadaveres mediante el uso de
trampas White.

« La amplificacion de las regiones D2D3 e ITS, la secuenciacion de los productos PCR y su analisis en
BLAST permitié identificar a Cruznema sp. en las muestras de suelos de las provincias de Cotopaxi,
Pichincha y Tungurahua, Oscheius myriophilus en Tungurahua, Acrobeloides bodenheimeri en dos
localidades de la provincia de Cotopaxi y Pristionchus maupasi en Cotopaxi.

@ ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




Determinacion de patogenicidad de nematodos entomopatdgenos aislados de suelos de cultivos de papa (Solanum tuberosum L.) sobre larvas de polilla guatemalteca (Tecia solanivora)

CONCLUSIONES

« Las mortalidades de las larvas de T. solanivora mediante la inoculacion de los nematodos identificados
fueron variables en el ensayo, siendo el aislamiento CT15, Acrobeloides bodenheimeri, el cual presenta
mayor porcentaje de larvas muertas en menor tiempo y menor concentracion, sin embargo, las pruebas
estadisticas indicaron que no existen diferencias significativas entre los tratamientos.

« Al duplicar la cantidad de 1J se incremento la mortalidad de las larvas, sin embargo, en el aislamiento
CT15 (50 1J) hay una mayor mortalidad, lo que demuestra que a altas concentraciones de este
aislamiento surge una competitividad intraespecifica en ciertos aislamientos.

« La virulencia del nematodo depende de las condiciones ambientales y composicion del suelo de donde
fueron aislados, por lo que los aislamientos que se identificaron con la especie no tuvieron los mismos
resultados.
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RECOMENDACIONES

« Desarrollar pruebas de patogenicidad con los aislamientos encontrados hacia otros insectos plaga para
identificar sus espectros.

» Realizar estudios filogenéticos en los aislamientos que presentaron las mismas especies para reconocer
la variabilidad genética de los aislamientos de los nematodos.

« Analizar diferentes concentraciones para determinar la dosis letal media (DL de los aislamientos.

« Aislar nematodos en diversas provincias, asi como suelos de otros cultivos para el incremento de
iInformacion tanto de la diversidad genética de NEPs en el pais como el enriquecimiento de los datos a
nivel internacional sobre estos prometedores agentes de control bioldgico.
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