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RESUMEN

Los nematodos entomopatdégenos (NEPs) se consideran como agentes
potenciales para el control de plagas en ambientes cripticos, encontrandose en
diversidad de ambientes a través del mundo. El objetivo del presente estudio fue
aislar nematodos entomopatdgenos nativos (NEPs) en campos cultivados con
agave (Agave angustifolia Haw) en los Valles Centrales de Oaxaca y determinar
su potencial en el control del picudo del agave (Scyphophorus acupunctatus
Gyllenhal) (Coleoptera: Curculionidae). Se colectaron sesenta muestras de suelo
(1000 g de suelo c/u) en el periodo de marzo a junio 2012. Se utilizé la técnica de
insecto-trampa con larvas de Galleria mellonella (L.). Después de obtener cinco
aislamientos, se comprob6 la entomopatogenicidad de cuatro de éstos utilizando
los postulados de Koch. Empleando secuenciacion de los espaciadores internos
transcritos (ITS) del ADN ribosomal (DNAr) y la subunidad 28S, fueron
identificadas las especies Steinernema websteri (Cutler y Stock), Steinernema
carpocapsae (Weiser) y Metarhabditis (Rhabditis) rainai. La eficacia de control de
las cepas fue determinada con larvas de S. acupunctatus expuestas a
concentraciones de 100, 500 y 1000 juveniles infectivos (JI) por mililitro en cajas
de Petri. En ambas especies de nematodos, las concentraciones que causaron las
mayores mortalidades fueron 500 y 1000 JI por larva en un rango que vario de 85
a 100% de mortalidad bajo condiciones de laboratorio. Las Concentraciones
Letales medias (CLso) fueron de 168 JlI para S. websteri y 147 JI de S.
carpocapsae, respectivamente, mientras que las CLoo fueron de 890 y 3739 JI, en
el mismo orden. Los ensayos en campo de aplicacion de Steinernema websteri y
Steinernema carpocapsae mediante aspersion y endoterapia no registraron
mortalidad de larvas de S. acupunctatus, por lo cual se recomienda enfatizar la
investigacion sobre formulacién y métodos de aplicacion. Este estudio presenta el
primer reporte de una cepa nativa de S. websteri en México, la cual es propuesta
como agente de control biol6gico contra S. acupunctatus. Asi mismo es el primer
reporte de aislamiento para Oaxaca del nematodo Metarhabditis (Rhabditis) rainai

y el segundo en el pais después del registrado en Guasave, Sinaloa.



Palabras clave: Nematodos entomopatdgenos, Steinernema, juveniles infectivos,

control biolégico, picudo del agave.

ABSTRACT

Entomopathogenic nematodes (EPNs) are potential control agents for
insect pests in cryptic habitats and are found in many environments worldwide.
Native entomopathogenic hematodes were collected from March to June 2012 in
soil from agave (Agave angustifolia Haw) fields in the Central Valleys of Oaxaca to
evaluate potential for control of agave weevil, Scyphophorus acupunctatus
Gyllenhal (Coleoptera: Curculionidae). The technique of insect-baiting with larvae
of Galleria mellonella (L.) was used. Using sequencing internal transcribed spacer
regions of ribosomal DNA and the 28s or subunit, Steinernema websteri Cutler &
Stock and Steinernema carpocapsae (Weiser) and Metarhabditis (Rhabditis) rainai
nematodes were identified. The entomopathogenicity of the nematodes was
verified by Koch’s postulates. The efficacy of the strains at concentrations of 100,
500, and 1,000 infective juveniles (IJ’s) per milliliter was tested on S. acupunctatus
larvae in Petri dishes. Both nematode species at concentrations of 500 and 1,000
IJ’s per larva killed 85-100% of agave weevils. The lethal mean concentrations
(LCso0) were 168 |J’s of S. websteri and 147 IJ’s of S. carpocapsae, while the LCoo
values were 890 and 3,739 IJ’s per larva, respectively. The bioassays in field of S.
websteri and S. carpocapsae for spraying and endotherapy not recorded mortality,
so it is recommended to emphasize research on formulation and application
methods. This study is the first report of a native S. websteri strain in Mexico,
which is proposed as a potential biological control agent against S. acupunctatus.
Also is the first report of isolation of nematode Metarhabditis (Rhabditis) rainai in

Oaxaca and the second of the country after the registration in Guasave, Sinaloa.

Keys words: Entomopathogenic nematodes, Steinernema, infective juveniles,
biological control, agave weevil.
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l.- INTRODUCCION
La familia agavaceae esta integrada por ocho géneros, entre los cuales se

encuentra el género agave; en el continente americano se encuentran 310
especies descritas y México cuenta con 272 especies, de las cuales 151 son
endémicas. Por esta razon se considera a México como el centro de origen,

diversificacion y evolucion de las especies de agave (Granados, 1999).

Las agavaceas se hallan desde el nivel del mar hasta los 3,300 msnm sin
embargo, su abundancia es mayor entre los 800 y 2,500 msnm (SAGARPA et al.,
2004).

En Oaxaca, México la superficie georreferenciada cultivada con agave,
asciende a un total de 8,422.7 hectareas; los distritos de Tlacolula (54.4%) vy
Yautepec (27.1%) concentran el 81.5 % del total en tanto que los demas distritos
solo representan el 18.5 % (Fundacion Produce Oaxaca, 2008). La produccién de
mezcal es una actividad de gran importancia econdmica y social que se ve
afectada por una gama de problemas ambientales y bioldgicos, dentro de éstas
sobresalen la incidencia de enfermedades y plagas entre las que destaca el
ataque del picudo de agave, que ocasiona dafios severos a la planta de maguey
(COMMAC, 2004).

El picudo delagave (Scyphophorus acupunctatus Gyllenhal) es la principal
plaga del agave pulquero (Agave atrovirens Kart), agave tequilero (Agave

tequilana Weber) y agave mezcalero (Agave angustifolia Haw) (Halffter, 1957).

Las larvas de este insecto barrenan la parte basal de las hojas, lo que
ocasiona la pudricion y muerte de la planta, el picudo de agave en fase adulta
generalmente esta asociado con microorganismos, entre las que se incluyen
algunos hongos y bacterias (Fucikovsky, 1999), ademas el adultos puede ser un

vector natural de la bacteria Erwinia carotovora Dye en agave (Rodriguez, 1999).



Uno de los principales problemas para el manejo de este insecto es que
todo su ciclo biolégico lo realiza en el interior de la planta, es decir, es de tipo
criptico.

El combate de los picudos se dificulta debido a distintos factores. Los adultos
machos producen una feromona que atrae a las hembras y machos. Una vez fecundadas,
las hembras depositan sus huevecillos en un orificio que cavan en el tallo central de la
planta; la nueva generacién de adultos emerge después de aproximadamente 135 dias
(Solis-Aguilar et al., 2001). Todos los estadios larvarios coexisten en la parte central,
donde cavan galerias y propagan la bacteria y se alimentan del tejido en descomposicion.
Después de 60-80 dias las larvas abandonan la planta y pupan en el suelo. Otra
complicacion la representa el que las plantas requieren de 7-8 afios para alcanzar la

madurez, por lo que se requiere manejar la plaga por varios afios.

A pesar de que estas condiciones complican el manejo de la plaga, también
proporcionan condiciones para la utilizacion de nematodos entomopatégenos para
su control, ya que éstos son mas efectivos en ambientes cripticos y han sido
utilizados exitosamente contra varias especies de picudos (Shapiro-llan et al.
2004). Estos nematodos se podrian aplicar para reducir las poblaciones de larvas
y pupas, ya que varios aspectos de su ciclo de vida los hacen candidatos ideales

para el control de los picudos.

Los NEP han sido utilizados exitosamente para el control de especies
relacionadas, incluyendo el picudo de los citricos Diaprepes abbreviatus, picudo del nogal
Curculio caryae, picudo negro de la vid Otiorhynchus sulcatus (Grewal et al. 2005) y

picudo grande del pino Hylobius abietis (Dillon et al., 2006), entre otros.

Ademas, en un afan de conservar o alterar lo menos posible la
biodiversidad existente en los distintos ecosistemas, la practica del biocontrol de
insectos plaga mediante el uso de NEP actualmente tiende a usar
preferentemente especies de NEP endémicos de las zonas geograficas donde
éstos serian aplicados para el biocontrol (Campos-Herrera et al., 2007), en lugar
de usar especies exoéticas aisladas de nichos ecologicos diferentes, que por otra

parte aun continla siendo la practica mas ampliamente usada en muchos



agrosistemas. Mas aun, se ha reportado que el uso de especies nativas de NEP
es frecuentemente mas eficaz que el correspondiente a especies exoticas, cuando
los especimenes han sido aplicados en igualdad de circunstancias (Campos-
Herrera et al., 2007).

No obstante la importancia que tiene S. acupunctatus en las plantaciones de
Agave en Oaxaca, los métodos de control bioldgico usando nematodos entomopatdégenos
han sido poco estudiados.

Por consiguiente, es necesario aislar y caracterizar nematodos
entomopatdégenos nativos adaptados localmente que se evallen biolégicamente

contra el picudo del agave.



Il. REVISION DE LITERATURA
2.1.1 Origen y distribucion geografica

Esta plaga es originaria de América, del suroeste de Estados Unidos, Baja
California, México. Actualmente se encuentra en paises de Asia, Africa, Europa y
Oceania (CAB International, 2011). En México se tienen registros de su presencia
en los estado donde se cultivan las diferentes especies de Agave (Gonzalez et al.,
2007).

2.1.2 Hospedantes

El picudo delagave tiene preferencia por especies de agave como el
henequén (Agave fourcroydes), el maguey pulquero (A. atrovirens), el agave
tequilero (A. tequilana var. Azul), el agave mezcalero (A. angustifolia). También se
le ha encontrado en otros géneros y especies de plantas como el nardo
(Polianthes tuberosa) y (Yucca valida) (Camino et al., 2002; Servin et al., 2006;
Gonzalez et al.,, 2007; Veldzquez et al., 2006). Se considera la plaga mas

significativa de agaves cultivados del mundo (Ruiz-Montiel et al., 2009).

2.1.3 Clasificacion taxondmica

El picudo del agave pertenece al phyllum: Arthropoda, clase: Insecta, orden:
Coleoptera, familia: Dryophthoridae, género: Scyphophorus, y especie:
acupunctatus Gyllenhal (CAB International, 2011)

2.2 Descripcion morfologica
2.2.1 Huevo

Los huevos del picudo del agave son de color blanco-perla de forma
ovoide-alargada, con una longitud de 1.3 a 1.7 mm y diametro de 0.50 a 0.60 mm,
con corion suave y delgado, a medida que van madurando van tomando un tono
amarillento (Solis, 2001).



2.2.2 Larva

Las larvas son de color blanco-lechoso y apodas, presentan cuerpo
curvado y arrugado. El ultimo segmento abdominal presenta dos procesos
carnosos, cada uno con tres setas, de las cuales dos estan en posicion central.
Las larvas completamente desarrolladas miden 18 mm de largo por 4 mm de

ancho, con cabeza dura y mandibulas fuertes (Solis, 2001).

2.2.2 Pupa

La pupa es de tipo exarata, miden en promedio 16 mm de largo, de color
amarillo cafesoso al principio, pero después, la cabeza y otras partes adquieren
una coloracion mas oscura, hasta que la pupa se torna de un color café muy
oscuro, casi negro. Los paquetes alares, patas y pico se ven a los lados y bajo la

superficie del cuerpo (Solis, 2001).

2.2.3 Adulto

Los adultos son de color negro, miden de 12 a 15 mm en promedio, con
una fina puntuacibn en todo el cuerpo; sus élitros son estriados y sin
pubescencias; pico casi recto, funiculo antenal de seis segmentos, el mazo
antenal no visible lateralmente; el escutelo es pequefio y apice de los élitros
truncados; la formula tarsal 5-5-5, con el tercer segmento bilobulado, y el ultimo
tarso con ufias simples. Abdomen compuesto por 10 segmentos, aungue
ventralmente solo cinco segmentos (esternitos) son visibles, dorsalmente son
visibles ocho (terguitos), el resto de los segmentos se encuentran plegados
dentro del cuerpo y modificados en los 6rganos de reproduccion (Figura 1.3a y b).
Las hembras ovipositan cuatro huevos por mes y de 25 a 30 durante su vida
(Ruiz et al., 2008).

El sexo de los adultos se diferencia morfolégicamente en el ultimo
segmento abdominal en vista ventral, en la hembra es angosto y puntiagudo y en
el macho es truncado y romo. La abertura de la genitalia en el macho es en forma
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de media luna; mientras que en la hembra es en forma de ranura para la

recepcion del edeago (Figura 1.3c) (Rodriguez, 2011).

Hembra Macho

Figura 1. Dimorfismo sexual del adulto del picudo del agave. Vista lateral (A), vista dorsal
(B) y diferenciacion morfolégica del ultimo segmento abdominal (C). (Tomado de
Rodriguez, 2011).

2.3 Biologia

El periodo de incubacion varia de 3 a 7 dias. El ciclo biologico del picudo
del agave desde huevo hasta adulto es de 81 dias, aunque puede variar en
funcién del medio ambiente y los factores nutricionales (Ramirez-Choza, 1993).
Los estados de prepupa y pupa se completan entre los 3-10 y 12-16 dias,
respectivamente (Gonzélez et al., 2007). De acuerdo con Bravo (2003) en
Oaxaca, dada la diversidad de ambientes que existen, se estimé que para
localidades representativas y con condiciones ambientales diferentes, el nUmero
de generaciones del picudo de agave en un afio varia de 1.4 a 2.6, dependiendo

de las condiciones ambientales.



2.4 Dafnos

Los dafios de este insecto son provocados por larvas en todos sus
instares, debido a que barrenan las pifias mientras que los adultos se encuentran
entre la base de las hojas, en el cogollo, en la raiz principal y en infestaciones
severas invaden el escapo floral (Aquino et al., 2007). Sanchez-Pefia (2001)
reporta a S. acupunctatus como vector de la bacteria Erwinia carotovora en A.
tequilana. Solis-Aguilar et al., (2001) encontraron en todas las plantas con
sintomas de pudricion del cogollo, presencia de adultos y larvas de S.
acupunctatus, al evaluar la relacion entre plantas afectadas por este sintoma y la
infestacion con picudo en campo. El adulto es activo durante todos los meses del
afio (Ramirez, 1993); sin embargo, durante los meses de febrero a julio se
presentan los picos de méxima actividad, un poco antes del periodo de lluvias
(Solis, 2001).

Solis y colaboradores (2001), reportan pérdidas significativas en las
plantaciones comerciales de Agave tequilana Weber y henequén (A. fourcroyd
Lemaire). En esta Ultima especie, se han reportado pérdidas del 40% en el
rendimiento en el norte de Yucatan (Valdés et al., 2004).

Bravo (2003) reporta perdidas entre 1,4-26%, mientras que Aquino y
colaboradores (2005) reportan pérdidas que van de 14,4-46,4% en cultivos de

agave espadin (A. angustifolia Haw) en los valles del estado de Oaxaca.

2.5 Control
2.5.1 Control quimico

El control del picudo del agave con insecticidas es complicado, ya que los
adultos, larvas y pupas se encuentran dentro de la “pifa”, sin embargo, cuando se
detectan picudos alimentandose sobre una o varias plantas dafiadas en el cogollo,
pueden hacerse aplicaciones de insecticidas de contacto ligeramente téxicos, para

reducir las poblaciones del insecto (Pérez y Rubio, 2007).



2.5.2 Control etoldgico

Aqui se incluye el uso de semioquimicos, trampas con feromona,
kairomona, repelentes, alomonas, disuasivos de la alimentacion y otras sustancias

gue modifican el comportamiento del insecto (Azuara-Dominguez, 2013).

2.5.3 Control Cultural

Es recomendable que los productores al detectar plantas con pudricion del
cogollo avanzada y que son altamente atractivas para los picudos adultos, las
eliminen quemandolas, como una medida fitosanitaria para reducir las poblaciones

del picudo del agave y la dispersion de la enfermedad (Gonzalez et al., 2007).

2.5.4 Control bioldgico

Dentro de los enemigos naturales del picudo del agave se encuentran los
depredadores de larvas como Hololepta spp. (Coleoptera: Histeridae), Placodes
ebeninus Lewis, Lioderma yucateca Marseul y L. cacti Marseul. Mientras que en el
caso de parasitoides se menciona a Alienoclypeus insolitus Shenefelt
(Hymenoptera: Braconidae) (Lock, 1969). Para el control de adultos se
recomiendan los hongos entomopatdgenos como Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Verticillium spp., y los nematodos entomopatégenos
Steinernema spp., Steirnema feltiae cepa California y de Heterorhabditis indica
(Rhabditida: Heterorhabitidae (Alvarez, 2000; Pacheco, 2002; Espinosa et al.,
2005; Aquino et al., 2006; Gonzélez et al., 2007).

Una alternativa es utilizar el control biolégico haciendo uso de parasitoides,
depredadores y patdogenos (Rodriguez-Del Bosque, 2012). Una parte importante
dentro de éste, la constituye el control microbiano, en donde el uso de nematodos
entomopatdégenos (NEPs) en el manejo de plagas ha cobrado importancia en afios

recientes (Lacey et al., 2001).



2.6 Nematodos entomopatégenos

Los nematodos entomopatdgenos o entomofilicos comprenden especies
que tienen afinidad con insectos (Stock, 2002). Sin embargo, no fue hasta 1930 en
gue se considerd la posibilidad de usar nematodos para el control de Popilia

japonica (Coledptera:Scarabidae).

Los nematodos entomopatégenos poseen cuerpo elongado y cilindrico,
tienen una longitud que va desde 0.1 a 8 mm (Alatorre, 2012), mientras la longitud
de los juveniles infectivos va de un rango de 440-1500 pum, son no segmentados,
con sistema excretor, nervioso, digestivo, reproductivo y muscular, carecen de
sistema circulatorio y respiratorio (Kaya y Stock, 1997). El tracto alimenticio inicia
a partir de la boca, seguida de una cavidad bucal o estoma, eso6fago, intestino,
recto y ano (Kaya y Stock, 1997).

Los sexos estan separados. El sistema reproductivo del macho se inicia
ventralmente dentro del recto formando la cloaca, tiene uno o dos testiculos y
poseen espiculas esclerosadas utilizadas como una estructura de copulacion,
estas pueden o0 no ser guiadas por otras estructuras denominadas gobernaculos.
Las hembras tienen uno o dos ovarios y la vulva localizada ventralmente cerca de
la mitad del cuerpo o mas cargada hacia la parte posterior (Kaya y Stock, 1997). A
los estados inmaduros es dificil determinarles el sexo debido a que no se les

detectan estructuras genitales aparentes.

Los nematodos del género Steinernema y Heterorhabditis han surgido como
excelentes candidatos de biocontrol, ya que son reconocidos con potencial para el
manejo de insectos con hdbitat criptico como barrenadores y algunas plagas
edaficolas o que presentan una fase de desarrollo en el suelo (Gaugler, 2002;
Alatorre, 2012). Los NEPs de las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae
presentan una asociacion simbibtica con bacterias especificas del género
Xenorhabdus y Photorhabdus, respectivamente, ubicadas en el intestino de los

infectivos juveniles (JI).



2.6.1 Clasificacion

Los neméatodos pertenecen al reino Animalia, dentro del clado Ecdysozoa, o
animales que mudan (Aguinaldo et al., 1997). Dentro del phylum Nematoda, se
conocen 30 familias asociados a insectos (Stock y Hunt, 2005), siete de estas
familias contienen especies que tienen potencial para el control bioldégico de
insectos: Mermithidae (Orden: Mermithida), Allantonematidae, Neothylenchidae,
Rhabditidae, Diplogasteridae, Heterorhabditidae y Steinernematidae (Orden:
Rhabditida) (Stock y Goodrich-Blair, 2012).

Cuadro 1. Lista de grupos taxonomicos de nematodos parasitos vy

entomopatdégenos.

Clase Orden Familia
ENOPLEA Mermithida Mermithidae
CHROMADOREA Rhabditida Steinernematidae

Allantonematidae
Neotylenchidae
Rhabditidae
Diplogasteridae

Heterorhabditidae

Tomado y modificado de Stock y Goodrich-Blair, (2012).
Dentro de la familia Steinernematidae Steinernema es el género aceptado y
en Heterorhabditidae es Heterorhabditis (Kaya et al., 1993).

Los NEPs pertenecen al phylum: Nematoda, clase: Secernentea, orden:
Rhabditida, familia: Steinernematidae y Heterorhabditidae, género: Steinernema y
Heterorhabditis (Stock y Hunt, 2005).
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2.7 Biologia

Los nematodos entomopatdgenos tienen un ciclo de vida, que presenta seis
estados: huevo, cuatro estadios juveniles (JI, J2, J3, J4), y adultos. El huevo
embrionado eclosiona en un primer juvenil (J1) que se mantiene dentro de la
cubierta del huevo. El primer juvenil muda y desarrolla dentro de un segundo
juvenil (J2) que se mantiene en el huevo. El segundo estado juvenil bien
desarrollado perfora la cubierta del huevo y eclosiona, se alimenta y continta su
desarrollo, mudando eventualmente en tercer estadio (J3). El tercer estadio
continda su desarrollo, mudando a cuarto instar (J4) y esta muda finalmente al
estado adulto (&, Q) (Alatorre, 2012).

Los NEPs producen formas resistentes, las cuales se designan como
juveniles resistentes, juveniles infectivos (JI 6 J3) (dauer). Las formas juveniles
resistentes son el tercer estadio de desarrollo del nematodo, estas formas
usualmente se encuentran cubiertas por la cuticula del segundo estadio. Este lleva
las células de la bacteria simbionte (alrededor de 200) dentro de una porcién

ventricular del intestino o en el lumen faringeal (Lewis, 2002).

Dicho ciclo puede proceder por dos rutas; a) si los nutrientes suministrados
son suficientes y la poblacion no presenta un hacinamiento, los juveniles
infecciosos se desarrollan hasta llegar a machos y hembras adultas de la primera
generacion (Alatorre, 2012).

Los huevos de estas hembras adultas eclosionan y los JI se desarrollan a
través de cada estado de vida, hasta formar poblaciones amfimicticas (machos y
hembras) adultas de segunda generacion. Este ciclo de vida tarda de 8 a 10 dias
a 24 °C (ciclo largo). b) si los nutrientes son insuficientes o existe un hacinamiento
en la poblacion, los JI se desarrollan hasta llegar a ser machos y hembras adultos
de la primera generacion y los huevos producidos por las hembras dan origen
directamente a juveniles infecciosos, este ciclo tarda de 6 a 7 dias (ciclo corto)
(Alatorre, 2012).

11



Los ciclos de vida dependen de la temperatura y no se completa a
temperaturas inferiores de 10 o 15 °C o a temperaturas superiores de 35 a 37°C,
siendo la optima de 24 °C (Alatorre, 2012).

2.7.1 Simbiosis nematodo-bacteria

Los NEP de los géneros Steinernema y Heterorhabditis, estan asociados
simbidticamente con bacterias patdégenas de insectos pertencientes a la familia
Enterobacteriaceae, asi Heterorhabditis estd asociado con bacterias del género

Photorhabdus y Steinernema con Xenorhabdus (Montesinos, 2003).

Las bacterias simbiontes se encuentran ubicadas en una vesicula especial
en el intestino de los juveniles infectivos de las especies del género Steinernema
(Xenorhabdus spp.) y a lo largo del intestino completo y la faringe de los juveniles
infectivos de especies del género Heterorhabditis (Photorhabdus luminescens)
(Peteira, et al., 2008).

Los nematodos se reproducen en el cadaver, alimentandose de la biomasa
producida por la bacteria y de los tejidos del insecto que ha metabolizado la
bacteria. Cuando los JI escapan del cadaver del insecto, portan ya las células de
la bacteria en su interior, asegurando la persistencia de la asociacion simbidtica

entre ambos organismos a través de generaciones (Peteira, et al., 2008).

Los JI no se alimentan fuera del insecto, sin embargo pueden vivir varias
semanas de las sustancias que tienen almacenadas como lipidos, 0 permanecer
latentes por varios meses al entrar en estado cercano al anhidrobidtico (Grewal,
2000).

Este mutualismo simbidtico nematodo-bacteria es altamente especifico,
tanto que las especies de nematodos no pueden re-asociarse con especies de

bacterias no nativas (Stock et al., 2001; Emelianoff et al. 2008).
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2.7.2 Penetracion e Infeccién

Después de localizar a su hospedero susceptible el JI penetra a través de
las aberturas naturales (boca, ano, espiraculos, membranas intersegmentales) y
alcanza al hemocele (Lewis et al., 2006). Los JlI liberan la bacteria, la cual causa
una septicemia letal, usualmente dentro de 24-48 horas (Figura 2) (Mekete et al.,
2005). Las células bacterianas producen compuestos antimicrobianos que inhiben

el crecimiento de una amplia gama de microorganismos (Peteira, et al., 2008).

Liberacion bacteria

4
Inicio 22 Generacion 32 Generacion
Infeccién | Bl P
@ Fecundacion : : Emergenciadeluveniles
: S adultos | ¢ infectivos (JI)
( 1 1 i 1 1 | 1 1 1 J
1 2 3 < 5 6 7 8 9 10

Muerte hospedero DIAS DESPUESDE LA INFECCION

Figura 2. Linea de tiempo mostrando el progreso de la infeccion por S.
carpocapsae a 25°C (Lewis, 2002).

Los nematodos se alimentan de la bacteria y del cadaver en
descomposicion del insecto, se reproducen por 2-3 generaciones dentro del
cadaver completando su desarrollo y emergen como juveniles de tercer estadio
(JI 6 J3), dispersandose dentro del suelo en busqueda de nuevos hospederos
(Adams y Nguyen, 2002).

De manera alternativa los nematodos pueden penetrar el sistema traqueal a
través de los espiraculos. En larvas de mosca sierra (Hymenoptera: Diprionidae),

los espiraculos son la ruta mas importante de entrada para S. carpocapsae
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(Alatorre, 2013). Otras especies de insectos, sin embargo, excluyen a los
invasores del sistema traqueal por la presencia de placas espiraculares, como en

el caso de las gallinas ciegas y larvas de mosca (Alatorre, 2013).

Otro sitio de penetracion utilizado por los nematodos entomopatégenos es
el tegumento o las membranas intersegmentales. Después de penetrar
exitosamente, los JI se encuentran en el hemocele, en donde se enfrentan al
sistema inmune del hospedero. Los nematodos pueden resistir la respuesta del
insecto hospedero (encapsulacion, melanizacién) mediante infecciones multiples
(Dowds y Peters, 2002). El periodo transcurrido desde la invasion del nemétodo a
la liberacion de la bacteria es crucial para evitar la respuesta de encapsulacion
(Alatorre, 2013).

Se ha demostrado que al introducir la bacteria simbionte al hemocele,
mediante inyeccion intrahemocilica en larvas de Galeria mellonella, la bacteria es
igualmente patdgenica, que al ser introducida por el nematodo, por lo que se dice

gue el nematodo actia como vector o jeringa (Alatorre, 2013).

2.7.3 Comportamiento de los JI

Los neméatodos entomopatdogenos pueden  comportarse  como
emboscadores (ambusher), que estan en espera del paso por la superficie del
suelo de un insecto hospedero o hasta que un hospedero favorable entre en su
habitat (Grewal et al., 2001). Otro grupo es denominado buscador (cruiser), en
donde los JI pueden buscar activamente a su hospedero, son moviles,
desplazdndose en el suelo de manera horizontal y vertical, en respuesta a las
sefales quimicas del hospedero (gradientes bacterianos, heces fecales, dioxido
de carbono), habilidad que les permite encontrar a sus hospederos (Grewal et al.,
2001).
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Los JI pueden mantenerse parados sobre su cola, moviéndose de un lado a
otro (nictacion) o inclinandose para saltar (jumping) como mecanismo para atacar
a su hospedero. La frecuencia de salto varia entre las especies de Steinernema,
pero no se ha reportado en Heterorhabditis. El salto se inicia cuando el neméatodo
esta parado sobre su cola y dobla rapidamente su region anterior de su cuerpo,
hasta que la cabeza haga contacto con la region ventral de su cuerpo y en esa

posicion toma el impulso para saltar.

La fuerza generada por este mecanismo es suficiente para impulsarse un
promedio de 4.8 + 0.8 mm (nueve veces la longitud del nematodo). El
comportamiento de estar parados y saltar se correlacionan con los nematodos
emboscadores (Campbell y Kaya, 2000). Los nematodos con comportamiento de
buscadores tienden a ser mas largos en tamafio que los emboscadores (Campbell
y Kaya, 2002).

Los emboscadores se asocian principalmente a las primeras capas del
suelo y los buscadores con perfiles mas profundos (Campbell et al., 1996). Asi,
especies de Steinernema se localizan en suelo a profundidades menores de 15
cm, mientras que especies de Heterorhabditis se encuentran en el suelo a

profundidades hasta de 35 cm.

2.8 Steinernematidae y Heterorhabditidae

Los neméatodos dentro del género Steinernema (Travassos, 1927)
(Steinermatidae) constituyen una promesa como agentes de control bioldgico
debido a su alta virulencia y amplio rango de hospederos (Stock et al., 2001). Los
cadaveres de insectos infectados por nematodos steinernematidos presentan una

coloracién ocre, amarillo-marrén o negro (Kaya y Stock, 1997).

Las especies de Steinernema estan distribuidas ampliamente por el mundo
y los aislados muestran diferencias en el comportamiento, rango de huéspedes,
infectividad y tolerancias ambientales; esta variabilidad ha estimulado el interés en
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encontrar nuevas cepas Yy especies potencialmente utiles para el control biolégico
(Stock et al., 2001).

Los steinernematidos presentan una reproduccion sexual al existir desde su
maduracion, individuos hembras y machos, por lo cual todas las generaciones son
amfimiticas, lo cual favorece una mayor diversidad genética y especiacion
(Hominick et al., 1996), con excepcion de S. hermafroditum, hermafrodita en la

primera generacion (Stock et al., 2004).

Actualmente, Steinernema comprende 40 especies descritas (Lopez-Nufiez
et al., 2007). Estos hallazgos sugieren que Steinernema se encuentra mas

ampliamente distribuido en los suelos que Heterorhabditis (Peteira, et al., 2008).

La familia Heterorhabditidae contiene a los nematodos entomopatdégenos
del género Heterorhabditis, que se caracterizan por vivir en asociacion simbidtica
con bacterias de la familia Enterobacteriaceae, del género Photorhabdus, que

llevan en su intestino (Kaya y Gaugler, 1993).

Los Heterorhabditis penetran en el huésped por aberturas naturales (boca,
ano o espiraculos) y también pueden penetrar directamente a través de la cuticula
(Lewis y Clarke, 2012). La infeccion en insectos por nematodos Heterorhabditis
provoca coloracion rojo-ladrillo, parpura anaranjado y algunas veces verdosa, con

luminiscencia en la oscuridad (Kaya y Stock, 1997).

El ciclo de vida se completa dentro del mismo hospedero y la primera
generacion de adultos son hermafroditas en la primera generacién pero
amfimicticas (hembras y machos) en la siguiente generacion (Lewis y Clarke,
2012).
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De acuerdo con Alatorre (1999), esta familia fue creada con Heterorhabditis
bacteriophora. ElI género tiene pocas especies (17), todas ellas asociadas

mutualisticamente a la bacteria Photorhabdus luminescens (Lewis y Clarke, 2012).

29 Técnicas moleculares en la identificacion de nematodos
entomopatdégenos

Hasta antes de la década de los 90, la descripcion de los nematodos se
fundamentaba principalmente en caracteres morfolégicos y morfométricos. Sin
embargo, con el advenimiento de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y
la secuenciacion del DNA, han revolucionado la genética y la taxonomia de los
nematodos no solo por su utilidad en los propésitos de diagnostico, también
porque son poderosas herramientas para interpretar las relaciones filogenéticas en

diferentes niveles taxondmicos (Stock, 2002).

Actualmente, debido a la dificultad de interpretar los caracteres
morfologicos, a la reduccion de expertos en taxonomia y a la apariciéon de nuevas
herramientas para identificacion, se utilizan una combinacién de métodos que

incluyen la morfologia y andlisis de perfiles de ADN (Hominick, 2002).

Los métodos basados en el analisis del ADN han sido utilizados para
diversos propositos, entre estos se encuentran los estudios de variacion genética,
para identificar y caracterizar especies. Una de las mayores ventajas de estos
meétodos, es que utilizan la informacion genética directamente y no de productos
secundarios como proteinas. Los estudios inter especificos en nematodos, tanto
sobre el codigo de barras de ADN como la filogenia del grupo, han utilizado
principalmente fragmentos/regiones de los genes 18S y 28S del ADNr nuclear, los
cuales son genes de copias multiples que se presentan en repeticiones en tandem

separadas por espacios intergénicos (Stock y Goodrich-Blair, 2012).
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2.9.1 Espaciadores internos transcritos (ITS)

Las secuencias de los espaciadores internos transcritos ribosomales (ITS-1
e ITS-2) (figura 3) representan uno de los loci nucleares méas variables y, debido a
la disponibilidad de cebadores universales que funcionan con la mayoria de los
nematodos, su uso se ha generalizado (Blouin, 2002).

La region ITS del ADN ribosomal nuclear parece ser un marcador confiable
para la identificacibn de especies dentro de cada género de nematodos
entomopatdégenos (Kuwata et al., 2006). De Ley et al. (2005) indica que trabajar
con la subunidad 28S (regién grande -LSU- del ADNr) en nematodos, proporciona

sitios relativamente conservados en todos los clados de nematodos.

18S s 28s
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Figura 3. Regiones del ADNr, utilizadas para la identificacion de nematodos.
Tomado de Sonnenberg, et al., (2007).

2.10 Endoterapia vegetal

En la blsqueda de nuevas alternativas de control de plagas y
enfermedades, que sean sustentables, han surgido los sistemas de inyeccion de

insecticidas (Franco-Islas, 2001).

El uso de insecticidas es una alternativa para el control de insectos plaga, y
estos pueden ser aplicados mediante inyecciones. Rivas, (1996) define a los
sistemas de inyeccién de insecticidas como un método por el cual se pueden
aplicar productos quimicos directamente al tronco, para que de esta manera sean

translocados por el sistema fisiologico interno del arbol y puedan llegar a las raices
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y el follaje. Por medio de esta técnica se pueden aplicar también otro tipo de

productos como fertilizantes y reguladores de crecimiento (Franco-Islas, 2001).

Franco-Islas, (2001) menciona que “En México, se han llevado a cabo
pruebas con inyecciones de Furadan (carbofuran) desde 1988 para tratar arboles

de pirul atacados por la escama Calophya rubra’.

Franco-Islas, (2001) empleé los insecticidas Imidacloprid y Monocrotofos en
el control de los descortezadores Pholeosinus tacubayae Hopkins, en arboles de

cedro blanco bajo el método de inyeccion con jeringa, en Chapingo, México.

Dentro de las recomendaciones se menciona que para la aplicacion de las
inyecciones sistémicas se debe considerar la época de crecimiento y el inicio del

ciclo bioldgico de los insectos plaga (Franco-Islas, 2001).

Se han realizado ensayos con endoterapia en palmeras, para el control
del picudo rojo (Rhynchophorus ferrugineus), con resultados prometedores
(Azam y Razvi, 2001; Hernandez- Marante et al., 2003; Dembilio et al., 2014).

En México se han realizado la endoterapia para el control del mayate

prieto del cocotero (Rhynchophorus palmarum) (Sistema Producto Coco del
Estado de Jalisco, 2000).

2.11 Aplicacién de nematodos mediante endoterapia vegetal

Kaya y Nelson, (1985) investigaron la aplicacion de JI en geles de alginato
para incrementar la persistencia y esta practica fue comercializada en la aplicacion

de nematodos en troncos de arboles.
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Abbas et al.,, (2000), mencionan que Steinernema riobravis aplicado
mediante inyeccién en el tronco de la palmera datilera contra larvas del picudo rojo
(Rhynchophorus ferrugineus), a razén de 50-200 ml (500 JI/ ml) por tinel ocasion6

una mortalidad de 25 %.
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lIl. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1 Objetivo general

Aislar, identificar y evaluar la capacidad de nematodos entomopatdégenos
nativos de plantaciones de agave en Oaxaca para el control del picudo del agave
(Scyphophorus acupunctatus).

3.2 Objetivos especificos

1.- Aislar neméatodos entomopatégenos de suelos cultivados con agave
mezcalero.

2. ldentificar los nematodos aislados con técnicas moleculares
(secuenciacion de la region ITS y de la subunidad 28S).

3. Determinar las dosis y tiempos letales de los neméatodos aislados sobre
larvas del picudo del agave (Scyphophorus acupunctatus) en laboratorio.

4.- Realizar tratamientos de aplicacion en campo de nematodos en plantas

con presencia de dafio por picudo del agave por aspersion y endoterapia.

3.3 Hipotesis

El agroecosistema de agave mezcalero en los Valles Centrales de Oaxaca
contiene al menos una especie de nematodos entomopatogenos, la cual tiene una
virulencia diferente para el control del picudo del agave (Scyphophorus

acupunctatus), asi como diferentes concentraciones letales en laboratorio.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Area de estudio y sitio experimental

Las muestras de suelo fueron colectadas de &reas cultivadas con agave
(Agave angustifolia Haw) en Santiago Matatlan, San Juan Guelavia (Tlacolula),
Ocotlan Cuilapam y Zaachila en los Valles Centrales de Oaxaca. Esta region se
ubica en las coordenadas 16° 57” N y 96° 28” O, una altitud de 1400-1600 msnm,
con una temperatura media que oscila entre 20 y 24 °C, una precipitacion media
de 1000 mm (Garcia, 1988).

El trabajo de deteccion e identificacion de los nematodos entomopatégenos
se realiz6 en el laboratorio de Control Bioldgico del Centro Interdisciplinario de
Investigacion para el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR) Unidad Oaxaca del
Instituto Politécnico Nacional (IPN), ubicado en Santa Cruz Xoxocotlan, Oaxaca y
en el Laboratorio de Bioinsecticidas (Departamento de Biotecnologia y Bioquimica)
en el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados (CINVESTAYV), ubicado en
Irapuato, Guanajuato, México.

Los experimentos de campo se desarrollaron en un predio sembrado con
Agave angustifolia Haw de la comunidad de San Juan Guelavia perteneciente al

Distrito de Tlacolula.

4.2 Cria de Galleria mellonella (L.)

Este procedimiento se efectu6 de acuerdo a las especificaciones de
Woodrig y Kaya (1988). Utilizando larvas del dltimo estadio de la polilla mayor de

la cera como trampa cebo, para la deteccién y multiplicaciéon in vivo de los NEP.

4.3 Recoleccion de las muestras

Se colectaron muestras de suelo en cinco zonas productoras de agave
mezcalero (Agave angustifolia Haw). La recoleccion de las muestras se realizo
durante 2011-2012. Dentro del cultivo se seleccionaron 1-3 puntos al azar, y en

cada uno de ellos se recolectaron tres muestras de suelo con una pala cuadrada,
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a una profundidad de 10-20 cm, de aproximadamente 1 kg, cubriendo un area de
aproximadamente 20 m?, de donde se colectaron al menos 100 m de separado en
cada sitio, segun Stock et al. (1999).

Las muestras en cada sitio, se mezclaron uniformemente y se depositaron
en una bolsa de polietileno, para evitar la pérdida de humedad, se etiquetaron y
colocaron en una hielera para mantenerlas en condiciones de frio durante su

traslado al laboratorio, donde se almacenaron a 5°C hasta su procesamiento.

4.4 Aislamiento de los nematodos entomopatdégenos

Con la finalidad de obtener nematodos entomopatogenos en las muestras
de suelo, de cada muestra de suelo se coloc6 una cantidad de 300 g en un
recipiente de plastico de 500 ml con la tapa de plastico con orificios para asegurar
la aireacion, humedeciendo la muestra obtenida con agua destilada estéril (ADE).
Enseguida a cada contenedor se le agregaron cinco larvas del Ultimo estadio de
G. mellonella, los cuales se taparon e invirtieron permaneciendo a temperatura
ambiente (25+3°C) durante siete dias (Stock et al., 1999).

Después del periodo de incubacion las larvas se recuperaron para su
examinacion. Los cadaveres se recolectaron, se lavaron con agua destilada
estéril, y se desinfectaron superficialmente por inmersion en hipoclorito de sodio al
0.1% durante 30 segundos, después se pasaron tres veces en recipientes con
agua destilada estéril (Woodring y Kaya, 1988). Enseguida, se colocaron dentro de

una caja de petri (60 x 15 mm) sobre un papel filtro Wartman No. 2.

Después de 2 a 3 dias en la caja de Petri los cadaveres que mostraron
signos y sintomas caracteristicos de infecciones por nematodos entomopatégenos
como: larvas flacidas, coloracion de blanco a café claro (Steinernema) y color
marron (Heterorhabditis) (Poinar, 1979), se examinaron bajo un microscopio

estereoscopico, para comprobar la presencia de NEP (Hominick y Briscoe, 1990).
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Posteriormente, para recolectar los juveniles infectivos que emerjan de los
cadaveres, se transfieren las larvas muertas en trampas de White (1927)
modificada, que consiste en una caja de petri (60 mm de diametro) invertida,
colocada dentro de otra caja de Petri (100 x 15 mm), donde los cadaveres de G.
mellonella, se colocaran sobre un papel filtro Wartman del No. 2 situado sobre la
caja de Petri cubierta (60 mm), agregando 5 ml de agua destilada estéril a cada
caja (100 x 15 mm). Los cadaveres se incuban a 25+3°C y permanecen en la
trampa por una semana, para gque los juveniles infectivos emerjan y migren dentro
del agua (Hominick y Briscoe, 1997). Se colectaron dentro de los primeros cinco
dias de iniciada la emergencia de los juveniles infectivos de los cadaveres
(Nguyen y Smart, 1995).

4.5 Postulados de Koch’s

Con la finalidad de comprobar los postulados de Koch y su patogenicidad,
se colocaron cinco larvas del ultimo estadio de G. mellonella sobre un papel filtro
hamedo previamente tratado con una suspension de 100 JI aislados en una caja
Petri (100 x 15 mm). Aproximadamente en 24-48 horas se confirma si los
nematodos son entomopatdgenos, ya que rapidez de la infeccibn y muerte del
insecto es un indicador de que el neméatodo esta actuando como un

entomopatdgeno.

Posteriormente, los juveniles infectivos que emergieron durante los 2-4 dias
en la trampa de White, se conservaran en matraces de 250 ml en agua destilada
estéril, manteniéndolos en refrigeracion a 10°C (Woodring y Kaya, 1988), con el fin

de realizar su identificacion al nivel de género y especie.

4.6 Multiplicacion de nematodos

La multiplicacion de nematodos se realizé colocando 200 juveniles

infectivos contenidos en 1 ml de suspension de ADE de cada aislamiento en una
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caja petri con papel filtro, posteriormente se colocaron 10 larvas de G. mellonella;
las cajas se pusieron camara humeda e incubaron a 25+3°C durante cuatro dias,
posteriormente las larvas se colocaron en trampa White e incubaron a 25+3°C por
una semana. Los nematodos que emergieron de la trampa se cosecharon por
cuatro dias, lavandolos con agua destilada, tres veces. Después se almacenaron
en matraces de 250 ml con agua destilada estéril, manteniéndolos en refrigeracion
a 10°C.

4.7 Cuantificacion de nematodos

Se tomo una muestra con la finalidad de observar las formas moviles de los
nematodos al microscopio estereoscopico. Una vez observados los nematodos
vivos, se tomé 100 pl de esta suspensién (solucibn madre) y se complementé a
1000 pl de ADE. Tomando 100 pl de esta suspension, se colocé sobre una caja
Petri dividida en cuadrantes, para efectuar un conteo al estereoscopio y

determinar la cantidad de nematodos, contenidos en los 100 pl de la dilucién.

El procedimiento anterior se efectué con la finalidad de determinar la

concentracion de la solucion madre (J1/ml).

La obtencién de las concentraciones a emplearse en los bioensayos
consisti6 en multiplicar los mililitros a utilizar en cada tratamiento, por la
concentracion deseada de Jl por ml, y dividido entre el niumero de JI observados

en la solucién original (1:10), utilizando la siguiente féormula:

A=Dx C/B
Donde:
A= Mililitros de la suspension de concentracion conocida (suspensiéon madre) para
ser diluida.
D= Volumen final, en mililitros de (ADE) agua destilada estéril, de la nueva
suspension.

25



C= Concentracion deseada (JI/ml) en la nueva dilucion

B= Numero de JI/ml de la suspension madre.

Obteniendo el volumen de JI a extraer de la solucion original, ajustado con
ADE lo que resta para obtener la concentracién de Ji/ml (D-A) (Woodring y Kaya,
1998).

4.8 Caracterizacién molecular de los nematodos aislados

Extraccion de DNA. Se depositaron 100 JI en un tubo Eppendorf de 1.5 ml,

y después se adicionaron 400 pl de solucion buffer de lisis (50 mM KCI, 10 mM
Tris-HCI pH 8.2, 2.5 mM MgClz, 0.45% NP40, 0.45% Tween 20) y 1 pl de
proteinasa K (60 pg mlt). Los tubos se congelaron a -80°C durante 10 minutos,
posteriormente se incubaron a 65°C por 1 hora, y después a 95°C por 10 minutos
Se colocaron en hielo por 5 minutos y se centrifugaron a 12,000 rpm por 2
minutos. El sobrenadante conteniendo el DNA se transfirié a un tubo Eppendorf y

se almacenoé a 4°C (Nguyen et al., 2001).

Amplificacion por PCR (Subunidad 28S). Se utilizaron los iniciadores directo
# 391 (5 -AGCGGAGGAAAAGAAACTAA-3’) 'y reverso #501 (%
TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3’) (Stock et al., 2001). Se utilizd la mezcla (2.5 pl
de buffer 10X, 3 pl de 2mM MgClz, 1 pul de DNTP’s, 1 ul de iniciadores, 0.25 pl de

Tag DNA Polimerasa, 1 ul de DNA y el resto de agua destilada estéril) en un

volumen de reaccion de 25 pl; la incorporaciéon de la reaccion se realizo en hielo.
Los parametros para la PCR fueron: desnaturalizacion inicial a 94°C por 3
minutos, 33 ciclos de 94°C por 30 segundos, 52°C por 30 segundos y 72°C por 1
minuto, con una extension final a 72°C por 7 minutos. Las reacciones fueron
llevadas a cabo en un termociclador (Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler).
Los productos de la PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1% en TAE 1X, el

tamafo del producto esperado fue de 955 bp.
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Amplificacion por PCR (Regidn ITS). Se utilizaron los iniciadores 18S
(5TTGATTACGTCCCTGCCCTTT-3’) y 26S (5-TTTCACTCGCCGTTACTAAGG-
3’) (Shahina et al., 2010). Se utilizé la mezcla (5ul 10X PCR buffer (500mM KCI,
100mM Tris-HCI pH 8.4, 15mM MgCl, 1% Triton X-100, 1ul de cada uno de los

iniciadores (directo y reverso), 2 pl de mezcla de dNTP (5mM para cada uno), 0.5

ul de Tag DNA polimerasa, 38 ul de agua destilada estéril y 2.5 pul de DNA) en un
volumen de reaccion de 50 pl. Las condiciones de amplificacion fueron:
desnaturalizacion inicial 94°C por 4 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 s, 48°C por
30 s, 72°C por 2 minutos, con una extension final a 72°C por 10 minutos. Los
productos de la PCR fueron separados por electroforesis en gel de agarosa (1%) y
las imagenes fueron obtenidas en un fotodocumentador BioRad (Shahina et al.,
2010).

Secuenciacion y analisis de las secuencias. Los amplicones obtenidos

fueron enviados a secuenciar a la compafiia Macrogen (USA).

Las secuencias que se obtuvieron se alinearon con el programa DNA Baser
Sequence Assembler y se compararon con las secuencias existentes en el banco de
genes NCBI (National Center of Biotechnology Information) a través del programa

bioinformatico BLAST (Mekete et al., 2005) para la busqueda de secuencias similares.

4.9 Patogenicidad de los aislados contra larvas de Scyphophorus
acupunctatus

Una vez identificados los aislados de nematodos entomopatégenos, se
probd su patogenicidad contra larvas de S. acupunctatus. Para ello, se establecio
un experimento bajo un disefio completamente al azar, con cuatro repeticiones. Se
evaluaron las especies S. carpocapsae y S. websteri en tres concentraciones:
100, 500 y 1000 Jl/larva, las cuales se agregaron en 1 ml de suspensién que se
distribuyd con una pipeta uniformemente sobre la superficie del papel filtro de cada
caja Petri. Fueron empleadas diez larvas por unidad experimental, resultando un
total de seis tratamientos mas un testigo o control al cual solo se le agregé 1 ml de

agua destilada sin nematodos (Cuadro 2). Los juveniles infectivos (JI) fueron
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cuantificados (= 10 conteos) y ajustada su densidad a 800 nematodos/ml de agua
destilada estéril, para luego preparar las concentraciones de nematodos, las
cuales fueron calculadas de acuerdo a la férmula expuesta por Woodring y Kaya
(1988). Las larvas de tercer instar de S. acupunctatus fueron obtenidas de plantas
dafiadas de agave (Agave angustifolia Haw). Las larvas se mantuvieron en
observacion durante 24 horas y se desinfectaron superficialmente con hipoclorito
de sodio al 0.1% durante 30 segundos y después de lo cual se enjuagaron tres
veces con agua destilada estéril. Solamente las larvas de apariencia saludable de

S. acupunctatus fueron usadas para evaluar la eficacia de los nematodos.

Posterior a la inoculacion con los nematodos entomopatogenos, las larvas
fueron alimentadas con un trozo de pifia de agave. Las condiciones bajo las
cuales se llevaron a cabo las fases experimentales en el laboratorio fueron de
2513 °C, 705 % de humedad relativa y obscuridad total. Cada 24 horas, durante
un periodo de cinco dias, fueron revisadas las cajas de Petri para determinar el
porcentaje de mortalidad de larvas. Las larvas muertas se sometieron a un
proceso de diseccion siendo observadas en un microscopio estereoscopico, para
determinar la presencia de nematodos y confirmar de esta manera su muerte a
causa de éstos. Las larvas en las cuales se corroboré su muerte por nematodos
se colocaron individualmente en trampas White y se esperé la emergencia de los

JI de los cadaveres.
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Cuadro 2. Tratamientos aplicados en el experimento (Bioensayo).

Cepa nativa de nematodo

Tratamiento Concentracion (JI)

entomopatégeno
1 Sw 100
2 Sw 500
3 Sw 1000
4 Sc 100
5 Sc 500
6 Sc 1000
7 Testigo 1 ml de ADE

Sw. Steinernema websteri; Sc: Steinernema carpocapsae

4.10 Aplicacién de nematodos en campo mediante aspersion

En el afio 2014 (abriljunio y agosto-octubre) se realizaron dos
experimentos de campo para comprobar la efectividad de los nematodos
entomopatdégenos sobre larvas de S. acupunctatus, en la comunidad de San Juan
Guelavia, perteneciente al distrito de Tlacolula de Matamoros, Oaxaca, México.
Las plantas de agave seleccionadas para la aplicacion de los tratamientos tenian
de 8 a 10 afos de edad y presentaban afectacion de S. acupunctatus. En estas
parcelas no se habian aplicado medidas de saneamiento de ningun tipo. Se utilizo
un disefio completamente al azar con 3 tratamientos (un millon de Jl/litro de agua
destilada estéril de los nematodos Steinernema websteri y Steinernema
carpocapsae, es decir, en suspension acuosa, y el testigo, el cual consistié en un
litro de agua destilada estéril) y 3 repeticiones. La aplicacion de los tratamientos
fueron dirigidos directamente a la base de la planta con una aspersora manual
(atomizador) de 1. 5 L de capacidad y la aplicacién se realizé por la tarde después
de las 17:00 horas, esto con la finalidad de que los nematodos no sufrieran

afectacion por la radiacion solar.

Para determinar si hubo efecto de tratamientos, 60 dias pos-tratamiento, las

pifias se abrieron completamente utilizando un machete y se registrdo si habia
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presencia de larvas muertas en ese momento en el interior de las pifias (Aquino-
Bolafos, et al., 2006).

4.11 Aplicacion de nematodos en campo mediante endoterapia

En octubre de 2014 se realiz6 un experimento de campo para comprobar la
efectividad de los entomopatégenos sobre larvas de S. acupunctatus, en la
comunidad de San Juan Guelavia, perteneciente al distrito de Tlacolula de
Matamoros, Oaxaca, México. Las plantas de agave seleccionadas para la
aplicacion de los tratamientos tenian de 8 a 10 afios de edad y presentaban
afectacion de S. acupunctatus. En estas parcelas no se habian aplicado medidas
de control de ningun tipo. Se utiliz6 un disefio completamente al azar con 3
tratamientos (un millon de Jl/litro de agua destilada estéril de los nematodos
Steinernema websteri y Steinernema carpocapsae, es decir, en suspension
acuosa, y el testigo, el cual consistio en un litro de agua destilada estéril) y 2
repeticiones. La aplicacion de los tratamientos consistio en taladrar en diferentes
partes de la pifia del agave y después inyectar los nematodos directamente. La
aplicacion se realizo por la tarde después de las 17:00 horas, esto con la finalidad

de que los nematodos no sufrieran afectacion por la radiacion solar.

Para determinar si hubo efecto de tratamientos, 60 dias pos-tratamiento, las
pifias se abrieron completamente utilizando un machete y se registré si habia
presencia de larvas muertas en ese momento en el interior de las pifias (Aquino-
Bolafos, et al., 2006).
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4.12 Analisis estadistico

Los porcentajes de mortalidad obtenidos en los tratamientos se compararon
mediante un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar la existencia de
significancia estadistica entre ellos, para proceder, si ese fuera el caso a una
comparacion de medias a través de la prueba de Tukey (P > 0.05) (SAS Institute,
2002). Previo al ANOVA se verific6 que los datos cumplieran con el supuesto
basico de homogeneidad de varianzas a través de la prueba de Bartlett (SAS
Institute, 2002). Las concentraciones letales (CLso y ClLoo) fueron obtenidas
mediante  andlisis Probit (SAS Institute, 2002), siguiendo los requisitos

estadisticos recomendados por Ibarra y Federici, (1987).
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V. RESULTADOS

5.1 Aislamiento de nematodos entomopatégenos

Un total de 60 muestras de la region productora de agave (Agave
angustifolia Haw) en los Valles Centrales de Oaxaca fueron examinadas, de las
cuales cinco poblaciones resultaron positivas para aislamientos de nematodos
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Aislados de nematodos procedentes de suelo en cultivos de Agave

angustifolia Haw en diferentes localidades de Oaxaca, México.

No. de muestra Localidad Coordenadas

Longitud: 16° 50.298'N

2 Matatlan
Latitud: 96° 22.298'0
Longitud:16° 56" 28.8'N
3 San Juan Guelavia
Latitud:96° 32" 58.9'0
Longitud:16° 55” 52.9'N
5 San Juan Guelavia

Latitud:96° 32.55°0

. Longitud:17° 01.52'N
Cuilapam (Rancho

uemado
Q ) Latitud:96° 47.79'0

Longitud:16° 57' 4.6"N
12 Zaachila
Latitud:96° 46' 33.9"0
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5.2 Identificacion Molecular

Se amplificaron los segmentos del gen 28S con los oligonucleétidos # 391 y
#501 (producto esperado de 955 pb). Para la amplificacion de la region ITS SE
utilizaron los iniciadores 18S y 26S. El producto de PCR fue separado por

electroforesis en un gel de agarosa al 1% (Figura 4 y 5).

1650
1000

Figura 4. Producto de amplificacion de PCR 28S de especimenes aislados en cultivos de
Agave angustifolia Haw en Oaxaca, México. 1. S.carpocapsae All; 2. S. Juan Guelavia; 3.
Cuilapam; 4. Zaachila; 5. Matatlan; M. Marcador de peso molecular 1Kb.

M
-~
P~

1000 bp

Figura 5. Producto de amplificacién de PCR de ITS de especimenes aislados en cultivos
de Agave angustifolia Haw en Oaxaca, México. 1. S.carpocapsae All; 2. S. Juan Guelavia;

3. Cuilapam; 4. Zaachila; 5. Matatlan; M. Marcador de peso molecular 1Kb.
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Cada una de las secuencias de los productos de PCR (Anexo 1) se
compararon con las bases de datos de nucleétidos del GenBank mediante el
programa BLAST del NCBI (National Center of Biotechnology Information). Las
poblaciones de los nematodos aislados se identificaron molecularmente como:
Steinernema websteri (en Matatldn), S. carpocapsae (en San Juan Guelavia),
Rhabditis rainai (en San Juan Guelavia), S. carpocapsae (en Cuilapam) y S.
carpocapsae (en Zaachila). Los cuatro aislamientos del género Steinernema se
reprodujeron satisfactoriamente en G. mellonella, confirmando su naturaleza
entomopatogenica. Asi mismo, el nematodo Metarhabditis (Rhabditis) rainai
ocasiond la muerte de la G. mellonella, pero la larva fue consumida casi en su

totalidad, lo cual indica un comportamiento de tipo saprofitico.

En el cuadro 4 se presenta la informacién de las secuencias alineadas con

los maximos porcentajes de identidad y cobertura.

Cuadro 4. Secuencias de mayor alineacién con las secuencias de los aislados de
nematodos entomopatdgenos nativos en cultivos de Agave angustifolia Haw en

Oaxaca, México.

. Oligonucleotido Nombre del . No. acceso
Localidad - nematodo Cobertura ldentidad '
utilizado . o GenBank
identificado
Matatlan 28SRy 28SF S. websteri (N2) 98% 100%  AY841762.1
sanJuan g0y o6g S. carpocapsae 96% 100%  AF121049.1
Guelavia (N3)
san J Metarhabditis
an.uan — 5gsry28SF  (Rhabditis) rainai 95% 100%  EU195966.1
Guelavia
(N5)
Cuilapam  18Svy 26S S Carg’l\‘fgf‘psae 99% 99%  AF121049.1
Zaachila 18Sy 265 S Ca{ﬁi‘;?psae 98% 99%  AF121049.1
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5.3 Patogenicidad de los aislados contra larvas de Scyphophorus
acupunctatus

La prueba de Bartlett aplicada a los datos obtenidos del experimento, en el
cual no hubo mortalidad en el tratamiento testigo, mostré que éstos presentaban
homogeneidad de varianzas (Pr > ChiSq =0.2950), condicion necesaria para la

validez del andlisis de varianza.

El andlisis de varianza mostrd significancia estadistica entre tratamientos (P
<.0001); el coeficiente de determinacién R? fue de 0.96, lo cual indica que el
modelo explica el 96% de la variacion de la mortalidad en funcion de los
tratamientos; mientras que el coeficiente de variacion fue de 11.13%, el cual se
considera adecuado de acuerdo con la norma empirica de que en trabajos de
laboratorio, de preferencia, este no debe ser mayor de 20% Ibarra y Federici,
(1987) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Analisis de varianza de mortalidad larval de Scyphophorus

acupunctatus.
Grados de Sumade Cuadrados F
Fuente libertad cuadrados medios Calculada P>F
Modelo 6 283.36 47.23 79.34 <.0001
Error 21 125 0.595
Total 27 295.86

R?=0.96; C.V. =11.13%

La maxima mortalidad (100%) de larvas de S. acupunctatus se obtuvo con el
nematodo S. websteri (N2) a una concentracion de 1000 Jl/larva, después de 72
horas de aplicados los tratamientos, mientras que a una concentracion de 500
Jl/larva, en el mismo periodo, produjo una mortalidad de 85%. Por otra parte S.
carpocapsae (N3) causO el 95 y 85% de mortalidad con 1000 y 500Jl/larva,
respectivamente. Las dos especies de nematodos obtuvieron las mayores
mortalidades con la concentracién de 1000 Jl/larva; sin embargo, estadisticamente
no hubo diferencia significativa al aplicar uno u otro nematodo a las

concentraciones de 1000 y 500 Jl/larva. A una concentracion de 100 Jl/larva S.
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websteri y S. carpocapsae produjeron mortalidades de 625 y 52.5%,
respectivamente, estos dos datos se agrupan en una misma categoria estadistica
y presentan significancia estadistica con respecto a las mortalidades causadas por

ambos nematodos en concentraciones de 1000 y 500 Jl/larva (Cuadro 6).

Cuadro 6. Mortalidad de larvas de S. acupunctatus por nematodos
entomopatdgenos en diferentes concentraciones, a las 72 horas de aplicados los
tratamientos.

Nematodo Concentracién(Jl/larva) % de mortalidad
S. websteri 1000 100 a*
S. carpocapsae 1000 95.0a
S. websteri 500 85.0a
S. carpocapsae 500 85.0a
S. websteri 100 625b
S. carpocapsae 100 525D

*Valores con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey P < 0.05). JI: juveniles infectivos

Considerando los resultados de mortalidad obtenidos a las 72 h después de
aplicados los nemétodos a las larvas, se calcularon las concentraciones letales
(CL) mediante el andlisis Probit (SAS Institute, 2002). Las CLso y CLoo Yy los limites
fiduciales para cada una de éstas, correspondientes al 95% se presentan en el
Cuadro 7.

S. websteri presentd una concentracion letal media (CLso) de 168 JI, mientras que
S. carpocapsae tuvo una ClLsode 147 JI. En cuanto a la CLeo para S. websteri fue
de 890 Jl y para S. carpocapsae de 3,739 JI.
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Cuadro 7. Concentraciones letales (CLso y CLoo) y limites fiduciales (LF), para dos
especies de nematodos entomopatogenos aplicados a larvas de S. acupunctatus

en condiciones de laboratorio.

Nematodo CLso CLogo
(95% LF) (95% LF)
S. websteri (N2) 168 (102-238) 890 (583-1,894)
S. carpocapsae (N3) 147 (29-271) 3,739 (1,337-188,710)

CL: Concentracion letal; LF: Limites fiduciales.

Teniendo en cuenta que el tratamiento en donde se obtuvieron los mayores
porcentajes de mortalidad para ambas especies de nematodos fue 1000 Jl/larva,
se determinaron los tiempos letales (TL) para esta concentracion mediante el
andlisis Probit (SAS Institute, 2002). Los TLso y limites fiduciales (LF) para cada
una de éstos, correspondientes al 95% se presentan en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Tiempos letales (TLso y TLoo) y limites fiduciales (LF), para dos
especies de nematodos entomopatdgenos aplicados a larvas de Scyphophorus

acupunctatus en condiciones de laboratorio.

, S. websteri S. carpocapsae
T'em?h‘; letal (1000 JI/ larva) (1000 JI/ larva)
(95% LF) (95% LF)
TLso 38.5 (2.1-53.8) 46.7 (36.9-1016.5)
TLoo 51.2 (5.4-75.1) 90.3 (59.0-2686.6)

TL: Tiempo letal; LC: Limites fiduciales; h: Horas.

S. websteri mostré un TLso de 38.5 horas mientras que S. carpocapsae
presentd un TLso de 46.7 horas. Asi mismo el TLoo es menor para S. websteri

(51.2 h) comparado con S. carpocapsae (90.3 h).
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5.4 Aplicaciones en campo

Las aplicaciones de nematodos en suspension acuosa mediante aspersion
no produjeron mortalidad en las larvas de S. acupunctatus presentes en las

plantas tratadas a los dos meses post-aplicacion.

En cuanto a la aplicaciéon de nematodos mediante endoterapia en plantas
de agave (Anexo 2) dié resultados negativos al no haberse encontrado larvas

muertas dentro de las plantas tratadas.
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VI. DISCUSION

El porcentaje de muestras que mostraron presencia de nematodos
entomopatdégenos en este trabajo fue de 6.6%, cifra que es menor a lo reportado
en otros estudios: 6.9% en Etiopia (Mekete et al., 2005), 7% en Chile (Edgington
et al.,, 2010) 12% en Costa Rica (Uribe-Lorio et al., 2005), 12.08% en Brasil
(Dolinski et al., 2008), 23.8% en cinco estados del Pacifico centro mexicano
(Gonzalez-Ramirez, 2006), 26.3% en California (Stock et al., 1999) y 49.1% en
Valles centrales de Oaxaca, México (Giron et al., 2012). Sin embargo, se debe
tener cuidado al realizar las comparaciones, puesto que algunas diferencias
pudieran deberse al tipo de muestreo, a las técnicas de identificacion empleadas y
a los diferentes insectos cebo que fueron empleados en los estudios reportados.
En la mayoria de los casos en los que la tasa de recuperacion de NEPs es
elevada, los sitios de muestreo fueron seleccionados en funcion de la presencia
del insecto plaga hospedero (Uribe-Lorio et al., 2005), un insecto trampa
empleado fue G. mellonella, o fue utilizada una combinacion de dos métodos de
extraccion (Wang et al.,, 2014), como pueden ser enterrar tubos de centrifuga
perforados conteniendo en su interior larvas de G. mellonella o algun otro insecto
(Gruner et al., 2007).

En nuestro estudio Unicamente se utiliz6 G. mellonella como insecto trampa. La
baja presencia de NEPs en este caso, remarca la importancia de llevar a cabo un
muestreo intensivo empleando mas de un método de colecta para incrementar el

porcentaje de recuperacion de NEPs.

La presencia de los NEPs en el suelo varia por numerosos factores, tales como
textura, humedad y pH (Lacey y Kaya, 2000). Koppenhofer et al. (2006)
encontraron que los nematodos del género Steinernema pueden sobrevivir en
suelos con baja humedad, mientras que Stuart et al. (2006), mencionan que es
mas factible detectar NEPs en sistemas de labranza reducida. En el presente

trabajo, los NEPs se aislaron de muestras provenientes de suelos
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moderadamente acidos, con bajo contenido de humedad durante el periodo

invernal y con poca o nula labranza.

El andlisis de la Subunidad 28S y la region ITS con técnicas moleculares de
las cinco poblaciones de nematodos aislados, permitio identificar la homologia de
sus secuencias al compararlas con la base de datos de secuencias en el NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las secuencias obtenidas correspondieron a
especies de dos géneros distintos de neméatodos, los cuales son Metarhabditis
(Rhabditis) y Steinernema.

El género Metarhabditis se reporta por primera vez en Oaxaca, siendo la
especie rainai, aunque en México se ha reportado previamente Metarhabditis
(Rhabditis) rainai en Guasave, Sinaloa, México (Vazquez-Montoya, 2012). Asi
mismo, Metarhabditis (Rhabditis) rainai ha sido reportado en Brasil en muestras de

suelo obtenidas de campos cultivados con soya (Tomazini, et al., 2012).

El presente estudio reporta por primera vez la presencia de Steinernema websteri
en Oaxaca y en México. El primer aislado de S. websteri fue obtenido en Beijin,
China (Cutler y Stock, 2003). Desde entonces, S. websteri ha sido reportado en
muestras de suelo de Colombia (Lopez-Nufiez, et al., 2007), Estados Unidos
(Nguyen et al., 2007).

La secuencia de la subunidad 28S obtenida de especimenes aislados de la
poblacion de San Juan Guelavia resultaron homologas al nematodo Metarhabditis
(Rhabditis) (Carta y Osbrink, 2005), el cual esta dentro de la familia Rhabditidae.
Se ha descrito que esta familia de nematodos posee actividad forética o saprofitica
(se alimentan del cadaver) (Carta y Osbrink, 2005) 6 necronemico (Stock, 2012).
Sin embargo, existe un reporte reciente en donde se describe la capacidad
entomopatdégena de Rhabditis blumi contra las plagas de plantas cruciferas:
Artogeia rapae L., Mamestra brassicae L. y Plutella xylosella L., tanto en

condiciones de laboratorio como de invernadero (Park et al., 2012).
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Los nematodos, como todos los organismos vivos, estdn en constante
evolucion. Existe controversia al indicar que sélo las familias Steinernematidae y
Heterorhabditidae (Orden Rhabditida) incluyen especies de nematodos
entomopatdégenos, puesto que existen reportes de otras familias que estan
actuando sobre los insectos en forma patogénica al causarles la muerte (Chavez y
Vega, 2004; Park et al., 2012). Desafortunadamente, la mayoria de las
investigaciones se han enfocado principalmente en estas dos familias, ignorando
especies que pudieran estar evolutivamente en el inicio de una relaciéon
patogénica y que podrian también considerarse con potencial para ser empleados

como alternativa de control biolégico de insectos plaga.

Todos los aislados de NEP identificados en el presente estudio fueron del
género Steinernema, el cual ya habia sido aislado previamente en los Valles
Centrales de Oaxaca (Ruiz et al., 2003; Girén-Pablo et al., 2012); no se

encontraron especies del género Heterorhabditis.

En otros paises también se ha observado un patrén similar (Mekete et al.,
2005; Wang et al., 2014). La ausencia de heterorabditidos en estos resultados y
su menor presencia en los suelos de manera general, puede deberse a las
particularidades de su ciclo de reproduccién, donde los JI maduran y dan origen a
adultos hermafroditas, los cuales posteriormente dan paso a una o dos
generaciones amfimiticas (compuestas por hembras y machos), mientras los
steinernematidos presentan una reproduccion sexual al existir desde su
maduracién, individuos hembras y machos, por lo cual todas las generaciones son
amfimiticas, lo cual favorece una mayor diversidad genética y especiacion
(Hominick et al., 1996). En este sentido Hominick et al. (1996), comenta que la
biodiversidad de los steinernematidos es mayor que los heterorabditidos, por lo
que Steinernenma esta adaptado a muchos ambientes (Hominick, 2002), lo cual
coincide con los aislamientos descritos hasta la actualidad, pues se han
identificado 70 especies de Steinernema, mientras que de Heterorhabditis

solamente 17 especies (Lewis y Clarke, 2012).
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Una concentracion de 1000 JI de S. carpocapsae sobre larvas de tercer
instar de S. acupunctatus ocasiono el 95% de mortalidad a las 120 horas después
de la aplicacion. Estos resultados difieren de lo reportado por Aquino-Bolafios et
al. (2006), quienes registraron mortalidades de 80% a los 11 dias y de 100% a los
18 dias respectivamente, pero a una concentracion de 4500 Jl/larva en
condiciones de laboratorio. Sin embargo, los porcentajes de mortalidad obtenidos
son similares a los reportados por Sepulveda-Cano et al. (2008), quienes
obtuvieron una mortalidad de 83.29 % con 1000 JI de S. carpocapsae sobre larvas
del dltimo instar del picudo del platano (C. sordidus) bajo condiciones de
laboratorio, 120 horas después de la aplicacion. De acuerdo a Georgis et al.
(2006), un buen potencial de control esta por encima de 70% de efectividad.

En nuestro estudio S. websteri ocasion6 una mortalidad de 100% en larvas
de S. acupunctatus a una concentracion de 1000 Jl/larva, después de 72 horas
postratamiento. Delgado-Ochica y Sdenz-Aponte, (2012), reportan que S. websteri
evaluado sobre larvas de cuarto instar del picudo de la guayaba Conotrachelus
psidii Marshall (Coleoptera: Curculionidae), a razén de 100 Jl/larva ocasiond 25%
de mortalidad sobre las larvas del picudo en 72 horas en laboratorio. Una posible
explicacion puede ser la edad del hospedero, la cual juega un papel importante, ya
gue se ha demostrado que en general las larvas de menor edad han sido mas

susceptibles a la infeccién inducida por los JI de NEP (Toledo et al., 2005).

Las dos especies de nematodos en todas las concentraciones evaluadas,

lograron reproducirse en larvas de Scyphophorus acupunctatus.

En lo que respecta a los valores de las concentraciones letales, el rango
observado fue aceptable, ya que Girdn et al. (2012), reportaron ClLso de 382

Jl/larva de S. carpocapsae en larvas de Phyllophaga vetula.

Los resultados de tiempos letales (TLso y TLoo) muestran para S. websteri

un TLsode 38.5 horasy un TLoo de 51.2 h, mientras que S. carpocapsae presenté
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un TLsode 46.7 horas y un TLgo de 90.3 h. Ruiz-Vega et al., (2003), encontraron un
TLso comprendido entre 3-7 dias para S. carpocapsae contra larvas de
Phyllophaga vetula. Asi mismo, Sepulveda-Cano et al., (2008), mencionan un TLso
de 37.23 horas de S. carpocapsae sobre larvas del dltimo instar de Cosmopolites

sordidus.

Las aplicaciones en suspensién acusa de neméatodos entomopatégenos
mediante aspersion, no produjeron mortalidad en larvas o adultos presentes
dentro de las plantas de agave, lo cual se atribuy0 a la inhabilidad de los NEP para
penetrar al interior de la planta, dado que las plantas con afectacion por picudos
del agave, pero no en estado avanzado de dafio, no permiten el ingreso al interior
de la pifia de los neméatodos debido a la conformacion de sus hojas, a diferencia
del estudio precedido por Aquino-Bolafos et al. (2006), quienes seleccionaron la
planta que presentaba en ese momento el mayor grado de avance en pudricion
del cogollo para realizar los tratamientos y posiblemente a condiciones
ambientales de alta temperatura y baja humedad en las fechas de aplicacion.

Los resultados del ensayo realizado en campo con la técnica de
endoterapia fueron negativos, pues no se registr6 mortalidad larval, lo cual pudo
deberse entre otras cosas, a sustancias como los cristales de oxalato de calcio,
presentes en la savia de la planta de agave (Prychid y Rudall, 1999), lo cual evité
el desplazamiento de los neméatodos y por ende su contacto con las larvas. Otro
posible factor que influyé pudo ser la depredaciéon realizada por &acaros que
conviven con las poblaciones de Scyphophorus acupunctatus. Esa depredacion

acaro-nematodo fue corroborada en laboratorio.
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VII. CONCLUSIONES

Se aislaron cinco poblaciones de nematodos en suelos cultivados con
agave (1 Matatlan, 2 San Juan Guelavia, 1 Cuilapam y 1 Zaachila) en los Valles
Centrales de Oaxaca, empleando la técnica de insecto trampa y realizando los

postulados de Koch en larvas de Galleria mellonella.

Las poblaciones de los neméatodos aislados se identificaron molecularmente
como: Steinernema websteri (en Matatlan), S. carpocapsae (en San Juan
Guelavia), Rhabditis rainai (en San Juan Guelavia), S. carpocapsae (en Cuilapam)

y S. carpocapsae (en Zaachila).

Al evaluar la susceptibilidad de larvas de Scyphophorus acupunctatus en
condiciones de laboratorio, los resultados indican que dos especies de nematodos
entomopatdégenos aisladas en este estudio: S. carpocapsae y S. websteri,
presentaron buen potencial para el control del picudo del agave.

Los tratamientos en donde se obtuvieron los mayores porcentajes de

mortalidad para ambas especies de nematodos fue 1000 Jl/larva.

Sin embargo, una vez mas queda demostrado que los resultados con
nematodos entomopatégenos en campo son muy distintos al comportamiento
mostrado en laboratorio, pues bajo esta condicibn se observé mortalidad del
insecto-plaga. Al respecto, debe continuarse la investigacion sobre métodos de

aplicacion y formulacién de los NEP en condiciones de campo.

En este estudio, se reporta por primera vez la presencia del nematodo
entomopatdégeno S. websteri en el estado de Oaxaca y en México. Asi mismo es el
primer reporte de aislamiento para Oaxaca del Metarhabditis (Rhabditis) rainai y el

segundo en el pais después del registrado en Guasave, Sinaloa.

44



Los resultados de este trabajo, nos indican que lo que sigue es identificar
las bacterias simbiontes de los neméatodos entomopatdgenos aislados para
continuar con el estudio de estos microorganismos y realizar las pruebas

pertinentes con el nematodo Metarhabditis (Rhabditis) rainai.
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ANEXO 1

Secuencias de los nematodos aislados en suelos cultivados con agave
mezcalero en los Valles Centrales de Oaxaca.

Secuencias de DNA ribosémico (Subunidad 28S)
Poblacién Matatlan (N2)

AAAAAGAAACTAACTAGGATTTCCTTAGTAACTGCGAGTGAAAAGGAAAAAGCTCAGCGTCGAA
ACCAAGTTGGCTAACGTTGACTTGGTGTTGTGACGTATAGAGGCGTTCATGTGCGGTTTGTTG
ATAATGCGAATTTCCTTTGACTAGGGATCCAAAGAGGGTGCTAGACCCTTACGCATTGTTGACT
TTTCGTACGCGTTCGTTTCTTGGAGTAGGGTTGTTTTGGATCGCAGCCCAAAGTAGGTGGTATA
CTTCATCTAAAGCTAAATACGACTACGAATCCGATAGCAAACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGC
AAAGTACTTTGAAGAGAGAGTTCAAGAGGACGTGAAACCGGTAGGGTGGAAGCAGATAAAGTT
GACGAACGTGTGTCGTATTCAGAACTACAATTTGTGGTTTGTTTTTACGATCGATGTGGGCTGG
CGTCTTTGGTTAACTTAGTGTCTGGCGGCAATGGTGACCCTGCGGAGGGATACTCGGTTGTCG
TGCGATGCTTGGTATGGCTAGAGGTTCGCTGGTTTTATAGTCATCGCTTTATCTGACCCGTCTT
GAAACACGGACCAAGGAGTGTACCGCTTACGCGAGTCTTAGAGTGTGTCAAAACTTTGAGGCG
TAACGAAAGTAAATGTGGATTTATTCACTGACTTGGGATACGTTGTCTTTTTTGGATAGCGTTG
GACCATGGTTTTATCGTAATCGCTTGCGATGCGGTGAAAATAGAGCGTAAGCGGTGCGACCCG
AAAGATGGTGAACTATGCCTGAGCAGGATGAAGCCGGAGGAAACTCTGGTGGAAGTCCGAAG
CGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAACCAT
CT

Steinernema websteri

Cobertura: 98%
Identidad: 100%
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Poblacién San Juan Guelavia (N5):

ACTAGGATTCCCAAAGTAACGGCGAGTGAACTGGGAAGAGCCCAGCGCTGAATCGCTCAGTC
TTAGGCTGCTGCGAATTGTAGCGTATAGGTCTAGTATTTCCGTAGTGGTTGTTGCTCGAAGTCC
CTTTGACAGGGGCCACAGTCCTGAGAGGGTGCAAGACCCGTCCGAGCACGGCCTCAGCGGA
TATCGCTGGTCCTTGGAGTCGGGTTGCTTGAAAGTGCAGCCTTAAGTCGGTGCTAAACTTCAT
CTAAGGCTAAATATAGCTACGAATTCGATAGCAAACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCAAAGA
ACTTTGAAGAGAGAGTTCAAGAGAACGTGAAAACACATGAGTGGAAGCGGAAAGAGTTGACAT
AACCCGGTAGCTAAGTTGTATGTGCACGCTATTGTGTGTACGTTAGATGGATGCTGCTTATGGT
TGCGCCGATAGCGTCGGTGGTGCTTGCTGACCCGTGTAGTGTTGCCCACATCTGTGGTGTCTT
GCTTGCGGTTAGGTTAGTCACTGGTGGCGTTTAGCTCAGCTTTGCTGAGTATCGGTGTGAACG
TCAATCACCTTTCCGGCCCGTCTTGAAACACGGACCGAGGAGTGTAACTTGTACGCGAGTCAG
AGGGTGGCAAACCCAACGGCGAAATTAACGTAAAGGTCGGTTAACCGACTGACATAGGATCC
GGTTTACCGGCGCACTATGGCCCTGTCTTGGATGCTTGCATCTGGGCAGAGGAAGAGCGTAC
AGGTTGCGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCTTGAGCAGGACGAAGCCAGAGGAAACTCTGG
TGGAAGTCCGTATCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGATAGACTTGAGTATAGGGGCGAAAGA
CTAATCGAACCATCTAG

Rhabditis rainai
Cobertura: 95%
Identidad: 100%

Secuencias de DNA (Regién ITS)

Poblacion San Juan Guelavia (N3):

TTTGATTACNNTTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTGCCCGGGACTGAGTTGTTTC
GAGAAAAGCGGAGATTGCGATGTTGAACGTTTTCGGACGGTCTTTGTTGCGAGAACCGCGTTA
ATCGAATCGGCTTGAACCGGGCAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAG
GATCATTATTGAGCTAATATTTTCCTTTTTAATCAAGTTTTCGCTGTTCGTTTCTAAGCTTTAACT
TGATCTCTAACGGCTTTGAAAGGTTTCTACAGATGTTTGGAGCAGTTGTATGAGCGTGACTGTG
CTGATGAACATTGTACATTGTTATCTAAGCGTTTCGTCGTTTCTTGAATGCTTAGTGATGAGAAT
TAAAGAGGTCTGCTGACTCGCCATTCTTTGATTGCTAACAAAAACGTTTTGTTTCGATAATTGTG
TCACTCGTTGATGCATTTTTTAATTATCAAGTCTTATCGGTGGATCACTCGGTTCGTAGGTCGAT
GAAAAACGGGGCAAAAACCGTTATTTGGCGTGAATTGCAGACATATTGAGCGCTAAAATTTTGA
ACGCAAATGGCACTAACAGGTTTTTATCTGTTAGTATGTTCAATTGAGGGTCTTTTGACTAGAAT
CTGGCAATCGGCTGTGATTGCTTTTTCGGTAAGCTACTTTGCTTTTGTGAAGTACCTTTTCGGT
ATGGCTATTTGATTGTCTAATGGATGTCTGGCTAGCTGTTTCTTTGCTAGACGTCTGCAATCATT
TGGCATTGCGTAGTGTTTGATTAATGGTTTAGCGCGTTTCTTGCTAACTGACTTTTACACAAGC
AAGTGTAATACGTTTCTTAAAGTCAGCTCATTAATCAATGTGGTTTTCTGACTTGATTTGTCGGT
CAATTGTGCTATGCTCTGCTAATCTTTTCGAACTAGACCTCAATTTGAGCAAGATTACCCGCTG
AACTTAAGCATATCAGTAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACTAGGATTTCCTTAGTACGG

Steinernema carpocapsae

Cobertura: 96%
Identidad: 100%

Poblacion Cuilapam (N6):

CTTTTACACACCGCCCGTCGCTGCCCGGGACTGAGTTGTTTCGAGAAAAGCGGAGATTGCGAT
GTTGAACGTTTTCGGACGGTCTTTGTTGCGAGAACCGCGTTAATCGAATCGGCTTGAACCGGG
CAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAGCTAATATTTT
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CCTTTTTAATCAAGTTTTCGCTGTTCGTTTCTAAGCTTTAACTTGATCTCTAACGGCTTTGAAAG
GTTTCTACAGATGTTTGGAGCAGTTGTATGAGCGTGACTGTGCTGATGAACATTGTACATTGTT
ATCTAAGCGTTTCGTCGTTTCTTGAATGCTTAGTGATGAGAATTAAAGAGGTCTGCTGACTCGC
CATTCTTTGATTGCTAACAAAAACGTTTTGTTTCGATAATTGTGTCACTCGTTGATGCATTTTTTA
ATTATCAAGTCTTATCGGTGGATCACTCGGTTCGTAGGTCGATGAAAAACGGGGCAAAAACCG
TTATTTGGCGTGAATTGCAGACATATTGAGCGCTAAAATTTTGAACGCAAATGGCACTAACAGG
TTTTTATTTGTTAGTATGTTCAATTGAGGGTCTTTTGACTAGAATCTGGCAATCGGCTGTGATTG
CTTTTTCGGTAAGCTACTTTGCTTTTGTGAAGTACCTTTTCGGTATGGCTATTTGATTGTCTAAT
GGATGTCTGGCTAGCTGTTTCTTTGCTAGACGTCTGCAATCATTTGGCATTGCGTAGTGTTTGA
TTAATGGTTTAGCGCGTTTCTTGCTAACTGACTTTTACACAAGCAAGTGTAATACGTTTCTTAAA
GTCAGCTCATTAATCAATGTGGTTTTCTGACTTGATTTGTCGGTCAATTGTGCTATGCTCTGCTA
ATCTTTTCGAACTAGACCTCAATTTGAGCAAGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAGTAAGC
GGAGGAAAAGAAACTAACTAGGATTTCTTA

Steinernema carpocapsae
Cobertura: 99%
Identidad: 99%

Poblacion Zaachila (N12):

TGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTGCCCGGGACTGAGTTGTTTCGAGAAAAGCGGAGATT
GCGATGTTGAACGTTTTCGGACGGTCTTTGTTGCGAGAACCGCGTTAATCGAATCGGCTTGAA
CCGGGCAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAGCTAA
TATTTTCCTTTTTAATCAAGTTTTCGCTGTTCGTTTCTAAGCTTTAACTTGATCTCTAACGGCTTT
GAAAGGTTTCTACAGATGTTTGGAGCAGTTGTATGAGCGTGACTGTGCTGATGAACATTGTACA
TTGTTATCTAAGCGTTTCGTCGTTTCTTGAATGCTTAGTGATGAGAATTAAAGAGGTCTGCTGA
CTCGCCATTCTTTGATTGCTAACAAAAACGTTTTGTTTCGATAATTGTGTCACTCGTTGATGCAT
TTTTTAATTATCAAGTCTTATCGGTGGATCACTCGGTTCGTAGGTCGATGAAAAACGGGGCAAA
AACCGTTATTTGGCGTGAATTGCAGACATATTGAGCGCTAAAATTTTGAACGCAAATGGCACTA
ACAGGTTTTTATTTGTTAGTATGTTCAATTGAGGGTCTTTTGACTAGAATCTGGCAATCGGCTGT
GATTGCTTTTTCGGTAAGCTACTTTGCTTTTGTGAAGTACCTTTTCGGTATGGCTATTTGATTGT
CTAATGGATGTCTGGCTAGCTGTTTCTTTGCTAGACGTCTGCAATCATTTGGCATTGCGTAGTG
TTTGATTAATGGTTTAGCGCGTTTCTTGCTAACTGACTTTTACACAAGCAAGTGTAATACGTTTC
TTAAAGTCAGCTCATTAATCAATGTGGTTTTCTGACTTGATTTGTCGGTCAATTGTGCTATGCTC
TGCTAATCTTTTCGAACTAGACCTCAATTTGAGCAAGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAGT
AAGCGGAGGAAAAAAACTAACTAGGATTTCCTTANNACG

Steinernema carpocapsae
Cobertura: 98%
Identidad: 99%
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ANEXO 2

Aplicacion de nematodos entomopatdégenos mediante endoterapia
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