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RESUMEN

En las ultimas tres décadas la agricultura de Ecuador se ha visto afectada por el ataque de
insectos plaga. Los agricultores, para proteger los cultivos, han optado por el uso de
pesticidas, sin embargo, en la actualidad se busca métodos alternativos que sean amigables
con el ambiente. Los nematodos entomopatdgenos (NEPs) constituyen una alternativa ya
que son parésitos obligados de muchas especies de insectos plaga. Esta investigacion tuvo
como objetivo identificar especies de NEPs de cuatro aislamientos (género Steinernemay
Heterorhabditis) pertenecientes a la EESC — INIAP mediante técnica PCR y microscopia
electronica de barrido (MEB). La metodologia a seguir consistio en la extraccién de ADN,
amplificacion por PCR de las regiones ITS y D2D3, secuenciacion y un analisis
filogenético. Por otro lado la caracterizacién morfoldgica se llevé a cabo mediante MEB.
Los resultados obtenidos mostraron que la amplificacién de la region ITS y los segmentos
de expansién D2D3 presentaron una longitud de 800 y 620 pb., respectivamente. Los
amplicones se secuenciaron y la homologia por BLASTING mostr6 un 99 % de identidad
con Steinernema feltiae; sin embargo 2 secuencias que amplificaron la region ITS
presentaron porcentajes de identidad menores al 90%. Ademas, S. feltiae fue identificada
como Unica especie en los cuatro aislamientos y sus caracteristicas morfologicas
observadas por MEB indican que se asemeja a las caracteristicas reportadas
bibliograficamente a esta especie. En cuanto a especies del género Heterorhbaditis, no se
encontraron en este estudio. Este trabajo presenta los resultados iniciales de las especies

de NEPs que pueden ser identificadas en Ecuador.

PALABRAS CLAVE:

e NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS

e STEINERNEMA

e HETERORHABDITIS

e REGION ITS/D2D3

e MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO
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ABSTRACT

In the last three decades the agriculture of Ecuador has been affected by the attack of insect
pests. Farmers, to protect crops, have opted for the use of pesticides, however, alternative
methods to combat agricultural pests that be more environmentally friendly are currently
being sought. The entomopathogenic nematodes (NEPs) are an alternative since they are
obligate parasites of many pest insect species. This research aimed to identify NEPs
species from four isolates (genus Steinernema and Heterorhabditis) belonging to EESC -
INIAP using PCR technique and scanning electron microscopy (SEM). The methodology
to be followed consisted of DNA extraction, PCR amplification of the ITS and D2D2
regions, sequencing and phylogenetic analysis. In contrast, the morphological
characterization was carried out by MEB. The results obtained showed that the
amplification of the ITS region and the D2D3 expansion segments had a length of 800
and 620 bp., respectively. Amplicons were sequenced and the homology by BLASTING
showed a 99% identity with Steinernema feltiae; however, 2 sequences that amplified the
ITS region had identity percentages lower than 90%. In addition, S. feltiae was identified
as unique specie in the four isolates and its morphological characteristics observed by
SEM indicate that it resembles the characteristics reported bibliographically to this
species. No species of the genus Heterorhbaditis were found in this study. This paper
presents the initial results of species of NEPs that can be identified in Ecuador.

KEY WORDS:

e ENTOMOPATHOGENIC NEMATODES
e STEINERNEMA

e HETERORHABDITIS

e ITS/D2D3 REGION

e SCANNING ELECTRON MICROSCOPY



CAPITULO |
INTRODUCCION

1.1  Formulacion del problema

Ecuador, por su privilegiada situacion geografica y sus pisos climaticos, es
considerado como un pais con gran potencial agricola; sin embargo, en las ultimas tres
décadas se ha visto que muchos cultivos de importancia econdémica son susceptibles al

ataque de muchos insectos plaga y enfermedades (Argotti et al., 2010).

Los agricultores, con el fin de proteger los cultivos o plantas del ataque de insectos
plaga, han optado por la utilizacion de pesticidas quimicos que a pesar de su alta eficiencia
no han demostrado ser sostenibles a lo largo del tiempo, debido a que provocan resistencia
de los insectos plaga a los principios activos, destruyen la fauna nativa y contaminan

suelos y aguas (Séenz, 2005; Argotti et al., 2010).

Entre los cultivos de importancia econdmica en la sierra ecuatoriana se encuentra
la papa cuyas plagas como el “Gusano Blanco” (Premnotrypes vorax) y el complejo
“Polillas de la papa” (Tecia solanivora, Symmetrischema tangolias y Phthorimae
aoperculella) han ocasionado pérdidas del 50% y 40% respetivamente (Gallegos, 2002;
SENASA, 2016), cuando no se aplica un control adecuado. Otro cultivo de mayor
consumo es el maiz, cuya plaga denominada “Gallina Ciega” (Phyllophaga sp.) ha
ocasionado pérdidas cercanas al 32% en la produccion del grano ya que es un cultivo
altamente susceptible a esta plaga (Arteaga, 2015; Cueva, 2014).

En la actualidad las investigaciones buscan métodos alternativos como el control
cultural, control mediante enemigos naturales, control genético y control quimico natural
que ayuden a reducir la utilizacion de pesticidas y a su vez incentiven a la busqueda de
enemigos naturales (parasitos, predadores y patdgenos) para combatir plagas agricolas de
interés econdémico (Rogg, 2000; Maggiorani & Gudifio, 2000). Entre los organismos
controladores mas utilizados a nivel mundial se encuentran los virus, bacterias, hongos y
nematodos (Baddi & Abreu, 2006).
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Los nematodos que parasitan insectos, conocidos como nematodos
entomopatogenos (NEPS), constituyen una perspectiva promisoria para el control de
insectos plaga en cultivos de importancia economica (Argotti et al., 2010). De las 30
familias de nematodos descritas (Koppenhofer, 2007), los Steinernematidae y
Heterorhabditidae se caracterizan por ser controladores bioldgicos efectivos de insectos
plaga (Kaya & Gaugler, 1993; Koppenhofer, 2007). Su utilizacién a nivel de laboratorio
y campo requiere la identificacion y caracterizacion de las especies dentro de cada género,
para posteriormente realizar pruebas de patogenicidad, conocer sus hospederos y

finalmente involucrarlos en formulados como un producto rentable (Séenz, 2005).

El proceso de identificacion de especies de NEPs se realiza mediante claves
taxondmicas (Nguyen & Smart, 1996); sin embargo, con el creciente nUmero de especies
descritas y el hecho de que dentro de un mismo género se encuentran individuos
morfolégicamente muy similares, esta metodologia ha sido de uso limitada (Poinar, 1990;
Hominick, 2002), ya que puede estar sometida a varios errores (Stock, 2002) y requiere

una alta experiencia para poder discriminar una especie de otra (Nguyen & Smart, 1996).

Por lo tanto, con el fin de superar ésta dificultad, las actuales investigaciones se
enfocan en buscar métodos complementarios que faciliten la deteccion y caracterizacién
de especies de nematodos (Joyce et al., 1994; Hominick et al., 1997). Las técnicas
moleculares y de microscopia electrénica de barrido (MEB) constituyen métodos
complementarios que, actualmente han revolucionado la genética y taxonomia de
nematodos (Stock, 2002; Eisenback, 1991).

En Ecuador, no se cuentan adn con registros de especies de NEPs, asi como datos
morfologicos o moleculares, ya que la identificacion ha llegado sélo hasta nivel de género
estableciéndose colecciones como los que dispone el Departamento Nacional de
Proteccion Vegetal (DNPV) de la Estacion Experimental Santa Catalina (EESC) del
Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP). Estas colecciones se
obtuvieron de muestras de suelo de las provincias de Carchi, Chimborazo, Cotopaxi y
Tungurahua entre los afos 2004-2006, a partir de un estudio que tuvo como tema

“coleccion, patogenicidad y caracterizacion ecoldgica de nematodos parasitos de insectos
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en gusano blanco (Premnotrypes vorax hustache) en Ecuador” (Hernandez, 2006). En
dicho estudio se determing la presencia de los géneros Steinernema y Heterorhabditis, las
cuales, en pruebas de patogenicidad, presentaron porcentajes de mortalidad superiores al
50% y 90% en gusano blanco y Galleria mellonella, respectivamente (Hernandez, 2006).
Ademaés en estudios posteriores han demostrado también eficiencia en el combate de otras
plagas como Tecia solanivora (INIAP, 2006), que atacan cultivos de papa, y Phyllophaga
sp. (INIAP, 2004), que ataca cultivos de maiz que son de importancia econémica para el

pais; sin embargo se desconoce aun las especies que puedan existir en cada aislamiento.

1.2 Justificacion del problema

En Ecuador, la agricultura constituye la actividad primaria mas destacada de la
economia nacional después de la explotacién petrolera (Larrea, 2016). Debido a los
problemas reportados por el ataque de insectos plaga en los cultivos, los agricultores han
optado por encontrar nuevos métodos de manejo de insectos plaga que sean mas amigables
con el medio ambiente (Georgis & Hague, 1991), y es asi que la industria agricola ha visto
en los nematodos entomopatogenos (NEPS) una nueva alternativa para combatir insectos
plaga. Para el desarrollo de esta técnica de combate de insectos plaga, las investigaciones
se enfocan en la identificacion y aplicacion de NEPs como un producto rentable en forma
de bioplaguicidas (Campos-Herrera et al., 2012).

Las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae son los grupos mas importantes
dentro del control bioldgico, debido a que presentan ciertas ventajas sobre los pesticidas
quimicos (Smart, 1995). Entre las ventajas mas importantes se puede mencionar la facil
aplicacion con equipos convencionales, alta virulencia, rango de hospederos de una cepa
0 especie es generalmente limitado (no causan mortalidad indiscriminada), rapida
mortalidad del huésped, alto potencial reproductivo, compatibilidad con otros organismos
entomopatdgenos e inocuidad para el ambiente, hombre y animales vertebrados (Kaya,
1990; Séenz, 2005; Alatorre-Rosas & Kaya, 1990).

La identificacion de especies de NEPs se basa tradicionalmente en observaciones

de caracteristicas morfoldgicas y morfométricas, mismas que se realizan mediante
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microscopia oOptica; sin embargo, en la actualidad, esta observaciones se complementan
con la Microscopia Electronica de Barrido (MEB), ya que permite: detectar diferencias no
observables con el microscopio Optico entre poblaciones o razas de especies, agrupar
especies taxonomicamente y, en algunos estudios, realizar reconstrucciones filogenéticas
(Eisenback, 1991).

Otra técnica complementaria a los andlisis morfologicos tradicionales son las
técnicas moleculares, tales como: Amplificacion aleatoria de ADN polimérfico (RAPD),
Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR) y la secuenciacion del ADN, siendo las dos Ultimas las mas
utilizadas por su bajo costo y facilidad de manejo (Stock, 2002; Hominick et al., 1997,
Kuwata et al., 2006). Estas técnicas han permitido identificar nuevas especies de una
manera objetiva, rapida y repetible e interpretar relaciones filogenéticas dentro y entre las
especies a diferentes niveles taxondmicos (Stock, 2002; Peteira et al., 2008; Maceto et al.,
2009; Joyce et al., 1994).

Conociendo la importancia de los NEPs y partiendo de los datos obtenidos en un
estudio preliminar realizado en el 2006 por Hernandez en el cual se determind la existencia
de los géneros Steinernema y Heterorhabditis en base a las caracteristicas de coloracion
del insecto infectado, se requiere identificar y caracterizar los especimenes presentes en
la coleccion del DNPV de la EESC del NIAP, mediante la técnica PCR y MEB para,
posteriormente, continuar con estudios de patogenicidad en insectos plaga como gusano
blanco, el complejo polilla de la papa y gallina ciega que afectan a cultivos de interés
como papa y maiz, y finalmente, aplicarlos como bioplaguicidas en un Plan de Manejo

Integrado de Plagas y Agricultura Sostenible.

Con este estudio se pretende también eliminar aislamientos con especimenes
duplicados y su vez disponer de colecciones purificadas y conservar aislamientos sin
alteraciones morfoldgicas, fisiologicas o genéticas hasta que requieran usarse en estudios

ecoldgicos, taxonomicos, genéticos, filogenéticos y biogeogréaficos.
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La investigacion se llevo a cabo en el Departamento Nacional de Proteccion
Vegetal (DNPV), Departamento Nacional de Biotecnologia (DNB) del INIAP y el
Laboratorio de Caracterizacion de Nanomateriales de la Universidad de las Fuerzas
Armadas ESPE, los cuales disponen de herramientas y equipos necesarios para la

identificacion de especies mediante morfologia y técnicas moleculares.

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Obijetivo general de la investigacion

Identificar especies de nematodos entomopatdégenos mediante la técnica PCR y
microscopia electronica de barrido, en aislamientos pertenecientes a la coleccién de la

Estacion Experimental Santa Catalina — INIAP.

1.3.2 Objetivos especificos de la investigacion

e ldentificar molecularmente las especies de nematodos entomopatdgenos
presentes en la coleccion de la EESC mediante amplificacion de la regién
D2D3 e ITS con primers universales y secuenciacion.

e Determinar la relacion filogenética de las especies de nematodos
entomopat6genos identificados segun bases de datos cientificas.

e Caracterizar morfoldgicamente las especies de nematodos entomopatdgenos

de cada aislamiento mediante microscopia electrénica de barrido.

1.4 Marco tedrico

1.4.1 Nematodos entomopatdgenos (NEPS)

1.4.1.1 Generalidades

Los nematodos se encuentran distribuidos en diversos habitats del planeta como,

rios, lagos, suelos y otros ambientes acuatico-terrestres. Entre la enorme diversidad de
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nematodos, algunos han desarrollado una simbiosis con bacterias patogénicas cuya
asociacion provoca la muerte letal de sus huéspedes. A estos nematodos se los conoce
como “entomopatdgenos” y esencialmente sirven como vectores moviles de bacterias

patdgenas que llevan en su sistema digestivo (Dillman & Sternberg, 2012).

Investigaciones extensas a lo largo de las Gltimas tres décadas, han centrado su
atencion en nematodos entomopatdgenos (NEPS) de los géneros Steinernema y
Heterorhabditis debido a que incluyen la mayor cantidad de especies entomopatogenas
(Lacey & Georgis, 2012) y han sido aislados en todos los continentes a excepcion de la
Antértida (Hominick, 2002; Razia & Sivaramakrishnan, 2014). Ambos géneros no se
relacionan filogenéticamente (Blaxter et al., 1998), pero se ha comprobado que existen
similitudes en cuanto a morfologia y ecologia debido a que presentan una evolucion

convergente (Poinar, 1990).

Los NEPs son considerados como potenciales controladores bioldgicos (Kaya &
Gaugler, 1993; Koppenhofer, 2007), ya que el rango efectivo de huéspedes de una especie
0 cepa es generalmente bastante estrecho, por lo tanto no causan mortalidad
indiscriminada (Smart, 1995). Entre las ventajas mas importantes se encuentra la facilidad
de aplicacion, capacidad de localizar activa o pasivamente a su hospedador, alta
virulencia, rapida mortalidad del huésped, alto potencial reproductivo, afinidad con otros
organismos entomopatégenos (Paenibacillus popilliae, Bacillus thuringiensis,
Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana e Isaria fumosorosea), seguros para el
ambiente, fauna y flora y compatibilidad con una amplia gama de pesticidas quimicos y
bioldgicos utilizados en los programas de Manejo Integrado de Plagas (Alatorre-Rosas &
Kaya, 1990; Séenz, 2005; Lacey & Georgis, 2012; Swati & Gaurav, 2015).

Estudios a nivel de laboratorio y campo han demostrado que poblaciones de varios
insectos de los dérdenes, tales como: lepiddpteros, coledpteros, dipteros y ortdpteros son
susceptibles al ataque de los NEPs (Lacey et al., 2001; Akhurst & Smith, 2002). En la
tabla 1 se muestran las especies de NEPs disponibles comercialmente en algunos paises
de Europa, Asia y Norte américa junto con el grupo de insectos plaga que logran controlar

en determinados cultivos.



Tabla 1

Especies de NEPs disponibles comercialmente y grupo de plagas a los que controlan

Grupo plaga Nombre Sitio de Producto de Especie
- comun aplicacion interés de NEP
Orden familia
Coledptera
Chrysomelidae  Escarabajo Suelo Menta, papa, Sc
pulga remolacha,
Chrysomelidae  Gusanodela  Suelo Maiz, mani, Sc, Sr
raiz vegetales
Curculionidae Gorgojo Césped Pastos Sc, Hb
Scarabaeidae Gusanos Suelo, Césped Haba, Sg, Hb,
blanco ornamentales Hm
Diptera
Agromyzidae Minadores de  Follaje Ornamentales, Sc
hoja vegetales
Sciaridae Moscas Suelo Ornamentales, St
sciaridas vegetales, setas
Muscidae Mosca comin  Cebo Criaderos de Sc, Sf, Hb
animales
Lepiddptera
Carposinidae Mariposa Suelo Manzana Sc
barrenadora de
melon
Tortricidae Mariposa Foliculo Manzana, pera  Sc
manzana
Noctuidae Gusanos Suelo, Turba Ornamentales, Sc
cortadores vegetales,
césped, maiz,
mani
Pyralidae Gusanos tela Suelo, Césped Frambuesa, Sc
Ornamentales,
cesped
Ortéptera
Gryllotalpidae Grillos Suelo, Césped Vegetales, Ss, Sr
cesped
Siphonaptera
Pulcidae Pulgas Suelo, Césped Mascotas Sc

Sc=S. carpocapsae; Sf=S. feltiae; Sr= S. riobrave; Ss=S. scapterisci; Hb=H.

bacteriophora; Hm= H. megidis.
Fuente: (Hazir et al., 2003)
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Las investigaciones con NEPs requiere, como metodologia inicial, la
caracterizacion de las colectas de NEPs que se obtengan de las diferentes regiones con el
fin de identificar cepas mas efectivas y cuya persistencia sea mayor al momento de

introducirlas en diferentes condiciones ambientales (Shapiro-Ilan et al., 2012).

Su produccion se realiza in vivo, sobre larvas de insectos, especificamente en
Galleria mellonella porgue son muy susceptibles (Woodring & Kaya, 1988) o in vitro, en
medios sélidos o liquidos (Bedding, 1984). Diversas compafiias dedicadas a produccién
de bioinsumos en Europa, Asia y Norte américa producen en masa nematodos ya sea a
pequefia escala in vivo 0 a gran escala in vitro utilizando biorreactores (Shapiro-llan &
Gaugler, 2002) que permiten producir volimenes de hasta 80.000 litros (Ehlers, 2005)

para comercializarlos como bioplaguicidas.

1.4.1.2 Ciclo de vida

El ciclo de vida de los géneros Steinernema y Heterorhabditis consta de una etapa
de huevo, cuatro estados juveniles (J1 a J4) y un estado adulto (Saenz, 2005). El Unico
estado que no se alimenta y que puede infectar y matar al insecto se conoce como infectivo
juvenil (1J 0 J3) y esta morfoldgica y fisiolégicamente adaptado para vivir en el suelo por
largos periodos de tiempo hasta encontrar un nuevo huésped (Castillo et al., 2011;
Vasquez, 2012).

El nematodo ingresa dentro del cuerpo del insecto, especificamente en el
hemocele, a traves de aberturas naturales como, boca, ano y espiraculos (figura 1) o por
areas delgadas de la cuticula (en heterorhabditidos) (Poinar & Grewal, 2012; Chitra et al.,
2017). Una vez que se encuentran en el interior del hemocele, el nematodo descarga su
bacteria simbionte y el insecto muere dentro de 24 — 48 horas por un proceso denominado
septicemia (Kaya & Gaugler, 1993; Grewal & Georgis, 1998).

Las bacterias simbiéticas se multiplican dentro del huésped y liberan complejos de
toxinas, enzimas hidroliticas, hemolisinas y compuestos antimicrobianos (Eleftherianos et

al., 2010) que impiden la incursiobn de microorganismos oportunistas. Ademas,
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promueven la descomposicion del insecto y proporcionan un ambiente adecuado para el
desarrollo y reproduccion de una a tres generaciones de nematodos en el cadaver del
insecto (Kaya & Gaugler, 1993; Hazir et al., 2004).

Los NEPs se alimentan del tejido degradado del insecto y de las bacterias, pasan
al estado adulto y se reproducen. Una vez que los nutrientes se agotan el nematodo llega
nuevamente al estado J3 o 1J, vuelve a incorporar su bacteria simbionte dentro de su
intestino, sale del insecto y va en busqueda de un nuevo huésped (Adams & Nguyen,
2002).

(; = Liberacién de bacterias
Deteccién del huésped R % srbiontes{insecte "

El infectivo juvenil (I1) ingresa
por aberturas naturales del
cuerpo o a través de la cuticula

| O \_\ del insecto.
\_‘}"\\-‘ m‘:\
N

El huésped muerto puade

Los lIsmigrany buscan i
cambiarde color;losllsse

nuevoshudspedes
convierten en adultos.

W

% Reproduccidn

Los nematodosreducen el
suministro de alimentos; se
comienzan a producir nuevos
(HE=N

Figura 1. Ciclo de vida de los nematodos entomopatdgenos
Fuente: (Grewal & Georgis, 1998)

1.4.1.3 Simbiosis nematodo-bacteria

Los géneros Steinernema y Heterorhabditis se caracterizan por sus asociaciones

simbioticas con bacterias del género Xenorhabdus spp. y Photorhabdus spp.,
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respectivamente (Shapiro-llan & Gaugler, 2002). Estas bacterias pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae y no presentan estadios resistentes ni se encuentran libres en la
naturaleza, sino solamente en los nematodos o insectos huéspedes (Koppenhofer, 2007).
Se caracterizan por ser gram negativas, anaerobias facultativas y con forma bacilar (Saenz,
2005). La diferencia mas predominante entre ambos géneros de bacterias es la
luminiscencia que emite Photorhabdus spp, mientras que Xenorhabdus spp no son

luminiscentes (Saenz, 2005).

De esta asociacion simbiotica, tanto el nematodo como la bacteria se benefician
mutuamente. La bacteria no puede sobrevivir en el suelo, por consiguiente necesita del
juvenil infectivo donde su hogar es el intestino, asimismo recibe la protecciéon del
nematodo ya que éste inhibe las defensas antibacterianas del insecto huésped (Castillo et
al., 2011; Saenz, 2005).

Por otro lado, los nematodos reciben los beneficios de la bacteria, debido a que
éstas matan al insecto por septicemia y crean un ambiente adecuado para la multiplicacion
y reproduccién del nematodo al impedir la invasion de microorganismos oportunistas a
través de la produccion de antibidticos, asimismo la bacteria degrada los tejidos del
hospedero y lo convierten en una fuente de comida para el nematodo y a su vez la bacteria
también sirve como fuente de alimento para el nematodo (Moazami, 2002; Dillman &
Sternberg, 2012; Lacey et al.,2001). Los nematodos son incapaces de reproducirse sin la
existencia de la bacteria simbiética en el cadaver del insecto (Shapiro-llan & Gaugler,
2002; Séaenz, 2005).

1.4.1.4 Diferencias entre el género Steinernema y Heterorhabditis

A pesar de las similitudes en cuanto a su modo de infeccion, ciclo de vida y su
relacién simbionte con bacterias especificas, existen ciertas caracteristicas que diferencian
a ambos géneros. En la tabla 2 se citan las diferencias en base a los estudios realizados
por Koppenhofer (2007), Wouts (1991), Martens et al. (2003), Morton (2009), Poinar
(1990), Ciche & Ensing (2003), Chitra et al. (2017) y Dix et al. (1992).
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Tabla 2
Diferencias entre el género Steinernema y Heterorhabditis

Género Steinernema

Género Heterorhabditis

Se asocian de forma simbidtica con
bacterias del género Xenorhabdus,
que guardan en una porcién
ventricular de su intestino.

Ingresan en el huésped a través de
boca, ano y espiraculos.

Liberan las bacterias por el ano del
cuando realiza la infeccion en el
huésped.

Los cadaveres infectados por este
género se observan ligeramente
hinchados, de coloracion amarillo
cremoso (figura 2A).

Los cadaveres de los huéspedes
infectados por este género no
presentan bioluminiscencia.

Son sexuales (excepto
Steinernema  hermaphroditum),
por ende requieren de un infectivo
juvenil hembra y macho para
producir progenie.

El tiempo de ciclo de vida (desde
la infeccion hasta la salida de los
IJs) es de 7-10 dias.

Se asocian de forma simbidtica con
bacterias del género Photorhabdus
que guardan a lo largo de todo su
intestino.

Ingresan en el huésped a través de
boca, ano, espirdculos y también
por regiones delgadas de la
cuticula debido a que presentan un
diente dorsal.

Liberan las bacterias por la boca
cuando realiza la infeccién en el
huésped.

los cadaveres infectados presentan
una coloracién café rojiza (figura
2B).

Los cadaveres de los huéspedes
infectados por este  género
presentan bioluminiscencia
producida por la  bacteria
simbionte.

Son hermafroditas, es decir, se
requiere un solo infectivo juvenil
para producir progenie.

El tiempo del ciclo de vida (desde
la infeccion hasta la salida de los
1Js) es de 12-15 dias.

Las coloraciones producidas en el insecto huésped por la infeccion de cada género
se debe a los antibidticos producidos por su bacteria simbionte (Morton, 2009). En la
figura 2 se presentan las coloraciones que presenta el cadaver del insecto huésped, en este

caso Galleria mellonella, cuando se encuentra infectado por especies de ambos géneros.
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Steinernema

Heterorhabditis

Figura 2. Larvas de Galleria mellonella infectadas por nematodos entomopatdgenos
Fuente: (Shahina et al., 2004)

Nota: A) larvas infectadas por nematodos del género Steinernema; B) larvas infectadas por nematodos del

género Heterorhabditis.

1.4.2 Taxonomia

A lo largo de todos estos afios se han realizado investigaciones que han permitido
elaborar clados o arboles taxondmicos de nematodos entomopatdgenos (NEPS). En 1923,
Steiner describié el primer NEP, Aplectana Kraussei, mismo que fue aislado de la
mosca, Cephaleia abietis por el Dr. Krausse. En 1927, Travassos, quien trabajaba en
Brasil, transfirio la especie a su nuevo género Steineria, nominando a la antigua A.
Kraussei como especie tipo; no obstante, de acuerdo con las reglas de la nomenclatura
zooldgica de ese afio, se requeria un nuevo nombre para la especie y es asi que Travassos,
al darse cuenta de su error, propuso inmediatamente el nombre genérico de Steinernema.
Dos afios més tarde (1929), Steiner describid otro genero y especie, Neoaplectana glaseri,
(aislado de larvas del escarabajo japonés, Popilia japonica) cuyas caracteristicas eran muy
similares a Steinernema Kraussei. Filipjev en 1934 ubicé a Neoplectana y Steinernema
en una nueva subfamilia a la que denomind Steinernematinae; los estudios realizados
determinaron que Neoaplectana tenia probablemente el mismo origen con Steinernema;

sin embargo en 1937, Chitwood y Chitwood elevaron a la subfamilia Steinernematinae a
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la familia Steinernematidae. Posteriormente, en los estudios de Wouts et al. (1982) se
revisaron las descripciones de Steinernema y Neoplectana y concluyeron que ambos
géneros eran idénticos y que Neoaplectana era un sindnimo de Steinernema. En 1994,
Nguyen y Smart describieron un nuevo género al que denominaron Neosteinernema y
basandose en los resultados obtenidos de la descripcion, afiadieron a este nuevo género a

la familia Steinernematidae.

La familia Heterorhabditidae y el género Heterorhabditis en cambio, tuvo su
origen en 1976, cuando Poinar describid la especie Heterorhabditis bacteriophora, y

observo las diferencias que existen con el género Steinernema.

A pesar de todos estos estudios realizados, aun se creia que los steinernematidos y
heterorhabditidos estaban estrechamente relacionados dentro del orden Rhabditida debido
a que ambos géneros comparten muchas similitudes en cuanto a su morfologia, ciclos de
vida y su relacion simbionte con bacterias especificas (Adams et al., 2007). Sin embargo,
Poinar (1993) en estudios de comparacion morfologica, destaco grandes diferencias entre
los dos géneros y lleg6 a concluir de que las dos familias eran polifiléticas en origen, que
las similitudes eran atribuibles a una evolucién convergente, ademas que los
heterorhabditidos eran probablemente de origen marino. Blaxter et al. (1998), mediante
analisis moleculares, concluyo6 que el género Steinernema se encuentra asociado al clado

strongyloidida.

En la actualidad se han detectado 30 familias de NEPs que infectan insectos; sin
embargo, debido a su potencial como biocontroladores, la busqueda se ha concentrado en
7 familias:  Mermithidae, Allantonematidae, Neotylenchidae, Rhabditidae,
Sphaerularidae, Steinernematidae y Heterorhabditidae, siendo las dos ultimas las de
mayor interés por las ventajas que muestran como controladores biolégicos (Lacey et al.,
2001).

El género Steinernema cuenta con mas de 60 especies siendo las mas comunes S.
carpocapsae y S. feltiae, en cambio el género Heterorhabditis presenta mas de 20 especies

reconocidas siendo la mas comdn H. bacteriophora (Campos-Herrera et al., 2012). La
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taxonomia propuesta actualmente se basa en la revision de Stock & Hunt (2005) y Hunt
(2007).

Reino: Animalia
Filum: Nematoda
Clase: Chromadorea
Subclase: Rhabditia
Orden: Rhabditida
Superfamilia: Strongyloidoidea
Familia: Steinernematidae
Género: Steinernema
Familia: Heterorhabditidae
Género: Heterorhabditis

1.4.3 Morfologia

Las especies de steinernematidos y heterorhabditidos presentan similares ciclos de
vida asi como métodos de infeccion parecidos; sin embargo; existen caracteristicas
morfologicas que permiten la diferenciacion entre género y entre especies. Para la
caracterizacion generalmente se toman especimenes de cada estadio (infectivos juveniles
y adultos de primera y segunda generacion) para observar la variacion morfolégica en la
misma especie cuando pasa de un estadio a otro (Negrete, 2013).

1.4.3.1 Morfologia general del género Steinernema

La descripcion general de la morfologia del género Steinernema, por estadios, se
presentan en la figura 3 en base a estudios realizados por Nguyen & Smart (1996).
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Figura 3. Diagramas para la identificacion del género Steinernema
Fuente: (Nikdel & Niknam, 2015)

Nota: A-C, Hembras de primera generacion: A, region de la cabeza y poro excretor; B, vulva; C, vista
lateral de la cola; D, cola de la hembra de segunda generacion; E, region anterior del 1J; F, regién
posterior del 1J. G-L, machos de primera generacién; G, region anterior; H e I. region posterior, espiculas,
gubernéculo y mucrén; Jy K, gubernéculo; L, region posterior del macho muestra papilas genitales y

mucron.

Hembras: Son de tamafio variable; cuticula anillada o lisa; campos laterales
ausentes; poro excretor visible (figura 3A); la cabeza es redondeada o trunca (figura 3A 'y
3E); presentan 6 labios con su respectiva papila labial; poseen 4 papilas cefalicas; poseen
pequefios anfidios; la vulva se encuentra localizada en la mitad del cuerpo (figura 3B); la
cola es mas larga o mas corta que el ancho del cuerpo a nivel del ano (figura 3C y 3D)
(Nguyen & Smart, 1996).

Machos: Son de tamafio mas pequefio que las hembras; cabeza con 6 papilas
labiales y 4 papilas cefalicas; espiculas pareadas y separadas (figura 3H y 3I); el
gubernaculo es largo (figura 31 y 3J); estd desprovisto de bursa; la cola tiene una
terminacion redondeada, digitada o mucronada (figura 3I); presenta de 10 a 14 papilas

genitales con 7 a 10 pares de papilas precloacales (figura 3L) (Nguyen & Smart, 1996).
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Infectivos juveniles (IJ o J3): Presentan boca y ano cerrados; cuerpo delgado y
alargado (figura 3E), con o sin una envoltura (cuticula del segundo estadio juvenil); la
cuticula es anulada; se puede observar el poro excretor (figura 3E); campos laterales

presentes con 4 a 9 surcos y de 3 a 8 protuberancias lisas; la cola puede ser conoide o

filiforme (figura 3F) (Nguyen & Smart, 1996).

1.4.3.2 Morfologia general del género Heterorhabditis

Las caracteristicas generales de cada estadio del género Heterorhabditis se

presentan en la figura 4 en base a estudios realizados por Nguyen & Smart (1996).

e o

Figura 4. Diagramas para la identificacién del género Heterorhabditis

Fuente: (Malan et al., 2014)
Nota: A-C, Machos: A, regién anterior; B-C, vista ventral y lateral de la cola mostrando espiculas y

papilas genitales; D-F, Hermafrodita: D, regidn de la cabeza; E-F, variacién en la cola; G-H, Juvenil

infeccioso de tercera etapa: G, regidn anterior; H, regién de la cola.
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Hembras hermafroditas: Presentan la cabeza truncada o ligeramente redondeada;
presentan seis labios conicos bastante desarrollados (figura 4D), cada uno separado con
una papila terminal; tienen una pequefia abertura anfidial; poro excretor visible; vulva
localizada en la mitad del cuerpo, con forma de hendidura; la cola es punteaguda, mas
larga que el ancho del cuerpo a nivel del ano y generalmente presentan un abultamiento
post-anal (figura 4F y 4E) (Nguyen & Smart, 1996).

Hembras anfimiticas: Similar a la hembra hermafrodita solo que mas pequefia; las
papilas labiales son prominentes; la vulva no es funcional para la puesta de huevos, pero

si es funcional para aparearse (Nguyen & Smart, 1996).

Machos: Presenta una cabeza truncada ligeramente redondeada (figura 4A); tienen
espiculas pareadas, separadas y ligeramente curvadas ventralmente; la cabeza de la
espicula es corta; el gubernaculo es largo y delgado; la bursa presenta 9 pares de papilas
genitales (figura 4B y 4C) (Nguyen & Smart, 1996).

Infectivos juveniles (1J 0 J3): Se encuentra envuelto con la cuticula del segundo
estadio juvenil (figura 4G y 4H); la envoltura presenta una forma estriada mientras que la
del tercer estadio presenta un patron longitudinal; la cabeza presenta dientes dorsales
prominentes; el poro excretor es visible; las bacterias simbioticas pueden observarse en el

intestino; la cola termina en punta (figura 4H) (Nguyen & Smart, 1996).

1.4.4  Aislamiento, multiplicacidén y almacenamiento de NEPs

La deteccion de NEPs se realiza tomando muestras de suelo en el que exista
presencia de insectos infectados por estos nematodos. Para su aislamiento se utilizan
trampas White o insectos trampa. Los nematodos obtenidos deben pasar por los postulados
de Koch para comprobar si poseen patogenicidad hacia los insectos (Castillo et al., 2011).

Una vez recuperados del suelo se multiplican in vivo utilizando un insecto
hospedero como Galleria mellonella (Lepiddptera: Pyralidae), debido a que es altamente
susceptible al ataque de los NEPs (Woodring & Kaya, 1988; Urbano, 2003). Se obtienen
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hasta 200.000 infectivos juveniles (1Js) de nematodos por larva de G. mellonella (Kaya,
1993).

Los 1Js que se obtengan se almacenan en agua destilada con bicarbonato de sodio
al 1% para evitar que se peguen entre si por sus excrementos. En caso de que no exista
una buena aireacion en los recipientes, solo pueden concentrarse de 10000 - 20000

nematodos/ml con una altura de agua menor a 1 cm (Fernandez et al., 2017).

Las especies del género Steinernema pueden almacenarse a temperaturas de 4 a
10°C, de esta esta manera se asegura que mantengan su actividad de 6 a 12 meses (Castillo
et al., 2011), pero los heterorhabditidos solo pueden llegar a 2-4 meses con la misma
temperatura, por tanto es necesario realizar la renovacion transcurrido este tiempo para

evitar pérdida de las especies (Fernandez et al., 2017).

1.4.5 Ildentificacion de los nematodos entomopatogenos (NEPS)

La identificacidn de género y especies nematodos se realiza tradicionalmente por
métodos morfoldgicos, sin embargo, en la actualidad esta metodologia se complementa
con las herramientas moleculares (Stock, 2002).

1.4.5.1 Identificacion morfoldgica

La descripcion de especies de nematodos se efectla tradicionalmente mediante el
andlisis de caracteres morfologicos y morfométricos, y su identificacion se basa
principalmente en comparaciones con claves taxondmicas (Nguyen & Smart, 1996). A
medida que se descubren nuevas especies, estas metodologias presentan dificultad para
discriminar una especie de otra, ya que existen similitudes morfoldgicas entre ellas
(Poinar, 1990). Los intentos de superar estas dificultades dieron lugar a la creacion de una
serie de relaciones adicionales (tabla 3) a las habituales que de alguna manera permiten

una identificacion mas exacta de la especie que se esté analizando (Hunt, 2007a).
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Tabla 3
Principales caracteres morfoldgicos de nematodos entomopatogenos (NEPS)

Caracteristica

Longitud del cuerpo (L)

a (L/W)

b (L/ES)

c (L/T)

Didmetro del cuerpo (W)

Poro excretor (EP)

Anillo nervioso

Longitud de es6fago (ES)

Longitud de la cola (T)

Diametro del cuerpo anal (ABD)

Longitud del mucrén

Longitud de la espicula (SL)

Ancho de la espicula (SW)

*D% [(EP/ES) x 100]

*E% [(EP/T) x 100]

*SW (SL/ABD) x 100)

*GS (GL/SL) x 100)
*Relaciones adicionales.

Fuente: (Nikdel & Niknam, 2015)

Muchos nematodos son pequefios, por lo que un microscopio es una herramienta
indispensable para realizar una buena caracterizacién (Van Bezooijen, 2006). Los
caracteres morfo-anatomicos se estudian utilizando un microscopio de luz (LM),
microscopio electronico de barrido (MEB) y microscopio de transmision electronica
(TEM) (Siddigi, 2000). La visualizacién de estructuras con la alta resolucion alcanzada
usando los microscopios electrénicos proporciona la base para desarrollar conclusiones

validas sobre relaciones funcionales (Fischer et al., 2013).

El MEB es esencial para la interpretacién de estructuras que no pueden ser
apreciadas con un LM, y que son importantes para la taxonomia (Hominick et al., 1997).
Entre las ventajas se destaca la alta resolucidn de sus imagenes y la capacidad de producir
una magnificacion potente de hasta 50.000 X (Hooper, 1988), permitiendo la observacion

y caracterizacion de materiales sélidos como, ceramicos, polimeros, madera, metales,
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bioldgicos, entre otros (Zhou et al., 2007). Su funcionamiento consiste principalmente en
la utilizacion de un haz enfocado de electrones de alta energia que genera una variedad de
sefiales en la superficie de muestras sélidas (Van Bezooijen, 2006). Las imagenes que se
obtienen de las interacciones electron-muestra revelan informacion sobre la muestra
incluyendo morfologia externa; es decir, textura, tamafio, forma, composicién quimica y

estructura cristalina (Zhou et al., 2007).

El proceso mas comudn para la preparacion de muestras bioldgicas implica la
fijacion, post-fijacion, deshidratacion, secado y metalizado ya que estos pasos permiten la
conservaciéon morfolégica de las muestras, sin embargo este protocolo no puede
considerarse como estandar ya que, dependiendo del tipo de muestra, algunos de los
qguimicos producen deformaciones haciendo que varien mucho en la calidad de las

micrografias (Eisenback, 1991).

Para obtener buenos resultados con el MEB, es importante seguir el mismo
protocolo de trabajos publicados para una muestra en particular; sin embargo la mayoria
de las veces, el mismo investigador es quien termina estandarizando su propio protocolo
tomando como referencia los criterios generales que se citan en los articulos para

establecer la manera méas adecuada para manipular y procesar su muestra (Nieto, 2010).

En algunos grupos de nematodos, la separacion de géneros y/o especies depende
de las caracteristicas morfoldgicas que se ven claramente con MEB y muchas otras
caracteristicas son mucho mas faciles de interpretar con microscopia de luz (Hooper,
1988). Para nematodos entomopatdgenos, el MEB se utiliza para la visualizacion de
estructuras tales como: anfidios, disposicion de las bandas del campo lateral y forma de la
cola de los infectivos juveniles; papilas cefélicas, labiales y estructura de la cola de los
individuos machos y hembras; forma de la espicula, disposicion y nimero de papilas
genitales, presencia o ausencia de mucrén cuticular en el extremo de la cola en los

especimenes machos (Vasquez, 2012).


https://serc.carleton.edu/research_education/geochemsheets/electroninteractions.html
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1.4.5.2 Identificacion molecular

La identificacion de especies de nematodos entomopatdgenos (NEPs) se basa
tradicionalmente en caracteristicas morfolégicas y morfométricas. Hoy en dia, debido al
creciente nimero de especies y dificultad en la interpretacion de caracteristicas
morfologicas, se utilizan herramientas moleculares como métodos complementarios
(Vasquez, 2012).

La identificacion molecular y genotipado de NEPs son prerrequisitos
indispensables para realizar estudios de biodiversidad, evolucion y su uso potencial en
programas de control biologico (Kaushik & Chaubey, 2016). El poder discriminatorio de
las herramientas moleculares se ha convertido en el método de eleccién principal para el
diagnostico de estos organismos en una manera objetiva, rapida y repetible (Joyce et al.,
1994; Reid & Hominick, 1992; Stock, 2002; Campos-Herrera et al., 2012).

La extraccion del material genético, Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
y la secuenciacion son actividades importantes al momento de efectuar estudios
taxondmicos y genéticos de nematodos (Stock, 2002; Hominick et al., 1997). La
extraccion de ADN es una técnica sencilla (Stock, 2002) que consta de una etapa de lisis
en la cual se rompe las estructuras celulares y se libera el material genético contenido en
ellas para su posterior analisis (Catasis & Matias-Gulu, 1997). La PCR es una técnica de
investigacion muy utilizada para hacer copias de un gen particular del ADN extraido. En
la figura 5 se puede observar que la amplificacion se realiza mediante ciclos de
desnaturalizacion, acoplamiento de primes, y extension de las cadenas por la accion de la

enzima ADN polimerasa (Catasus & Matias-Gulu, 1997).
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Figura 5. Proceso de amplificacion de ADN por técnica PCR
Fuente: (Catasus & Matias-Gulu, 1997)

La secuenciacion es una técnica que permite determinar el orden de nucledtidos en
una muestra de material genetico. Los datos obtenidos mediante este proceso ayuda a
obtener informacion acerca de la variacion dentro y entre las especies y realizar una
evaluacion eficaz de las relaciones filogenéticas a diferentes niveles taxonomicos (Stock,
2002).
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En laactualidad, para clasificar a los nematodos en diferentes niveles taxonémicos
se analizan tres genes del ADNr nuclear las cuales son: la region18S o subunidad pequefia
(SSV), el espaciador interno transcrito (ITS-5.8S-1TS2) y la region 28S o subunidad
grande (LSU). El gen 18S del ADNr o SSU ha demostrado ser altamente conservado en
laresolucion de las relaciones entre Heterorhabditis y Steinernema (Liu et al., 1997; Stock
et al.,2001). La region ITS (ITS-5.8S-1TS2) también es altamente conservada en muchas
especies de nematodos y se utiliza para realizar reconstrucciones filogenéticas e identificar
especies (Lephoto, 2013). Esta region proporciona informacion sobre el polimorfismo
especifico de especie y en algunos casos polimorfismo especifico de poblaciones (Powers
et al., 1997). ElI marcador LSU también se ha investigado para evaluar las relaciones
filogenéticas entre especies del género Steinernema (Stock et al., 2001). Esta region es
considerada eficaz y fiable, tanto para la delimitacion de taxones terminales en
Steinernema, como para fines de diagndstico (Stock et al., 2001; Stock & Hunt, 2005). En
la figura 6 se observa la distribucion de las tres regiones dentro del ADNr nuclear

empleadas para la clasificacion de los NEPs.

NTS SSU {18S) ITS-1 58S |TS-2 LSU (28S) NTS

B Ba_____ B

Figura 6. Representacion esquematica de los genes ribosomales de los nematodos
entomopatdgenos.
Fuente: (Stock, 2009)

15  Hipédtesis de la investigacion

e Laamplificacion de las regiones D2D3 e ITS permiten la deteccion de nematodos
entomopatogenos.
e La técnica de microscopia electronica de barrido permite identificar

morfol6gicamente especies de nematodos entomopatégenos de cada aislamiento.
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CAPITULO 11
MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

El proyecto de titulacion fue desarrollado por Byron Patricio Pallo Alomoto, con
el respaldo del Ing. Pablo LIumiquinga en calidad de tutor del proyecto, la Lcda. Katerine
Orbe, responsable del DNPV de la Estacion Experimental Santa Catalina —INIAP, el Dr.
Carlos Arroyo y la Ing. Karla Vizuete como responsable y técnico respectivamente del
Laboratorio de Caracterizacion de Nanomateriales, y Dra. Karina Proafio como Directora

de tesis.

2.2 Zona de estudio

Los ensayos de renovacion e infeccion de Galleria mellonella con infectivos
juveniles (1Js) para la obtencion del material en estudio (IJs y adultos) se realiz en los
laboratorios de Nematologia del DNPV; mientras que, los ensayos moleculares se llevaron
a cabo en el Departamento Nacional de Biotecnologia (DNB) de la Estacién Experimental
Santa Catalina (EESC). Los analisis por microscopia electrénica de barrido se realizaron
en el laboratorio de Caracterizacion de Nanomateriales de la Universidad de las Fuerzas
Armadas ESPE.

2.3 Metodologia

2.3.1 Renovacioén de los aislamientos almacenados

La renovacion de cada aislamiento se realizo siguiendo la metodologia propuesta
por Kaya & Stock (1997) y Castillo et al. (2011) tal como se aprecia en la figura 7. Se
colocé 1 mL de suspension de 1Js (200 nematodos/mililitro aproximadamente) sobre un
papel filtro Whatman No.1 de 9 cm de diametro dispuesto dentro de una caja Petri (Figura
7A). Sobre el papel filtro, se colocaron 10 larvas de G. mellonella para mantener una
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proporcion de 20 nematodos/larva. Las cajas Petri se incubaron a 25°C durante 10 dias.
Transcurrido este tiempo, los cadaveres de larvas se depositaron en trampas White (figura
7B) y se almacenaron nuevamente en la incubadora a 25°C por 4 dias mas hasta que los
nuevos 1Js salgan de los cadaveres y queden atrapados en la trampa White. Los 1Js se

colectaron y se traspasaron a recipientes con agua destilada para lavarlos (figura 7C).

Figura 7. Renovacion de los aislamientos

Nota: A) Infeccién de G. mellonella con 1Js, B) Colocacion de larvas muertas en trampas White, C)

Cosecha de los nuevos 1Js.

Los recipientes se colocaron en forma inclinada por 20 minutos hasta que los
nematodos decanten. El proceso de lavado se repitio por tres veces cambiando el agua y
se almacené en cajas Petri de 15 cm de diametro con 30 mL de agua destilada con
aproximadamente 16500 IJs y en fundas plasticas en la que contenian tiras de esponja y
120 mL de agua destilada con aproximadamente 68000 1Js. Finalmente, tanto las cajas
Petri como las fundas con nematodos se colocaron en refrigeracidn a una temperatura de
10°C. La informacion de los aislamientos seleccionados de la coleccion de la EESC se

muestra en el anexo A.
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2.3.2 Obtencion de especimenes

Las muestras de infectivos juveniles se obtuvieron de los aislamientos que se
renovaron. En cambio, para obtener especimenes adultos, se realizo la infeccion de larvas
de G. mellonella con los nematodos entomopatdgenos (NEPS) renovados siguiendo la
metodologia descrita en el apartado 2.3.1, tal como se aprecia en la figura 8. Sin embargo
los especimenes adultos de primera y segunda generacion se obtuvieron disectando las
larvas infectadas en solucion Ringer (figura 8A, 8B y 8C) a los 3 y 8 dias respectivamente

bajo el estereomicroscopio Olympus SZ40 (lvanova et al., 2013).

Figura 8. Obtencion de especimenes adultos

Nota: A) Infeccién con NEPs renovados en larvas de G. mellonella, B) Diseccion de larvas de G.

mellonella, C) Colecta de NEPs en fase adulta.

2.3.3 Analisis moleculares

Para la identificacion molecular se utiliz6 un espécimen hembra de primera
generacion de cada aislamiento, el mismo que se obtuvo tres dias después de la
inoculacion mediante diseccion de los cadaveres de G. mellonella en solucion Ringer.
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2.3.3.1 Extraccién de ADN

La extraccion se realizé siguiendo el método propuesto por Nguyen (2007) con
modificaciones. Se cortd una hembra de primera generacion con un bisturi en tres
secciones en 5 pL de agua ultrapura. Se transfirieron los cortes del nematodo a un
microtubo que contenia 18 pL de MIX de Buffer (8 pL de Buffer 10X + 10 pL de agua
doble destilada; ver anexo B) y se coloco en hielo. Después se afiadié 2 L de proteinasa
K (20 mg/ml) y luego se incubd en el termociclador a 65°C por una hora, seguido por
95°C por 10 minutos para completar la lisis celular, digestar proteinas e inactivar la
proteinasa K. Posteriormente el tubo se centrifugé a 12000 rpm por dos minutos y se
almaceno a -20°C.

2.3.3.2 Amplificacion de fragmentos por PCR

La amplificacion de las regiones 28S (segmento de expansion D2/D3) e ITS (ITS1-
5.8S-1TS2) del ADNr nuclear se realiz6 con dos pares de primers distintos (figura 9).

— T — =
) < =) <@

Figura 9. Regiones del ADNr que se amplificaron junto con el par de primers.

La region D2/D3 se amplifico con los primers universales forward D2A (5°-
ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3’) y reverse D3B (5°-
TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3’), para lo cual se siguio el protocolo de Gutiérrez-
Gutiérrez et al. (2011) con modificaciones. La reaccion se llevé a cabo a un volumen final

de 50 uL como se muestra en la tabla 4.
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Tabla 4
Concentraciones y volimenes para PCR para amplificacion de la region D2D3

Componentes Volumen
: Concentracion Concentracion
Reacciones . : 1X
inicial final
Primer D2A 25 mM 0,6 uM 1,2uL
Primer D3B 25 mM 0,6 uM 1,2 uL
MgCl. 25 mM 2mM 4 uL
dNTPs 5mM 0,1 mM 1puL
Buffer 10 X 1X S5 pL
Taqg polimerasa (Invitrogen) 5 U/uL 1,5 U/uL 0,3 L
ADN 2,5uL
H20 34,8uL

Las condiciones de PCR para la amplificacion de las regiones se muestran en la
tabla 5.

Tabla 5
Condiciones de PCR para la amplificacion en el termociclador ABI Applied Biosystems
A24811

Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 3 min 1X
Desnaturalizacion 94°C 1min
Hibridacién 55°C 30s 30X
Extension 72°C 2 min
Extension final 72°C 7 min 1X

La region ITS del ADNr se amplificd siguiendo la metodologia propuesta por
Subbotin et al. (2000) con modificaciones, mediante el uso de primers forward TWS81 (5°-
GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3") y reverse AB28 (5°-
ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-3’) y la reaccion se llevo a cabo a un volumen final
de 100 pL tal como se muestra en la tabla 6. La informacion detallada de los primers que

se utilizaron para la identificacion molecular se muestra en el anexo C.
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Tabla 6

Concentraciones y volimenes para PCR para amplificacion de la region ITS
Componentes Volumen

. Concentracion Concentracion
Reacciones T ; 1X
inicial final

Primer TW81 10 uM 0,2uM 2uL
Primer AB28 10 uM 0,2 uM 2 UL
MgCl; 50 mM 4mM 8 uL
dNTPs 2 mM 0,2 mM 4 uL
Buffer 10 X 10X 10 pL
Taq polimerasa (Invitrogen) 5U/uL 5U/uL 1puL
ADN 2uL
H20 71uL

Las condiciones de PCR para la amplificacion de los fragmentos se realiz
segun lo sugerido por Subbotin et al. (2000) y se presentan en la tabla 7.

Tabla 7
Condiciones de PCR para la amplificacion en el termociclador ABI Applied Biosystems
A24811

Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 4 min 1X
Desnaturalizacion 94°C 1min
Hibridacion 55°C 1,5min 35X
Extension 72°C 2 min
Extension final 72°C 10 min 1X

2.3.3.3 Cuantificaciéon de ADN

Para conocer la concentracion en ng/uL del ADN extraido, se utiliz6 el equipo
Epoch Microplate Spectrophotometer. Primero, se midi0 la muestra blanco (agua

ultrapura Milli-Q) cargando 2 uL en los primeros pocillos de la placa del equipo. Luego
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se midié 2 uL de cada una de las muestras del ADN extraido. El software que se utilizd
fue Gen 5 versién 2.07.

2.3.3.4 Analisis de productos en gel de agarosa

Una vez terminado el proceso de amplificacion, se analizd el ADN mediante
electroforesis horizontal a 100 V por 40 minutos. Se colocaron las muestras en gel de
agarosa al 1,5% disuelto en tampdn TAE 1X (tris 40 mM, acetato 20 mM, EDTA 1 mM)
con 4 uL de SYBR Green para la coloracién del ADN. En cada pocillo se deposito 4 uL
de producto de PCR combinado con 3 pL de Blue Juice. Se separaron las bandas de ADN
y se observaron los resultados del gel bajo luz UV en un fotodocumentador marca Labnet
ENDURO GDS Touch, Modelo GDST-1302. EI marcador que se utilizé fue 1Kb Plus
DNA Ladder (anexo D).

2.3.3.5 Analisis por secuenciacion

Los productos obtenidos por PCR se purificaron y secuenciaron por el método de
Sanger en Macrogen, (Seoul, South Korea) tomando en consideracién los permisos del
Ministerio de Ambiente bajo el Convenio Marco Institucional MAE-DNB-CM-2015-
0024 denominado “Estudio De Caracterizacion, Bioecologia Y Desarrollo De
Componentes De Manejo Integrado De Cultivos Del Ecuador”. Los resultados de las
secuencias obtenidas se editaron en el programa Chromas 2.6 (Technelysium, 2016) y
BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999) para obtener las secuencias consenso. Finalmente, las
secuencias se compararon con la base de datos presentes en Genbank mediante el paquete

bioinformatico Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

2.3.3.6 Analisis filogenético

El analisis filogenético se realiz0 utilizando secuencias que mostraron un
porcentaje alto de identidad de la base de datos del GenBank. Mediante el algoritmo

Clustal W en el software MEGAT7 se realizaron los alineamientos multiples de las
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secuencias. Los alineamientos se revisaron y las regiones ambiguas de las secuencias se
excluyeron mediante el sitio online Gblocks. Finalmente, los arboles filogenéticos de la
region ITS y de la region D2D3 se dedujo por separado, utilizando el método de
Parsimonia Maxima (PM) (Saitou & Nei, 1987) para obtener un arbol de consenso usando
el algoritmo subarbol-poda-regrafo (SPR) (Nei & Kumar, 2000). Los intervalos de
confianza para los diferentes patrones de ramificacion en los arboles se midieron con el
test de bootstrap, con 1000 repeticiones (Felsenstein, 1985). Los analisis evolutivos se
realizaron en MEGAY7 (Tamura et al., 2013). Las especies Caenorhabditis elegans
(FJ589008) y Panagrellus redivivus (AF331910) se utilizaron como taxén out-group
durante la construccion de los arboles basados en las secuencias ITS y D2D3, sugeridos
por Nguyen (2007).

2.3.4 Analisis por microscopia electronica de barrido (MEB)

La microscopia electrénica de barrido (MEB) se utiliz6 para visualizar estructuras
morfolégicas superficiales que no pueden ser apreciadas con microscopia Optica de
especimenes adultos e infectivos juveniles. Estas estructuras se nombran en la tabla 8 junto

con la forma de evaluacion empleada para caracterizar la especie.

Tabla 8
Estructuras a visualizar mediante microscopia electronica de barrido (MEB)
Estructura Forma de evaluacion Tipo de espécimen que se
visualizara
Papilas labiales Presencia o ausencia y Machos, hembras e
conteo infectivos juveniles
Papilas cefalicas Presencia o ausencia y Machos, hembras e
conteo infectivos juveniles
Aberturas anfidiales Presencia o ausencia y Machos, hembras e
conteo infectivos juveniles
Espiculas Presencia 0 ausencia Machos
papilas genitales Presencia o ausencia 'y Machos
conteo

Continta ‘
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Campo lateral Presencia o ausencia de Infectivos juveniles
canales corporales y conteo

Cola Forma de la cola Machos, hembras e
infectivos juveniles

La preparacion de las muestras se realizd con la metodologia modificada propuesta
por Eisenback (1991) tal como se aprecia en la figura 10. Los especimenes adultos de
primera y segunda generacion (machos y hembras) y los infectivos juveniles se colocaron
en tubos eppendorf conteniendo 2 ml de solucién Ringer y se calentaron a bafio Maria por
2 minutos para relajar e inactivar a los nematodos (figura 10A). Luego, se lavaron con
agua destilada durante 10 minutos por tres veces y luego se realizd la fijacion en
glutaraldehido al 3% tamponado con fosfato de sodio 0,05 M a pH 6,8 a 4°C durante 24
horas (figura 10B). Después, se colocaron los nematodos en una solucion de tetroxido de
osmio (OsO4) al 1% durante 12 horas a 4°C (post-fijacion, figura 10C). Transcurrido este
tiempo, los NEPs se lavaron con agua destilada durante 10 minutos por tres veces y se
deshidrataron a diferentes concentraciones de etanol (20%, 30%, 50%, 70%, 90%, 95% y
100%) por 10 minutos en cada concentracion (figura 10D). Al terminar este proceso, se
almacenaron los recipientes en nitrogeno liquido por 24 horas y se liofilizaron por
aproximadamente 8 horas (figura 10E). Finalmente, los NEPs se colocaron sobre
portabjetos de MEB de aluminio conteniendo una cinta de carb6n adhesiva y se revistieron
con polvo de oro (20 nm de espesor) con el evaporador Q150R y se observaron en el
microscopio electrénico de barrido MIRA 3, Tescan® del laboratorio de Caracterizacién

de Nanomateriales de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE (figura 10F).



Figura 10. Preparacion de muestras de NEPs para la visualizacién en el MEB
Nota: A) Muerte de NEPs; B) Fijacion, C) Postfijacion, D) Deshidratacion, E) Liofilizacion, F)

Cubrimiento con oro y visualizacién en el MEB.

33



34

CAPITULO III
RESULTADOS

3.1  Analisis moleculares
3.1.1 Extraccion y cuantificacion del ADN

La extraccion del ADN de los nematodos entomopatogenos (NEPs) de cada
aislamiento (CB13, HO4D, HO1G y 2TH) se realiz6 siguiendo el protocolo de Nguyen
(2007) mencionada en la metodologia, y su efectividad se comprobd mediante el proceso
de cuantificacion. En la tabla 9 se observa los resultados obtenidos de la cuantificacion;
los valores promedio obtenidos de la concentracion (ng/pL) y absorbancia (260/280)
fueron de 190.827 ng/uL y 0.508 respectivamente al extraer el ADN de 1 hembra adulta

por cada aislamiento.

Tabla 9
Datos de la cuantificacion del ADN extraido de 1 hembra adulta por cada aislamiento
Muestra 260/280 ng/pL
CB13 0.471 275.038
HO04D 0.468 236.417
HO1G 0.552 12.423
2TH 0.542 239.430
Promedio 0.508 190.827

3.1.2 Amplificacién del ADN por PCR

La amplificacion de laregion ITS (ITS1-5.8S-1TS2) del ADNr se realizé con éxito
mediante el uso de primers universales, TW81 (forward) y AB28 (reverse), segun la
metodologia modificada de Gutiérrez-Gutiérrez et al. (2011). En el gel de electroforesis
de la figura 11 se muestra la eficacia de estos primers ya gque se observaron bandas muy
claras en todos los aislamientos amplificados. Ademas el gel revel6 una longitud de 800

bp de la regién ITS para los cuatro aislamientos.
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Figura 11. Fotografia de productos amplificados por PCR de la region ITS del ADNr de
los aislamientos CB13, HO4D, HO1G y 2TH

Nota: M) Marcador de peso molecular, (-) control negativo, (+) control positivo. Las bandas observadas
son de 800 pb.

La amplificacion de la region D2D3 del gen 28S del ADNr se realiz6 mediante el
uso de los primers D2A (forward) y D3B (reverse) segun el protocolo modificado de
Subbotin et al, (2000). El gel de electroforesis, de la figura 12, muestra una longitud de
620 pb del fragmento D2/D3 para los cuatro aislamientos. También se observaron bandas
muy claras dentro del gel demostrando asi la eficacia del par de primers en el proceso de

amplificacion.

Figura 12. Fotografia de productos amplificados por PCR de la region D2/D3 del ADNr
de los aislamientos CB13, HO4D, HO1G y 2TH

Nota: M) Marcador de peso molecular, (-) control negativo, (+) control positivo. Las bandas observadas
son de 620 pb.
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3.1.3 Secuenciacién de los aislamientos

Los productos PCR de las muestras amplificadas, tanto para la regiéon ITS como
para el segmento de expansion D2D3, se secuenciaron. Los resultados de las secuencias
se editaron en el programa Chromas 2.6 y BioEdit 7.2.5 y se obtuvieron las secuencias

consenso que se describen en el anexo E.

En la tabla 10 se observa que el tamarfio de la secuencia consenso de la region ITS
de las muestras CB13, H04D, 2TH y HO1G provenientes de las provincias de Carchi,
Chimborazo y Tungurahua, presentan valores de 800 pb.

Por otro lado, el tamafio de las secuencias consenso del segmento de expansion

D2D3 muestran valores de 620 pb., entre todas las muestras obtenidas de las diferentes

provincias.
Tabla 10
Tamario de las regiones amplificadas
Muestra Género Provincia Tamarfio Tamarfio
Hipotético region ITS region D2D3
CB13 Steinernema Carchi 800 pb 620 pb.
spp.
H04D Steinernema Chimborazo 800 pb. 620 pb.
spp.
HO1G Steinernema Chimborazo 800 pb. 620 pb.
spp.
2TH Heterorhabditi  Tungurahua 800 pb. 620 pb.
S Spp.

Los tamafios de las secuencias consenso obtenidas de la regién ITS y D2D3

corroboran los resultados mostrados en el gel de electroforesis del apartado anterior.
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3.1.4 Andlisis de las secuencias
Las secuencias consenso de las regiones ITS y D2D3 de los aislados estudiados se

compararon, de forma independiente, con los datos existentes disponibles en GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov). En el anexo F se muestran los resultados de la bdsqueda

realizada en el programa bioinformatico BLAST con cada uno de los aislados junto con
las identidades y coberturas obtenidas en este estudio.

Las secuencias de las regiones ITS de los aislamientos H04D y 2TH mostraron
una similitud del 99% con la especie de S. feltiae con coberturas de 99% y 95%
respectivamente; en cambio las secuencias de los aislamientos CB13 y HO1G mostraron

una identidad de 83% y 87% con coberturas del 95% Yy 100% cada una, respectivamente.

Los mejores resultados del BLAST se desplegaron con las secuencias de la region
D2D3 de los 4 aislamientos cuyas identidades fue de 99% con la especie de S. feltiae y
coberturas superiores al 97%. En la tabla 11 se resume los resultados obtenidos junto con

el nimero de accesion de la especie con la que presento la cobertura e identidad maxima.

Tabla 11
Especie identificada y el nimero de accesion de la especie con la que present6 una alta
identidad

BLAST para las secuencias de la region ITS

Aislamiento Especie Maximo de Cobertura Numero de
identificada identidad Accesion
CB13 S. feltiae 83% 95% FJ860040
H04D S. feltiae 99% 99% LN611139
HO1G S. feltiae 87% 100% JF728858
2TH S. feltiae 99% 95% LN611139
BLAST para las secuencias de la region D2D3
Aislamiento Especie Maximo de Cobertura NuUmero de
identificada identidad Accesion
CB13 S. feltiae 99% 98% JF728852
H04D S. feltiae 99% 99% JF728852
HO1G S. feltiae 99% 98% JF728852

2TH S. feltiae 99% 99% JF728852



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.1.5 Andlisis filogenético

Se realizo el anélisis filogenético de las secuencias de la region ITS de los cuatro
aislamientos, CB13, HO4D, HO1G y 2TH. El arbol filogenético se construyé por el método
de parsimonia méaxima en el programa bioinformatico MEGA 7, a partir de las secuencias
que se obtuvieron de la region ITS con las secuencia de los organismos mas proximos con

un alto porcentaje de identidad (figura 13).

LME11139 Steinernema feltiae Strain EDE1 Lebanaon
KMO16371 Steinernema feltiae Strain PAC clone 3¢ Finlandia
Steinernema feltiae isalate 2TH INIAP

0310470 Steinernema feltiae Strain columbia Canada
AN1T0335 Steinernerma feltiae Strain microbio China
JHA03712 Steinernema feltiae clone Migeria-stein-1 Migeria
JE247223 Steinernema feltiae Isolate SFC Mueva zelanda
KPS70838 Steinernema feltiae lsolate EPMNT1 Turguia
FJ3E0040 Steinernerma feltiae [solate IRAZLY Iran
AY170336 Steinernema feltiae Strain Pumping China
JF7ZE856 Steinernema feltiae isolate SMC Indonesia
KT373480 Steinernema feltiae isolate Strelcha Bulgaria
ANZINES Steinerrna feltiae Strain T92 Indonesia
Steinernema feltiae isolate HO4D [NIAP

KMO16346 Steinernema feltiae strain 626 clone 2c Republica Checa
JFTZEB58 Steinernerna feltiae [solate SNGD Indonesia
KFY353258 Steinermema feltiae isolate KM Ucrania
EEABNBBB Steinernema feltiae Isolate HkEr36 Japon
Steinernema feltiae solate HOTG IMIAR

Steinernerna feltiae lsolate CB13 [NIAP

FJ589005 Caenorhabditis elegans

Figura 13. Relacidn filogenética de los 4 aislamientos de la EESC con 16 especies de S.
feltiae, partiendo de las secuencias de la regién ITS del ADNr y empleando el método de
méaxima parsimonia.

Nota: El &rbol de consenso bootstrap inferido a partir de 1000 repeticiones se tomd para representar la

historia evolutiva de los taxones analizados. La especie Caenorhabditis elegans (FJ589008) se utilizd

como grupo externo. Los valores de probabilidad bootstrap <50 no se muestran.

Los resultados del arbol colocaron al aislamiento 2TH en un clado con aislados de
Steinernema feltiae de Lebanon y Finlandia; el aislamiento HO4D en un clado cercano con

aislamientos de S. feltiae pertenecientes a Indonesia. En cambio los aislados HO1G y
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CB13 resultaron ser los méas lejanos a todos los demas clados de Steinernema feltiae,
corroborando los resultados del apartado anterior en el que se mostraba un porcentaje de

identidad bajo para estos aislamientos.

La construccion del &rbol filogenético a partir de las secuencias de la region D2D3
de los cuatro aislamientos en estudio se realizo, igualmente, mediante el método de
parsimonia maxima en el programa bioinformatico MEGA 7. En la figura 14 se muestra
la ubicacidn de los aislamientos dentro del arbol al ser comparadas con otras especies de

Steinernema.

Steinernema feltiae isolate 2TH
JF728853 Steinernema feltiae isolate SCM Indonesia
JF728852 Steinernema feltiae isolate SNC Indonesia

50

50

50 L EF157015 Steinernema puntauvense Costa Rica

Steinernema feltiae isolate HO4D
100 Steinernema feltiae isolate HO1G
—50|: Steinernema feltiae isolate CE13
50 KTE7IE7 Steinernema feltiae Bulgaria
J¥436334 Steinernema feltiae isolate FUMZ Iran
JF728855 Steinernema feltiae isolate S5p60 Indonesia
50 50 JFSZ05966 Steinernema feltiae isalate FUMT Iran
{ JFE20963 Steinernema feltiae isolate Araks Iran
5 50 ——— Q795723 Steinernema litarale voucher PAK.P.S.7 Pakistan
50 GUSEI051 Steinernema jollieti LISA
—50|: FJ165549 Steinernema weiseri Francia
HMOOD104 Steinernema everestense voucher UGMD: 104185 Nepal
EF194275 Steinernema sp. 1 SPS-2006 isolate JCLO16 Colombia
GUSEI055 Steinernema aregonense strain 05-10 USA
KCB31424 Steinermema Kraussei isolate LM11kS Polonia
EF520284 Steinernema cholashanense strain Tibet China

KCE31428 Steinermnema silvaticurn isolate LM30k3 Polonia
AF331910 Panagrellus redivivus

50

75

50

Figura 14. Relacion filogenética de Steinernema feltiae del INIAP con 17 especies de
Steinernema basado en el analisis de la region D2D3 del gen 28S rDNA, utilizando el

método de maxima parsimonia.

Nota: El arbol de consenso bootstrap, inferido a partir de 1000 repeticiones, se toma para representar la
historia evolutiva de los taxones analizados. La especie Panagrellus redivivus (AF331910) se utiliz6 como

grupo externo. Los valores de probabilidad bootstrap <50 no se muestran.
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En el arbol se puede observar que los aislados CB13, H04D, HO1G y 2TH,
presentan gran similitud con los asilados de Steinernema feltiae de Indonesia ya que se
colocaron dentro del mismo clado. Estos datos corroboran los resultados obtenidos del
BLAST en el que se mostraba que todos los aislamientos presentaban una identidad del

99% con cepas de S. feltiae provenientes de Indonesia.

Dentro del mismo clado, se observa también que las especies S. feltiae de los 4
aislamientos en estudio y los de Indonesia, son hermanos cercanos a otra especie de

Steinernema denominada S. puntauvense.

3.2  Caracterizacion morfoldgica

Las imagenes obtenidas mediante microscopia electronica de barrido (MEB)
proporcionaron datos sobre la estructura externa del nematodo permitiendo su
caracterizacion morfoldgica. En cada micrografia se registré las estructuras principales de
la especie por estadios y las medidas que se tomaron con el MEB se muestran en la tabla
12 y en el anexo G. Las medidas registradas muestran que los especimenes machos y
hembras de primera generacion son de mayor longitud que los especimenes machos y
hembras de segunda generacion.

Tabla 12

Mediciones con MEB de S. feltiae por estadios

Morfometria con MEB

Espécimen medida
Infectivo Juvenil 653.81 um
Macho de primera generacion 961.36 um
Macho de segunda generacién 739.32 um
Hembra de primera generacion 2944.34 um

Hembra de segunda generacién 1368.41 pm
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3.2.1 Infectivos juveniles (1J)

La caracterizacion morfologica de especimenes juveniles de S. feltiae se muestra

en la figura 15.

Figura 15. Micrografias de un infectivo juvenil de Steinernema feltiae

Nota: A) Se muestra la region de la cabeza finamente redondeada con 4 papilas cefalicas (p.c.) y una

abertura anfidial (an.); B) Campo lateral de la region anterior muestra inicialmente un aumento de 4 a 6
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crestas; C) Campo lateral con 8 crestas en el cuerpo medio; D-E) Campo lateral dela parte posterior
mostrando la reduccion gradual a 6 crestas para hacerse 4 y terminar en 2 crestas; F) Parte ventral de la
region de la cola mostrando la posicion del ano; G) El cuerpo se muestra casi recto, delgados y

gradualmente ahusado en la parte posterior.

Entre las caracteristicas externas se destaca una longitud de aproximadamente
653.81 um. Muestran un cuerpo casi recto y delgado (figura 15G). La region de la cabeza
es fina y redondeada (figural5A). No se observa papilas labiales pero si 4 papilas cefalicas
(p.c.) distribuidas simétricamente alrededor de la cabeza, ademas presenta una anfidia
(an.) ubicada casi a nivel de las cuatro papilas cefalicas (figura 15A). Ademas se visualizo
una boca cerrada y estrias transversales finas en la cuticula (figura 15A). La vista de los
campos laterales comienzan en la regién anterior con 4 crestas, siendo una de ellas muy
prominente (figura 15B). Cerca del nivel del poro excretor las 4 crestas se separan en 6
hasta incrementarse en 8 crestas separadas por 9 lineas distintas uniformemente
espaciadas y desarrolladas (figura 15B y 15C). El patrén de 8 crestas se extiende
posteriormente hasta cerca del ano; después, el nimero de crestas se reducen a 6 (figura
15D), luego a 4 para finalmente terminar en 2 extendiéndose casi hasta la punta de la cola
(figura 16E). Con la descripcion anterior, la formula para la disposicion de las crestas
desde la cabeza hasta la colaes: 4, 6, 8, 6, 4, 2; por ultimo la cola muestra una forma larga,

con el extremo en punta (figura 15E).

3.2.2 Especimenes machos de primera generacion

La caracterizacion morfol6gica de especimenes machos de primera generacién de

S. feltiae se muestra en la figura 16.
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Figura 16. Micrografias de especimenes machos de Steinernema feltiae
Nota: A-B) Cabeza masculina de primera generacion muestra 6 papilas labiales (p.l.), 4 papilas cefalicas
(p.c.) y una abertura anfidial (an.); C-D) Cola de espécimen macho de primera generacion muestra el
mucron (m), espicula pareada (esp.), 11 pares de papilas genitales y un sola papila ventral (v); E) Cabeza

masculina de segunda generacion con 6 papilas labiales y 4 papilas cefélicas F) Cola de espécimen macho
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de segunda generacion muestra el mucrén (m) y espicula pareada (esp.) junto con 11 pares de papilas

genitales (1-11) distribuidos de forma similar a los machos de primera generacion.

Las micrografias muestran que los especimenes presentan un cuerpo delgado,
curvados ventralmente, en forma de J (figura 16D). La longitud es de 961.36 um y la
cuticula presenta finas estrias transversales visibles. La cabeza se muestra truncada
ligeramente redonda, con 6 papilas labiales (p.l.) y 4 papilas cefalicas (p.c.), ademas
presenta una anfidia (an.) localizada lateralmente entre el circulo labial y cefalico de las
papilas (figura 16A y 16B). La region posterior del espécimen muestra espiculas pareadas
y la cola tiene una terminacion redondeada y con presencia de mucron (m) (figura 16C).
También presenta en su totalidad 23 papilas genitales dispuestas en 11 papilas pares y una
papila media ventral (v) situada justo antes de la abertura cloacal (figura 16C y 16D). Las
papilas pareadas se distribuyen de la siguiente manera: seis pares precloacales
subventrales (numeracion 1, 2, 3, 4,5, 7), un par precloacal lateral (ligeramente subdorsal,
numeracion 6); un par de papilas subventral adcloacal (numeracion 8); y 3 pares
postcloacales (un par subdorsal que corresponde a la numeracion 9 y dos pares subventral

terminal que corresponden a la numeracion 10 y 11) (figura 16C y 16D).

3.2.3 Especimenes machos de segunda generacién

La morfologia general es similar a los machos de primera generacion, pero estos
son de menor tamafio, 739.32 um (figura 16E y 16F). La cola presenta un mucrén (m)

grande y se observa una espicula (esp.) pareada y prominente (figura 16F).

3.2.4 Especimenes hembras de primera generacion

La caracterizacion morfologica de especimenes hembras de primera generacion

de S. feltiae se muestra en la figura 17.
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Figura 17. Micrografias de especimenes hembras de Steinernema feltiae
Nota: A) cabeza femenina de primera generacién muestra 6 papilas labiales (p.l.), 4 papilas cefélicas (p.c.)
y cuticula anulada; B) abertura vulval femenina de primera generacion con labios salientes y ligeramente

asimétricos; C) abertura anal femenina de primera generacién con labios post-anales sobresalidos y
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asimétricos; D) cola femenina de primera generacion gruesa y con terminacion en punta cénica corta; E)
cabeza femenina de segunda generacién similar a las hembras de primera generacion; F-G) La cola tiene

una forma conoide y con hinchazén post-anal.

En las micrografias se observan anulaciones en la cuticula. La cabeza se presenta
bruscamente redondeada y ligeramente adelgazada anteriormente con 6 papilas labiales y
4 papilas cefélicas (figura 17A). La longitud es de 2944.34 um. Presenta la abertura vulval
cerca del centro del cuerpo con labios salientes y ligeramente asimétricos (labio posterior
mas grande que el labio anterior) (figura 17B). Los labios post-anales sobresalen y se
muestran asimétricos, el labio anterior es mas pequefio que el labio posterior (figura 17C).
La cola (parte de cuerpo que se ubica después de la abertura anal) es gruesa y terminan en
punta conica corta (figura 17D).

3.2.5 Especimenes hembras de segunda generacién

Es similar a la hembra de primera generacion, pero mas pequefia (figura 17E), la
longitud del cuerpo es aproximadamente 1368.41 um. La cola tiene una forma conoide y
con hinchazén post-anal (figura 17G). La vulva presenta labios sobresalientes y

simétricos.
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CAPITULO IV
DISCUSION

En esta investigacion se utilizd los nematodos entomopatogenos (NEPS)
pertenecientes a la coleccion de la Estacion Experimental Santa Catalina (EESC) del
Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), los cuales se colectaron en
los afios 2004-2006 de las provincias de Carchi, Cotopaxi, Chimborazo y Tungurahua por
Hernandez (2006). Los cuatro aislamientos que se utilizaron son: CB-13 (Carchi), HO4D
y HO01G (Chimborazo) y 2TH (Tungurahua), mismos que se identificaron como
Steinernema (CB13, H04D, HO1G) y Heterorhabditis (2TH). La identificacion inicial se
realiz6 en base a la coloracion de la larva infectada en G. mellonella: color ocre
(Steinernema) y color café rojizo (Heterorhabditis) tal como se describe en los estudios
realizados por Bedding & Akhurst (1975), Castillo et al. (2011) Fernandez et al. (2017).

La identificacion de las especies presentes en cada uno de los aislamientos, se
inici6 con el proceso de extraccion del ADN de nematodos hembras de primera generacion
ya que, segun Kuwata et al. (2006), Campos-Herrera et al. (2006) y Hominick et al.
(1997), estos especimenes son mas faciles de manejar por su tamafio y se puede extraer
una mayor cantidad de ADN. La extraccion se realizo siguiendo el protocolo de Nguyen
(2007), el ADN se cuantificé en el espectrofotometro y se obtuvo una concentracion
promedio de 190.827 ng/uL, con el valor mas bajo para el aislamiento HO1G (12.423
ng/uL). Este resultado pudo deberse a varios factores: a) no se produjo una lisis completa
de las células, b) errores de pipeteo al momento de colocar los reactivos y c) en la
cualificacion no se tomo una muestra representativa de ADN, de acuerdo a lo que indica
Catasls & Matias-Gulu (1997). A pesar de esto, Bolivar et al. (2014) menciona que la

cantidad de ADN puede ser de tan sélo 1 ng sin perjudicar el proceso de PCR.

El valor promedio de absorbancia (260/280) fue de 0.508, e indica una baja pureza
del ADN extraido, ya que el valor 6ptimo es de 1.8-2 segun lo describe Alonso (2017).
Esta variacion posiblemente se deba a la presencia de proteinas o fracciones de membrana

en las muestras que indican contaminacion (Brusés et al., 2000); sin embargo, estos
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resultados no influyeron en los procesos de PCR realizados en este estudio ya que la
amplificacion se realiz6 exitosamente. Cabe recalcar que este trabajo no requirié pureza y
calidad alta debido a que los marcadores moleculares seleccionados (ITS y D2D3)
amplifican bien aun en concentraciones bajas de ADN (2-3 puL) (Gutiérrez-Gutiérrez et
al., 2011; Subbotin et al., 2000)

La amplificacion de las regiones ITS y D2D3, se seleccionaron en base a los
estudios de Stock (2002), Nguyen (2007), Tamiru et al. (2012) y Cimen et al. (2015),
donde indican que estas regiones son las mas importantes dentro del ADNr para estudiar
a los nematodos en diferentes niveles moleculares. La amplificacion de la region ITS y
D2D3 se realiz6 segun el protocolo de Subbotin et al. (2000) y de Gutiérrez-Gutiérrez et
al. (2011), respectivamente, con la finalidad de realizar arboles filogenéticos para
compararlos aislamientos de la EESC-INIAP, con otras especies 0 cepas de otras regiones
que se hayan reportado hasta actualidad. Segun Lephoto (2013), laregion ITS es altamente
conservada en muchas especies de nematodos y se la puede utilizar para realizar
reconstrucciones filogenéticas e identificar especies. Por otro lado Stock (2009) menciona
que el segmento D2D3 es una region de expansion que evoluciona lentamente, haciendo
que sea apropiado para crear arboles filogenéticos y revelar diferencias entre la mayoria

de las especies.

Los primers TW81/AB28 y D2A/D3B son considerados como universales para la
amplificacion respectiva de las regiones ITS y D2D3 del ADNr del nematodo. Su eficacia
ha sido comprobada en estudios similares realizados por Tamiru et al. (2012),
Abdolmaleki et al. (2016) y Gokce et al. (2013). En el presente estudio, estos primers
amplificaron exitosamente las regiones anteriormente mencionadas, siguiendo el
protocolo de Gutierrez-Gutiérrez et al. (2011) y Subbotin et al. (2000). El gel de
electroforesis reveld bandas muy claras para todos los aislamientos y amplicones de 800
pares de bases para la region ITS y 620 pares de bases para la region D2D3. Resultados
similares obtuvo Tamiru et al. (2012) en el que utilizaron el mismo par de primers y
obtuvieron fragmentos de 800 bp para los ITS y 650 bp para el segmento de expansion

D2D3. De la misma manera De Brida y sus colaboradores (2017) amplificaron la region
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D2/D3 de nematodos aislados de areas agricolas en Brasil y describieron amplicones con
una longitud 590 bp. De forma similar Abdolmaleki et al. (2016) reportd un tamafio de
750 pb en la amplificacion de laregion ITS de S. feltiae de aislados de nematodos en Iran.
Estos resultados muestran que las regiones son de tamario similar en los nematodos y que
se encuentran dentro de los rangos esperados: 800-1000 pb., para la region ITS y 500-750
pb., para la region D2D3 segun lo mencionado por Hominick et al. (1997) y De Ley et al.
(1999).

Los productos PCR de la region ITS y D2D3 de los cuatro aislamientos se
secuenciaron y los resultados obtenidos se compararon con la base de datos en el
GenBank. Los analisis por BLAST de las secuencias ITS de los aislamientos 2TH y H04D
mostraron un porcentaje de identidad de 99% con S. feltiae (LN611139), el cual se
considera como un porcentaje confiable para afirmar que se trata de la especie desplegada
en el programa (Robles, 2013); en cambio los aislamientos CB13 y HO1G presentaron
porcentajes de identidad de 83% y 87% respectivamente. Estos bajos porcentajes
posiblemente se deban a errores de lectura en la secuenciacion, ya que en el proceso de
obtencidn de las secuencias consenso se observaron muchas incongruencias en los pares
de bases. Resultados similares se obtuvieron en los estudios realizados por Negrete (2013)
al analizar secuencias ITS en sus aislamientos, afirmando una mala calidad de las
secuencias, por tal razon este investigador descartd estas secuencias para los analisis

posteriores.

El andlisis filogenético mostrado en la figura 13 muestra que los aislamientos
CB13 y HO1G se encuentran muy aparatados de la especie de S. feltiae especialmente el
aislamiento CB13 que no se introdujo en ningun clado. Este resultado confirma los analisis
obtenidos en el BLAST, en el que estos aislamientos presentaron bajos porcentajes de
identidad con la especie S. feltiae; no obstante, los aislamientos 2TH y HO4D se presentan
como los mas cercanos a las especies de S. feltiae provenientes de Finlandia e Indonesia,

respectivamente.

Los analisis por BLAST de las secuencias del segmento de expansion D2D3 de

los aislamientos presentaron un porcentaje de identidad de 99% con S. feltiae del mismo
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namero de accesion (JF728852) y porcentajes menores a 98% con otras especies de
Steinernema principalmente con S. litorale, S. jollieti y S. weiseri. Este resultado tiene
concordancia con lo descrito por Nguyen et al. (2007), quien menciona que S. feltiae
pertenece a un grupo de especies similares, el mismo que esta conformado por S. kraussei,

S. oregonense, S. weiseri, S. jollieti, S. silvaticumy S. litorale.

El arbol filogenético de la figura 14 confirma la relacion establecida entre los
aislamientos de la EESC-INIAP y las otras especies de Steinernema, especialmente con
S. puntauvense. Este dato se corrobora con los anélisis obtenidos por Uribe-lorio & Stock
(2007) quienes encontraron que S. puntauvense es hermano cercano de S. feltiae y esta
incluido dentro de un clado que comprende otras especies morfolégicamente similares,
tales como S. kraussei y S. oregonense. Ademas, se observo que los aislamientos HO4D,
HO01G y HO04D son hermanos cercanos y se relacionan con aislamientos de S. feltiae
provenientes de Indonesia, en especial el aislamiento 2TH.

Mediante los analisis moleculares se comprobo también que el aislamiento 2TH
no corresponde al género Heterorhabditis reportado inicialmente, ya que en el proceso de
renovacion se observé que todas las larvas infectadas (G. mellonella) con NEPs
presentaban una coloracion ocre y no se observo la coloracion café rojizo, caracteristica
que es atribuida a la coloracion de la larva cuando se encuentra infectada con el género
Heterorhabditis segun Hernandez (2006). Esta coloracion ocre que daba a suponer la
presencia Unica del género Steinernema se confirmé con el BLAST que desplego
porcentajes altos de identidad con Steinernema en todos los aislamientos; en base a estos
resultados se puede mencionar que el analisis de coloracion debe ser complementado con
otras técnicas de identificacion ya que segun Morton (2009) las larvas infectadas pueden
dar otras coloraciones que va desde ocre al casi negro para el género Steinernema y un
color rojizo, naranja, amarillo o verde par a el género Heterorhabditis, pudiendo dar lugar
a pequefias confusiones. Por lo tanto en una identificacion se parte de la observacion de
la coloracion de las larvas infectadas, pero requiere metodologias complementarias tal
como lo muestran Abdolmaleki et al. (2016), Cho (2009), Malan et al. (2011) y Negrete

(2013), quienes realizan una caracterizacion morfoldgica, mediante microscopia éptica;
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molecular, mediante técnica PCR; secuenciacion y finalmente complementarla con

microscopia electronica de barrido para identificar géneros y especies.

Otra posible causa de la deteccidn de Steinernema en el aislamiento 2TH es que
pudo haberse producido una contaminacion del aislamiento original con la especie S.
feltiae, ya que cada 3 y 6 meses se debe realizar el proceso de renovacién para obtener
nuevos infectivos juveniles (1Js), prolongar la supervivencia del aislamiento y evitar el

extravio de la especie (Castillo et al., 2011).

Dentro de los resultados de los analisis moleculares también se destacé que no
existia la presencia de ninguna otra especie del género Steinernema y que la Gnica que
prevalecia en todos los aislamientos era S. feltiae. Esto probablemente se deba a que la
mayoria de los aislamientos se obtuvieron de lugares (Carchi, Chimborazo y Tungurahua)
con altitudes superiores a 3000 msnm y temperaturas por debajo de los 15°C (Hernandez,
2006); condiciones que, segun Van & Malan (2014), permiten la supervivencia y
funcionamiento 6ptimo del género Steinernema y donde la especie S. feltiae es mas
abundante. En cambio la presencia de Heterorhabditis esta ligado a regiones tropicales
(Nguyen, 2007). Este dato se corrobora con el estudio de Rosa et al. (2000), que
mencionan que la altitud influye en la distribucion de ambos géneros en las Islas de
Azores; el género Heterorhabditis fue méas abundante en altitudes bajas y va
disminuyendo conforme aumenta la altitud, en donde empieza a ser mas abundante el
género Steinernema. Nguyen, et al. (2007), menciona que S. feltiae es la especie mas
comun y extendida con una distribucion casi cosmopolita y su deteccidn se ha reportado
en regiones como Europa, Norte América, Sur América, Australia, Nueva Zelanda y
Africa, por tanto es muy com(n que esta especie sea la mas caracterizada y utilizada a

nivel mundial.

Otro factor que podria explicar la presencia Unica de S. feltiae en todos los
aislamientos es que fue la Unica que se adapto a las condiciones de almacenamiento del
INIAP, ya que como lo menciona Saenz, (2005), no todas las especies soportan las mismas

condiciones y temperaturas de almacenamiento, asi por ejemplo S. feltiae es una especie
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capaz de sobrevivir y funcionar a temperaturas inferiores a 15° C; en cambio, S. riobrave

es més tolerante al calor y sobrevive incluso a temperaturas de 29°C (Van & Malan, 2014).

Finalmente, la caracterizacion morfoldgica se realiz6 mediante microscopia
electronica de barrido. La caracterizacion consistio en un examen cualitativo y
cuantitativo de los rasgos de los cinco estadios de la especie que corresponden a adultos
de primera y segunda generacion (machos y hembras) e infectivos juveniles. Los
resultados obtenidos muestran que los individuos siguen el mismo patron morfologico
externo reportado por Nguyen et al. (2007) para S. feltiae. De forma similar Nikdel &
Niknam (2015), aislaron a S. feltiae del bosque de Arasbaran en Iran y la caracterizaron
mediante métodos morfométricos, morfoldgicos, moleculares y por microscopia
electronica de barrido, reportando los mismos patrones morfoldgicos externos que se
observaron en este estudio. En base a estos estudios se confirma que la especie analizada
en esta investigacion se trata de S. feltie. Sin embargo la longitud de los infectivos
juveniles (653.81 um), machos de primera generacion (961.36 um), machos de segunda
generacion (739.32 um), hembras de primera generacion (2944.34 um) y hembras de
segunda generacion (1368.41 um) difieren de las reportadas en Nguyen et al. (2007) cuyos
datos muestran longitudes de mayor tamafio para cada estadio obtenidas por microscopia
de Luz. Estas diferencias en tamafio posiblemente se debe a que, en el momento de la
preparacion de las muestras antes de visualizar en el MEB, los nematodos sufren un
encogimiento por el proceso deshidratacion y secado tal como lo menciona Hooper (1988)
y Eisenback (1991). Por tanto las medidas obtenidas por MEB pueden variar de las
obtenidas en microscopia de luz en la cual solo se realiza el proceso de fijacion para tomar

las medidas de los nematodos (Nguyen, 2007).

Otra variante que se observd en esta investigacion es que los campos laterales de
los infectivos juveniles (1Js) comienzan anteriormente con cuatro crestas poco
diferenciadas, siendo una de ellas muy prominente (Fig. 16B). Resultados diferentes se
reportaron en los estudios de Nikdel & Nikman (2015) y Nguyen et al. (2007), los cuales
describen que los campos laterales de S. feltiae comienzan anteriormente con una linea

seguida por dos lineas adicionales para formar dos crestas. Por lo tanto, la variante
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obtenida en este estudio se deba posiblemente a que se produjo un dafo en esa parte de la
cuticula del 1J al momento del secado por liofilizacion haciendo que las lineas y crestas
del campo lateral no se diferencien de manera adecuada, ya que la liofilizacion es un
método de secado alternativo y poco utilizada por los nematologos (Eisenback, 1991).
Para superar este problema Nguyen & Duncan (2002) y Hominick et al. (1997) sugieren
realizar el secado mediante punto critico con CO- liquido o Freon para obtener excelentes
micrografias. Cabe mencionar que en esta investigacion se utilizo la liofilizacion debido
a que no se disponia del equipo necesario para el secado por punto critico mediante CO>
liquido; sin embargo, esta metodologia no afecto a los otros estadios de los nematodos y

se obtuvieron imagenes igualmente buenas.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

El presente estudio permitié identificar y caracterizar a la especie de nematodo

entomopatogeno (NEP) denominado Steinernema feltiae mediante la técnica PCR y

microscopia electrénica de barrido. En base a los resultados obtenidos se presentan las

siguientes conclusiones:

El proceso de amplificacion por PCR se realiz exitosamente con los primers
universales TW81/AB28 y D2A/D3B, permitiendo la visualizacion de bandas
claras en el gel de electroforesis con fragmentos de 800 y 620 pares de bases de

las regiones ITS y D2D3 respectivamente.

El resultado de la secuenciacion de las regiones ITS y D2D3 determind que los
individuos analizados de cada aislamiento de la coleccion en la Estacion
Experimental Santa Catalina (EESC), pertenecen a la especie Steinernema feltiae.
Con las técnicas moleculares utilizadas se descart6 la presencia de individuos del

género Heterorhabditis.

En los analisis moleculares se construyeron arboles filogenéticos mediante la
metodologia de Méaxima Parsimonia con las secuencias de los fragmentos ITS y
D2D3, lo cual permitié observar que los cuatro aislamientos de la EESC se

asemejan mayoritariamente a especies de Steinernema feltiae de Indonesia.

Las micrografias obtenidas por microscopia electronica de barrido corrobor6 los
resultados de los andlisis moleculares permitiendo la caracterizacion morfologica
de la especie Steinernema feltiae con base a claves taxonomicas reportadas

bibliograficamente.
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CAPITULO VI
RECOMENDACIONES

El empleo de esta investigacion ayudara en la identificacion de otras especies de

nematodos entomopatdgenos en estudios futuros, sin embargo se plantea algunas

recomendaciones para la obtencion de mejores resultados:

En la extraccion del ADN, se aconseja el uso de hembras adultas en vez de
infectivos juveniles porque son mas faciles de manejar debido a su gran tamafio y

se puede extraer una mayor cantidad de ADN.

En los ensayos de microscopia electrénica de barrido, se sugiere probar otras
metodologias para el secado de los nematodos como secado por punto critico con
CO:2 liquido o freon debido a que la liofilizacion es poco recomendable ya que

produce un cierto dafio en la cuticula del nematodo.

Se aconseja realizar otros estudios de prospeccion de nematodos entomopatégenos
en otras regiones del pais con la finalidad de caracterizar, identificar nuevos

especimenes y ampliar la coleccion de la ESSC-INIAP.

Se recomienda dar un mejor mantenimiento a las colecciones y tomar las
precauciones necesarias para evitar cualquier contaminacion entre aislamientos,
paraevitar la pérdida de especimenes y prologar el tiempo de vida de los infectivos

juveniles.
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