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RESUMEN

Meloidogyne incognita es uno de los nematodos que infesta las raices de los cultivos de
importancia, resultando en pérdidas anuales de cultivos valoradas en 50 billones USD
anuales alrededor del mundo. En México, la SAGARPA ha reportado la presencia del
nematodo Meloidogyne incognita donde su control se lleva a cabo en gran medida por el
uso de nematicidas quimicos. Debido a la creciente preocupacion ambiental, la busqueda
de alternativas se ha enfocado en el control biol6égico. Bacillus thuringiensis es un bacilo
Gram positivo, esporulado, representa el mayor volumen de los bioinsecticidas a nivel
mundial, produce una o mas inclusiones de cristal paraesporal (Cry o §-endotoxinas). A
la fecha se le ha reportado actividad toxica para larvas de nematodos de vida libre o
pardsitos a seis proteinas Cry. Diferentes estudios con los sobrenadantes de los cultivos
de Bacillus indican que enzimas catabdlicas, péptidos antibidticos o pequefias moléculas
secretadas pueden contribuir a la actividad contra nematodos. Para estudiar el potencial
uso de las proteinas extracelulares y las proteinas cristal para el control de nematodos
fitopardsitos estudiamos el efecto nematicida contra el nematodo formador de nédulos
de la raiz. Las poblaciones de nematodos utilizadas para los bioensayos fueron
cultivadas en plantas belén (Impatiens sultanii) en condiciones de invernadero. Para la
1dentificacion de especie de los nematodos se amplific6 una region génica del ADNr que
contiene dos regiones ITS. Para su posterior secuenciacion, dicha regién se ligé al vector
pGEM®-T. El analisis con el programa BLASTn indic6 que la regién génica presento
una identidad del 99.8% respecto a una secuencia génica perteneciente a Meloidogyne
incognita. Las cepas de Bt utilizadas provenian del Instituto de Biotecnologia de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas, utilizamos 23 cepas para los bioensayos con cultivos
completos en placas de 24 pozos donde 14 (60.86%) de 23 cepas mostraron una
mortalidad superior al 60%, para los siguientes bioensayos se descartaron 9 cepas. El
efecto nematicida de las proteinas cristal de 14 cepas fue estudiado in vitro contra
Meloidogyne incognita las cepas HD-1, GM-2, HD-59 y GM-70 demostraron la més alta
actividad nematicida (66, 76, 68 y 70%). Ademds los sobrenadantes fueron de las 14
cepas fueron examinados in vitro donde se observaron mortalidades de 30% o superior
después de 24 h de incubacion en las cepas Las cepas HD-1, GM-2, GM-34, HD-59,
GM-70 y HD-183. El cultivo completo, sobrenadante y complejo espora cristal de 4
cepas (con mejor actividad in vitro) fueron evaluadas para determinar su actividad
contra Meloidogyne incognita en plantas de belén donde el cultivo completo de GM-2
logré un 58% de reduccion en el nimero de nodulos y un 70% en la reduccién de
numero de masas de huevecillos. De las 4 cepas solo la GM-2 contenia 2 genes cry
contra nematodos, resultando positiva para cryl2 y cryl4 mostrando los productos de
PCR esperados. Este estudio aporta resultados para considerar a la cepa GM-2 como un
posible agente de control bioldgico contra nematodos Meloidogyne incognita, sin
embargo se requiere investigacion adicional para identificar los principios activos en su
toxicidad, esto ayudara a incrementar su potencial como agente de control bioldgico para
nematodos.



INTRODUCCION

Desde los inicios de la agricultura las civilizaciones sufrieron frecuentemente la
devastacion de sus cosechas por los ataques de las plagas de insectos. Al principio se
intentaba controlar con enemigos naturales, sin embargo esto perdié importancia entre
1930 y 1940 al descubrirse los insecticidas quimicos, que originalmente fueron
concebidos como armas quimicas, ya que resultaron ser mucho mds ripidos, baratos y
con un espectro de accién mas amplio que los enemigos naturales de los insectos, su uso
se extendi6 rapidamente hasta llegar a constituirse en una herramienta imprescindible de

la agricultura moderna (Torres, 2002).

Si bien los insecticidas quimicos han permitido un control eficaz de las plagas, se
ha establecido que estos compuestos son altamente perjudiciales para la salud humana y
los ecosistemas (Torres, 2002); ademds, por su persistencia en el medio ambiente,
favorecen la seleccion de insectos plaga resistentes a ellos, lo que ha motivado el uso de

dosis cada vez mayores o de productos cada vez mds téxicos (Galan, 1993).

Recientemente la humanidad preocupada por solucionar los problemas de
contaminacion ambiental ocasionado por el uso indiscriminado de insecticidas quimicos
para el combate de plagas, ha implementado el manejo integral de plagas, del cual
forma parte importante el control bioldgico (De Luna, 2002), se define como la
represion de las plagas mediante sus enemigos naturales; como predadores, parasitos y

patogenos (Cisneros, 1995).

Las formulaciones comerciales de los microorganismos son conocidas como
bioinsecticidas e incluyen a diferentes géneros y especies de bacterias, hongos,

nematodos y virus. Estos microorganismos, denominados entomopatdégenos, son
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especificos: afectan s6lo a determinados grupos de insectos (hospederos) y son

inofensivos para insectos benéficos, humanos y otros organismos superiores.

Bacillus thuringiensis (Bt) representa el mayor volumen de los bioinsecticidas
producidos en el &mbito mundial (Tamez et al., 2004), las cepas de Bt pueden producir
compuestos de varias estructuras quimicas y propiedades (Mohammed et al., 2008). Bt
produce una o mas inclusiones de cristal paraesporal (Cry o d&-endotoxinas) estas
proteinas son conocidas por ser toxicas a un amplio rango de especies de insectos
(Feitelson et al., 1992).Algunas proteinas Cry son también toxicas para nematodos
(Leynset al., 1995). A la fecha se le ha reportado actividad toxica para larvas de
nematodos de vida libre o parésitos a seis proteinas Cry (Cry5B, Cry6A, Cryl2, Cryl3,
Cryl4A, Cry21A) (Wei et al., 2003; Mohammed et al., 2008; Gholamreza et al., 2008).
Diferentes estudios con los sobrenadantes de los cultivos de Bacillus indican que
enzimas catabdlicas (proteasas, quitinasas y glucanasas), péptidos antibidticos o
pequenas moléculas secretadas por las especies de Bacillus pueden contribuir a la
actividad contra nematodos patogénicos (Mérquez and Ferndndez 2006; Lian et al.,

2007; Mohammed et al., 2008).

Entre las plagas que afectan el sector agricola, los nematodos fitopardsitos son
responsables de pérdidas economicas considerables, (Boina et al., 2008). En México los
insecticidas a base de Bacillus thuringiensis son en su mayoria de importacién y, el uso
de estos productos esta difundido y se aplican en diversos tipos de cultivos, sin embargo
su consumo no es constante ni se dispone de las mejores técnicas para aplicarlos
(Quintero, 1997). Para promover el crecimiento de este mercado es necesario obtener
nuevas cepas nematicidas, para llegar a un producto comercial y proponer la sustitucion
de plaguicidas quimicos téxicos (tal es el caso de los nematicidas), por productos

biolégicos no contaminantes.



DEFINICION DE PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Los nematodos son los animales multicelulares mds abundantes en la faz de la
tierra, varios cientos de especies de nematodos son conocidos por alimentarse de plantas
vivas y causar una variedad de enfermedades en todo el mundo (Mohammed et al.,
2008). Los nematodos pardsitos de plantas son un grupo de organismos microscopicos
que viven en el suelo y atacan las raices o partes aéreas de muchos cultivos. Con
frecuencia causan daflos tan serios, que es imposible mantener una agricultura
econdmicamente viable, sin el uso de alguna forma de control nematolégico (Zuckerman

et al., 1990).

Los nematodos formadores de nddulos de la raiz (Meloidogyne spp.) se
encuentran en todo el mundo, pero con mayor frecuencia y abundancia en regiones con
clima célido e inviernos cortos y moderados. Estos nematodos se encuentran también en
los invernaderos donde se usan suelos no esterilizados. Atacan a mas de 2000 especies
de plantas, incluyendo a la mayoria de las plantas cultivadas (Agrios, 2008).
Meloidogyne spp. es el nematodo que infesta las raices mds importante, y causa
pérdidas anuales de cultivos valoradas en 50 billones USD anuales alrededor del mundo

(Boina et al., 2008).

En primer lugar es necesaria la prevencion de la entrada del nematodo, pues una
vez que éste se ha establecido es practicamente imposible erradicarlo, por lo que es
importante el uso de semillas y plantulas certificadas y material limpio de nematodos
(Agrios, 2008). Si los niveles detectados estan por encima del umbral econémico de
dano se recomienda el uso de un nematicida, métodos de control alternativo como la

solarizacién y biofumigacién del suelo o una combinacién de ellos (Zuckerman et al.,
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1990). El Bromuro de metilo, fumigante de suelo usado para controlar el nematodo
formador de nddulos y otros patégenos del suelo, fue prohibido en EUA para la
fumigacion de suelo debido a sus fuertes propiedades que debilitan la capa de ozono

(Boina et al., 2008).

En este trabajo se buscé entre las cepas nativas de B. thuringiensis,
pertenecientes a la coleccién de entomopatégenos del Instituto de Biotecnologia FCB,
UANL, aquellas con alta actividad nematicida contra Meloidogyne incognita,
explorando el efecto nematicida del complejo espora cristal (endotoxinas) y/o productos
extracelulares (exotoxinas) con el fin de obtener nuevas cepas nematicidas, que
encaminen al desarrollo de un producto comercial y proponer la sustitucion de
plaguicidas quimicos toxicos, que como el bromuro de metilo han sido prohibidos como

esterilizantes del suelo por el impacto que causan al ambiente.



HIPOTESIS

La extensa variedad de las cepas de Bt y las toxinas que producen permiten la
produccion de bioinsecticidas, en la coleccion de cepas de Bt del Instituto de
Biotecnologia es posible encontrar al menos una cepa con actividad toxica para
nematodos del genero Meloidogyne spp. que contenga alguno de los genes cry

reportados con actividad téxica para nematodos.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar y caracterizar cepas de Bacillus thuringiensis que muestren actividad
contra el nematodo de las agallas Meloidogyne determinando el efecto nematicida del

complejo espora cristal (endotoxinas) y/o productos extracelulares

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Implementar un cultivo de Meloidogyne.

2. Identificacién molecular de la especie del género Meloidogyne.

3. Seleccionar cepas de Bacillus thuringiensis en base a reportes de literatura con
actividad nematicida y cultivarlas.

4. Determinar actividad nematicida de cultivos completos de Bacillus thuringiensis
in vitro.

5. Obtener el complejo espora-cristal de cultivos de las cepas de Bacillus
thuringiensis.

6. Obtener las proteinas sobrenadantes de cultivos de las cepas de Bacillus
thuringiensis.

7. Determinar la actividad nematicida del complejo espora-cristal in vitro.



8. Determinar la actividad nematicida de las proteinas extracelulares in vitro.

9. Evaluar las cepas que presenten mejores resultados a nivel invernadero
utilizando plantas de Belén (Impatiens sultanii) infestadas con Meloidogyne
incognita.

10. Caracterizar las proteinas extracelulares de sobrenadantes que presenten mayor
actividad toxica contra Meloidogyne incognita.

11. Identificar los genes cry presentes en las cepas con actividad toxica contra

Meloidogyne incognita.



ANTECEDENTES

Existen miles de organismos, como microbios, insectos y dcaros, asi como
malezas, que compiten con el hombre por comida, fibras, asilo (King, 1996). Ante esta
situacion, el hombre fue desarrollando algunas estrategias para su control y es asi que
desde hace algunos siglos los chinos utilizaron hormigas para proteger sus huertas de
citricos contra gusanos, avispas y otros insectos. Ya en el siglo XIX, cientificos
europeos y norteamericanos emplearon depredadores naturales (catarinas y avispas) y
patégenos (hongos) para proteger cultivos y bosques, obteniendo resultados muy
alentadores (Torres, 2002). Esta manipulacion intencional de poblaciones de enemigos

naturales dio como resultado lo que conocemos como control biolégico.

En 1964 se defini6 a dicho control como la accidén de pardsitos, predadores y
patégenos para mantener a otra poblacion de organismos a una densidad mds baja en
promedio, posteriormente en 1987 se redefine este concepto como el uso de un
organismo natural o modificado genéticamente, genes o sus productos para reducir los
efectos de los organismos plaga (Galdn, 1996). Estos microorganismos, denominados
entomopatdgenos, son especificos: afectan s6lo a determinados grupos de insectos
(hospederos) y son inofensivos para insectos benéficos, humanos y otros organismos
superiores.

Para que un microorganismo entomopatégeno o su producto sea considerado
como un agente potencial para utilizarse en el control biolégico, debe cumplir con las

siguientes caracteristicas (Aizawa, 1974):



1. Efectivo y especifico contra el insecto blanco y consistente en la supresion de las
poblaciones de la plaga.

2. Disponibilidad y factibilidad de una tecnologia de produccién continda.

3. Estar disponibles en formulaciones que posean una vida de anaquel larga, ser
estable en el habitat del insecto blanco y diseminarse bien para maximizar el
contacto.

4. No ser infeccioso o toxico para el ser humano y su efecto en flora y fauna no
blanco debe ser minimo.

5. Poseer potencial comercial.

Muchos de los organismos entomopatégenos potenciales a ser usados por el
hombre en el control de densidades de poblaciones de insectos pertenecen a diferentes
grupos taxondmicos, principalmente hongos, bacterias, nematodos y virus. Sin embargo,
hasta el momento, solo unos pocos han sido desarrollados como principio activo de
productos insecticidas. De todos ellos, los mas utilizados y extendidos comercialmente
en el mundo son, sin duda, los basados en la bacteria Bacillus thuringiensis (De Luna,

2002).

La historia acerca de Bacillus thuringiensis da comienzo a inicios del siglo
pasado, cuando fue aislado en Japdn, por Ishiwata, y se le considerd el microorganismo
responsable de la enfermedad de sotto del gusano de seda Bombyx mori (Rodriguez,
1996). Diez afios mas tarde, fue redescubierto un organismo similar por Berliner de la
ninfa de larvas de Anagasta kuehniella, en Alemania. El investigador alemén lo llamo
Bacillus thuringiensis, debido a que el microorganismo fue aislado en Turingia,
Alemania, y con el cual en la actualidad se le reconoce. Berliner report6 la presencia de
un cuerpo paraesporal, sin embargo no lo relacioné con la actividad téxica del
microorganismo (De Luna, 2002). Fue hasta 1915 en que un grupo de investigadores
japoneses encontrd que solo los cultivos esporulados eran téxicos para larvas del gusano
de seda. Ellos sugerian que la toxicidad observada se debia a la accion de las toxinas

(Lambert, 1992).
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El primer producto comercial llamado Sporeine® fue desarrollado en 1938, por
el laboratorio Libec de Francia, disponible para el control del gusano barrenador de la
harina (Aronson et al., 1986). Infortunadamente, este producto se usé por un corto

periodo debido a la Segunda Guerra Mundial (De Luna, 2002).

En 1969 el Dr. H.T. Dulmage aisl6 en Estados Unidos una cepa de B.
thuringiensis que result6 de 20 a 200 veces mdas potente que todas las especies
conocidas, a la que denomind B. thuringiensis variedad kurstaki (HD-1), siendo
eventualmente adoptado como ingrediente activo para productos comerciales (Couch,
1978).

Durante muchos afos se pensé que B. thuringiensis era un patdgeno de
lepiddpteros porque solo se aislaron cepas activas contra este tipo de insectos. En 1978,
se encontrd una bacteria B. thuringiensis subsp. israelensis capaz de matar mosquitos y
en 1983 una B. thuringiensis subsp. tenebrionis activa contra insectos coledpteros
(Schnepf, 1998). Fue a partir de entonces que un gran nimero de investigadores en todo
el mundo se dedicdé a buscar mas de estas bacterias y se han encontrado una gran
diversidad de estas, las cuales se han caracterizado por su serotipo H-flagelar es decir
por las protefnas presentes en el flagelo en mas de 45 serotipos y 58 serovariedades

diferentes (Rodriguez, 1996).

MORFOLOGIA

La bacteria Bacillus thuringiensis perteneciente a la familia Bacillacea, es un

bacilo gram-positivo, con un tamafio promedio de 2 a 5 um por 1 a 1.2 um, flagelos
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peritricos y esporulado que se caracteriza por la formacién de un cuerpo paraesporal o
cristal de proteina, conocido como delta-endotoxina, estos cristales se forman durante la
esporulacion y tienen actividad téxica para larvas de insectos (Shieh, 1988). A B.
thuringiensis se le considera cosmopolita, pues sus esporas se han aislado de suelo
(Meadows et al., 1992), de larvas de insectos enfermos (Kaelin er al., 1994), de

productos almacenados (Karamanlidou et al., 1991).

Los cristales estin constituidos por proteinas denominadas o6-endotoxinas
también conocidas como proteinas Cry y Cyt. Se han encontrado d-endotoxinas activas
contra insectos lepiddpteros (mariposas), coledpteros (escarabajos), dipteros
(mosquitos), himendpteros (hormigas), dcaros y también contra otros invertebrados

como nematodos, gusanos planos y protozoarios (Bravo, 1992; Lorence, 1996).

Bacillus thuringiensis CONTRA NEMATODOS

Bacillus thuringiensis es una bacteria la cual produce varios metabolitos
insecticidas, puede producir compuestos téxicos de varias estructuras quimicas y
propiedades (Leyns et al., 1995; Mohammed et al., 2008). Las proteinas toxicas
producidas por Bacillus thuringiensis en términos generales son las mdas usadas en
insecticidas naturales en la agricultura. Estas toxinas son usadas por los granjeros
orgénicos, ofrecen una notable alternativa a los pesticidas quimicos ya que no son
toxicos para los vertebrados, son mds benignos al ambiente, y por medio de la ingeniera
genética pueden ser introducidas a los cultivos para proveer una constante proteccion
(Ziquan et al., 2008). Madés de 300 genes cry que codifican para una variedad de
proteinas Cry han sido clonados y caracterizados de Bacillus thuringiensis. Las toxinas
Cry han sido clasificadas como pertenecientes a la familias Cryl a CryS5len base a su

homologia en la secuencia de aminodcidos (Ziquan et al., 2008). A la fecha a seis
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proteinas Cry (Cry5, Cry6, Cryl2, Cryl3, Cryl4, Cry21) se les conoce su actividad
toxica para larvas de nematodos de vida libre o parésitos (Wei et al., 2003; Mohammed

et al., 2008).

La mayoria de los estudios probando Bacillus thuringiensis para el control
biologico de nematodos se han enfocado en zooparisitos y nematodos de vida libre
(Carneiro et al., 1998).Durante la ultima década se han realizado intensos estudios de los
efectos nematicidas de Bacillus thuringiensis principalmente dirigidos al desarrollo de
preparaciones bacterianas efectivas contra nematodos fitoparédsitos (Mohammed et al.,

2008).

Jacq et al. (1977) encontraron una toxina termostable de Bt toxica a poblaciones
de Meloidogyne, Panagrellus y Aphelenchus.

Zuckerman et al. (1993) reportaron que una cepa de Bt (CR-371) causaba
reduccion significativa en agallas de tomate en ensayo de invernadero.

Leyns et al. (1994) comprobaron la actividad nematicida de mezclas de esporas y
cristales de tres aislados de Bt contra estadios juveniles y adultos de Caenorhabditis
elegans.

Carneiro et al. (1998) probaron 21 cepas de Bacillus spp. contra Meloidogyne
Jjavanica usando el sobrenadante, donde la cepa Bt brasiliensis resultd efectiva en matar
los juveniles y las cepas Bt aizawai y Bt morrisoni resultaron efectivas para
inmovilizarlos.

Marquez and Fernidndez (2006) probaron el efecto de la mezcla de esporas y
cristales y los sobrenadantes de 37 cepas de Bt contra Meloidogyne incognita, las cepas
que mostraron mejor actividad fueron kurstaki, morrisoni e israelensis. La fraccion

toxica més efectiva fue el sobrenadante que contiene las exotoxinas termoestables.

Diferentes estudios con los sobrenadantes de los cultivos de Bacillus indican que
enzimas catabllicas (proteasas, quitinasas y glucanasas), péptidos antibidticos o
pequeiias moléculas secretadas por las especies de Bacillus pueden contribuir a la

actividad contra nematodos fitopatégenos (Marquez and Ferndndez 2006; Lian et al.,
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2007; Mohammed et al., 2008). Varias proteasas bacterianas han demostrado estar
involucradas en procesos de infeccién a nematodos, la proteasa alcalina extracelular de
Brevibacillus laterosporus (Huang et al., 2005). La Serin proteasa de Bacillus
nematocida (Niu et al., 2005), La proteasa aprA de Pseudomonas fluorescens (Siddiqui
et al., 2005), Bacillus firmus forma la base de un bionematicida comercial (Cox et al.,
1981). En investigaciones recientes se encontraron varias especies del género Bacillus
son capaces de producir proteasas pueden suprimir las poblaciones del nematodos
fitopatégenos Panagrellus redivivus, debido a la presencia de toxinas extracelulares que

son capaces de degradar la cuticula de estos nematodos (Lian et al., 2007).

Mohammed et al. (2008) investigaron el potencial nematicida de las proteinas
cristal y las proteinas vegetativas de los sobrenadantes de 10 aislados de Bt in vitro
contra Meloidogyne incognita ademés de la actividad in vivo usando plantas de tomate
como hospedero. La cepa sotto resulto con las actividades nematicidas mds altas en los

ensayos con proteinas cristal y las proteinas vegetativas.
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Meloidogyne incognita.

Taxonomia (Pierre et al., 2003)

* Reino: Animalia

* Phylum: Nematoda

* Orden: Tylenchida

* Familia: Heteroderidae
* Género: Meloidogyne

* Especie: Meloidogyne incognita

Los nematodos son organismos microscopicos no segmentados que constituyen
el grupo mds abundante de animales multicelulares en la tierra, en la que ocupan la
mayoria de habitats. Existen nematodos bacterivoros, fungivoros, predadores de otros
nematodos, pardsitos de insectos y herbivoros o parasitos de plantas. Estos ultimos
causan importantes dafios en los cultivos y a ellos nos referiremos principalmente en este
documento. Debido a su pequefio tamafio y a que viven en el suelo, no pueden verse a
simple vista y su estudio eficaz s6lo ha sido posible cuando la disponibilidad de
microscopios de alta resolucion y al uso de técnicas para extraerlos del suelo, permitio
estudios cuantitativos sobre sus densidades de poblacion y correlaciones con los dafios
producidos en los cultivos. Suelen tener forma de hilo, con una longitud de 0,1 a 3 mm y
un didmetro unas 20 veces menor que su longitud. Estdn recubiertos de una cuticula
protectora y lo mds llamativo de su organografia es el tubo digestivo, compuesto
esquemadticamente por un estilete, es6fago, intestino y ano. Los adultos son facilmente
identificables por la presencia de un sistema reproductor. Las hembras presentan uno o

dos ovarios, ttero, vagina y vulva y una o dos espermatecas. Los machos se distinguen
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facilmente por la presencia de un aparato copulador en la cola, compuesto por espiculas,

guberniculo y alas caudales (Zuckerman et al., 1990; Agrios, 2008).

Los efectos de los nematodos pardsitos de plantas (fitopardsitos) sobre los

cultivos se subestiman frecuentemente por agricultores y técnicos agricolas debido a los

sintomas inespecificos que producen, que suelen confundirse con desordenes

nutricionales, estrés hidrico, problemas de fertilidad del suelo, asi como con otras

infecciones secundarias causadas por hongos y bacterias, cuya entrada suele estar

facilitada por la accién del nematodo. Estimaciones de diversas fuentes sugieren que los

nematodos parésitos de plantas reducen la produccion agricola mundial entre un 12% y

un 20% (Zuckerman et al., 1990; Pierre et al., 2003).

Tabla 1. Sintomas y cultivos susceptibles a los principales nematodos fitoparésitos

Cereales, Frutales, Horticolas,
Industriales, Ornamentales

Meloidogyne

Pratylenchus

Globodera; Heterodera

Ditylenchus

Tylenchulus
semipenetrans

Xiphinema; Longidorus

Trichodorus;
Paratrichodorus

Aphelenchoides

Anguina

Agallas en raices Debilitamiento
general de la planta

Lesiones y destruccion de raices
Debilitamiento general de la planta

Cuentas de collar en raices
Debilitamiento general de la planta

Distorsiones en hojas y bulbos
Debilitamiento general de la planta

Debilitamiento general de la planta
Transmisores de virus

Debilitamiento general de la planta
Transmisores de virus

Distorsiones y necrosis en las
hojas

Distorsiones en espigas y granos

Cereales, Frutales, Horticolas,
Leguminosas, Ornamentales

Cereales, Horticolas (Patata),

Industriales (Remolacha)

Horticolas (Cebolla, Ajo)

Citricos

Frutales, Vifiedo

Numerosos cultivos

Ornamentales, Fresa

Cereales, Pastos
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Los nematodos del género Meloidogyne spp. son ampliamente conocidos por la
habilidad de producir cambios en el sistema radicular de las plantas, induciendo la
pérdida de absorcion de nutrientes. La absorcién de nutrientes se limita por la alteracion
fisiologica de la raiz, el metabolismo para generar fuente de alimento se interrumpe y
como efecto de esto la planta reduce su crecimiento (enanismo) y su produccién baja

ocasionando grandes pérdidas en cultivos (Agrios, 2008).

Los nematodos del género Meloidogyne spp. estan distribuidos desde los 5 a 30
cm debajo de la superficie del suelo, poseen tres etapas en su ciclo de vida: huevo, tres
estadios larvales y adulto, la etapa infectiva es durante el segundo y tercer estadio larval.

En esta etapa se movilizan a través de los poros del suelo humedo (Sasser and Taylor,

1983).

Los sintomas primarios en las raices son hinchamientos y agallas en las raices
primarias y menor cantidad de raices secundarias y terciarias, conforme la larva se va
alimentando secreta una sustancia llamada oxido-reductasa, la cual afecta a las células
de las raices provocando el desarrollo de células gigantes llamadas sincitos; causada por
una multiplicacién desordenada del nicleo denominado hiperplasia alrededor de la
cabeza de la larva, produciendo sintomas secundarios como amarillamiento en las partes
aéreas de la planta, hojas mas angostas, detencion del crecimiento de la planta y menor

produccion, con pérdidas hasta del 57 % (De Waele and Davide, 1998).
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Distribucion

Meloidogyne spp. se distribuye mundialmente y no se conoce bien su lugar de
origen. Estos nematodos tienen un amplio rango de hospedantes, especialmente plantas
dicotiledéneas, que a menudo se encuentran en las dreas donde se cultivan Musdiceas

(De Waele and Davide, 1998).

Morfologia

Los machos, las hembras y las larvas de Meloidogyne spp. tienen estiletes que
consisten en una punta conica, una columna derecha y tres nddulos. El estilete puede ser
sacado por medio de musculos adheridos a los nddulos. Es usado para perforar las
células de las plantas. El estilete tiene una abertura cerca de la punta que conduce al
lumen del estilete que es continuado con el lumen del es6fago adherido a los nddulos, el
lumen tiene una ramificacion corta llamada orificio de la glandula dorsal (OGD). Los
musculos adheridos a la vélvula la dilatan y contraen alternativamente, de modo que
funciona como una bomba, trasladando el alimento al intestino. Para alimentarse, el
nematodo empuja la punta del estilete dentro de la célula de la planta. Las secreciones de
la glandula dorsal esofégica fluyen a través de la abertura del estilete hacia el interior de
la célula de la planta. Esta secrecion y posiblemente las secreciones de las dos gldndulas

subventrales tienen un gran efecto en la planta (Pierre et al., 2003).
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Ciclo de vida

El ciclo de vida de la especies de Meloidogyne spp. (Figura 1) comienza con un
huevo, generalmente en estado unicelular, depositado por una hembra que estd completa
o parcialmente incrustada en una raiz del hospedero. Los huevos son depositados en una
matriz gelatinosa que los mantiene juntos en masas o sacos de huevos. El desarrollo del
huevo comienza breves horas después de la ovoposicidn, resultando en 2, 4, 8 6 mas
células, hasta que se ve una larva completamente formada, con un estilete, enrollada en
la membrana del huevo. La primera muda tiene lugar en el huevo y no es dificil ver
separada la cuticula del primer estadio, sobresaliendo més alld de la cabeza del segundo
estadio larval. Poco después la larva emerge de un agujero hecho en un extremo del
cascaron flexible del huevo, por medio de pinchazos repetidos con el estilete (Sasser and

Taylor, 1983).

La larva del segundo estadio larval que ha emergido puede dejar o no dejar
inmediatamente la masa de huevos. Generalmente hay varias larvas emergidas en la
masa de huevos junto a huevos en varios estados de desarrollo. Después de dejar la masa
de huevos, la larva se mueve a través del suelo en busca de una raiz de la que pueda
alimentarse. Parece que la busqueda es al azar hasta que la larva se acerca a unos
cuantos centimetros de una raiz. Luego guiado por alguna sustancia que emana de la
raiz, se va trasladando directamente hacia la punta radicular. Las larvas de segundo
estadio larval infectivo generalmente penetran en la raiz justamente sobre la caliptra. Se
mueven principalmente entre las células no diferenciadas de la raiz y finalmente se
colocan con sus cabezas en el cilindro central de desarrollo. Esto da lugar a la formacion
de células gigantes llamadas sincitos, formadas por un agrandamiento de las células

conocido por hipertrofia. Al mismo tiempo, hay una intensa multiplicaciéon de células
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vegetales denominado hiperplasia alrededor de la cabeza de la larva (Sasser and Taylor,
1983).

Figura 1. Ciclo de vida de Meloidogyne spp. Juveniles de segunda etapa (J,) eclosionan
de los huevos en el suelo e invaden los tejidos de la raiz. Los machos permanecen
vermiformes y abandonan la raiz. Después de la maduracién las hembras se vuelven

piriformes y depositan los huevos en una masa gelatinosa afuera de la raiz.
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Identificacion de especies

Los nematodos son considerados entre los animales mas dificiles de identificar,
el uso de marcadores genéticos basados en el ADN ribosomal (ADNr) ha ganado
aceptacion en aplicaciones que van desde las determinaciones de cuarentena a las

evaluaciones de la biodiversidad.

Aunque existen aproximadamente 60 especies descritas de nematodos
formadores de nddulos de la raiz, la atencidn taxondmica se ha enfocado en seis
(Meloidogyne incognita Kofoid & White, 1919, M. javanica Treub, 1885, M. arenaria
Neal, 1889, M. chitwoodi Golden et al., 1980, M. fallax Karssen, 1996 y M. hapla
Chitwood, 1949) ya que estdn asociadas tipicamente con enfermedades de plantas
agronOmicamente importantes (Adamer al., 2007). Para la identificacion de especies y
poblaciones de Meloidogyne se han aplicado varios métodos aunque todos tienen sus
limitaciones (Zijlstra et al., 1995). Es importante determinar la composicion de especies
de Meloidogyne en cultivos para poder introducir estrategias de control no quimicas,
como la rotacion de cultivos resistentes y plantas enemigas (Cenis, 1993; Orui, 1998).
La identificacion de especies de Meloidogyne estd basada en la morfologia de las
hembras adultas (Eisenback et al., 1981) y rango de hospederos (Williamson et al.,
1997), siendo dificil la identificacién para machos y hembras juveniles asi como para los
machos adultos. También se utiliza el andlisis de isoenzimas, donde la comparacion de
patrones de esterasa muestran gran consistencia en la separacion de las 4 especies de
mayor distribuciéon en el mundo, sin embargo no detecta variacién intraespecifica entre
nematodos de Meloidogyne (Volvas et al., 2005). Los diagnésticos basados en ADN

proveen atractivas soluciones a los problemas asociados con estos métodos de
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identificacion, ya que son independientes tanto de los productos expresados del genoma
como de la influencia del ambiente y la etapa del desarrollo (Wishart et al., 2002;
Powers, 2004). La mayoria de los andlisis de ADN dirigidos a nematodos formadores de
agallas usan ADN total (gendmico y mitocontrial [ADNmt]) o ADNmt y son
predominantemente a través de Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de
Restriccion (RFLPs por sus siglas en inglés) (Zijlstra et al.,, 1995; Orui, 1998; Powers,
2004). La comparacién de secuencias de regiones espaciadoras transcritas internas (ITS,
por sus siglas en inglés) de ADN ribosomal (ADNr) es usada en taxonomia, ya que tiene
un alto grado de polimorfismo entre especies estrechamente relacionadas y es
practicamente constante para una especie especifica. Ademds las regiones ITS son
flanqueadas por secuencias conservadas que facilitan el disefio de iniciadores para su

amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en ingl€és).

En México, la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacién (SAGARPA) ha reportado la presencia del nematodo Meloidogyne
incognita y se considera como una plaga importante para el Estado de Nuevo Le6n. M.
incognita es un nematodo que no estd regulado en Normas Oficiales Mexicanas y no se
menciona en el Mddulo de Requisitos Fitosanitarios para la importaciéon de mercancias

reguladas (SENASICA-CNRF-Departamento de Andlisis de Riesgo de Plagas 2014).

El control de M. incognita se lleva a cabo en gran medida por la combinacién de
métodos incluyendo el uso de nematicidas y rotacion de cultivos. Aunque los
nematicidas quimicos son efectivos hasta cierto punto, su uso ha sido cuestionado en los
ultimos afios debido a la creciente preocupacion acerca de la contaminacién ambiental y

los riesgos para la salud humana (Seo et al., 2011).
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MATERIAL METODO

1. CULTIVO DE Meloidogyne

Las poblaciones de Meloidogyne se obtuvieron del Laboratorio de Fitopatologia
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Leén, e
identificadas por el M.C. Nabor Gonzélez de acuerdo a los criterios de Zuckerman et al.,
1990. Las poblaciones de nematodos se propagaron y mantuvieron por subcultivos en
pepino (Cucumis sativus), tomate (Solanum lycopersicum) y belén (Impatiens sultanii)

en invernadero a 22-28 °C (Carneiro, 1998).

Todas las semillas utilizadas se esterilizaron en su superficie sumergiéndolas en
etanol por 5 minutos, transferidas a hipoclorito de sodio 1% por 10 min y lavadas en
agua estéril (Mitkowski and Abawi, 2002). Las semillas se cultivaron en suelo
esterilizado en autoclave a 120°C por 15 min, a los 10 dias se inocularon con larvas
juveniles de Meloidogyne, a los 30 dias las raices de las plantas fueron extraidas y se
retiraron manualmente los nédulos y masas de huevecillos. Las masas de huevecillos
fueron enjuagadas en hipoclorito de sodio al 0.5% por 10 min, posteriormente se lavaron
con agua estéril y finalmente se incubaron en agua estéril a 25 °C.

Todos los nematodos usados en los bioensayos provenian de estos cultivos.
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2. IDENTIFICACION MOLECULAR DE LA ESPECIE DEL GENERO
Meloidogyne

Material biol6gico

Los juveniles activos (J,) de Meloidogyne se obtuvieron usando la técnica del
embudo de Bearmann (Agrios, 2005) de plantas contaminadas, proporcionadas por el
Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Auténoma de Nuevo Leon, e identificadas como género Meloidogyne por claves
taxondmicas para la identificacion de nematodos parasitos de plantas (Zuckerman et al.,

1990).

Identificacion Molecular de la especie del nematodo

El ADN genémico se aisl6 de 5000 nematodos (J,) usando una lisis con
detergentes seguido por una extracciéon con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(Sambrook and Russell, 2001). Los especimenes se recolectaron por centrifugacion a
16,000 g por 5 min, y el pellet se resuspendié en 200 uLL de amortiguador lisis TSNT (2
% Tritén X-100, 1 % SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl y 1 mM EDTA, pH 8), 500

uL de fenol saturado con Tris-HCl y 100 uL de una mezcla cloroformo: alcohol
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isoamilico (24:1). La suspension se mezcld en vortex por 5 min y se agregaron 200 puL
de amortiguador TE 1X (10 mM Tris-HCl y 1 mM EDTA, pH 8.0); las fases se
separaron por centrifugaciéon a 16,000 g por 10 min y el ADN se precipité de la fase
acuosa con etanol. Los pellets de ADN se secaron y resuspendieron en 48 uL de
amortiguador TE, 2 uL de 2 ug uL"' RNasa y cuantificaron por densitometria en geles
de agarosa tefiidos con solucién GelRed 1X (Biotium, Hayward, CA) usando el sistema
EDAS 290 y el programa Kodak Digital Scince 1D (Eastman Kodak Company,
Rochester, New York).

Un fragmento ADNr fue amplificado por PCR usando el iniciador ITS1 (5°-
TTGAACCGGGCAAAAGTCG-3") y el iniciador reverse ITS2(5°-
TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3") dirigidos a las regiones 3"y 5" del ADNr 18S y 288,
respectivamente (Stock ef al., 2001). La PCR se realiz6 en un termociclador TC020-24
MultiGene Mini (Labnet Iternational, Inc., Edison, NJ) en un volumen de 25 uL
conteniendo 1X buffer GoTag PCR (Promega, Madison, WI), 200 ng de ADN
gendmico, 200 uM de cada dNTPs, 0.5 uM de cada iniciador, agua estéril y 1 U de
GoTaq DNA polimerasa (Promega, Madison, WI). Se us6 un programa de amplificacién
de 32 ciclos: 94 °C por 30 s, 60 °C por 30 s y 72 °C por 75 s, con una primera etapa de
desnaturalizacion de 94 °C por 3 min y una etapa final de elongacién de 72 °C por 5
min. Un plasmido que contiene un fragmento las regiones ITS de Heterorhabditis indica
Poinar, Karunakar & David 1992, (pGEMITSLZO), se us6 como testigo positivo de la
PCR. Los productos de la PCR se analizaron en un gel de electroforesis de agarosa 2.5
% tefiiddo con soluciéon GelRed 1X, usando una unidad de electroforesis horizontal
MSMUNIDUO (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO), 100 volts por 60 min, y el producto
del amplificado se clon6 en el vector pPGEM®-T (Promega), siguiendo las instrucciones
del fabricante. La mezcla de la ligacion se usé para transformar células de Escherichia
coli DH5q, células transformadas se seleccionaron por una prueba azul-blanco en placas
de agar LB con ampicilina (100 pug mL™), 100 uL IPTG (isopropil-p-D-1-
tiogalactopirandsido) (2 mg mL™"). Las colonias resultantes de las células transformados
se analizaron para detectar la presencia del ADN plasmidico mediante una extraccién

por lisis alcalina y en un gel de agarosa 0.8 % tefiido con solucién GelRed 1X. Ademas,
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la correcta insercion del producto amplificado en el vector pPGEM®-T se confirmé por

PCR usando los iniciadores ITS1 y ITS2, tal como se describi6 anteriormente.

Seis plasmidos positivos por PCR de diferentes colonias de E. coli se
secuenciaron usando los iniciadores T7 y SP6 (Promega) y un analizador genético ABI
Prism 310 (Applied Biosystems, Foster City, CA) en la Unidad de Biologia Molecular
del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Auténoma de México (UNAM).

Las secuencias T7 y SP6 (12 secuencias en total) se alinearon usando el
moédulo Contig Assembly Program del programa BioEdit v7.0.8.0 (Hall, 1999) y la
secuencia consenso se compar6 con secuencias nucleotidicas en bases de datos usando la
herramienta nucleotide BLAST (BLASTn) del Centro Nacional de Informacion sobre
Biotecnologia (NCBI). El género y especie del organismo con la secuencia nucleotidica
de mayor identidad a la secuencia consenso se consideré como el género y especie del

nematodo analizado.
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3. SELECCION DE CEPAS DE Bacillus thuringiensis

Activacion de cepas de Bacillus thuringiensis

En base a reportes de literatura se activaron 25 cepas de Bt con posible actividad
nematicida pertenecientes a la Coleccion del Instituto de Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas, UANL, conservadas en agar semisdlido o liofilizados. Las cepas se
activaron procediendo de acuerdo al método de conservacion. Para determinar la
presencia de esporas y cristales tipicos de la especie, se realizaron tinciones simples con
cristal violeta y se observaron las caracteristicas morfoldgicas al microscopio de
diseccion 40X. Se descartaron 2 cepas que no presentaban la presencia de los cristales

tipicos de Bt. las cuales fueron descartadas (HD-570 y GM-96).

Preparacion de cultivos

Todas las cepas se inocularon en matraces Erlenmeyer de 500 ml en 100 ml de
caldo nutritivo y se incubaron 30 °C en un agitador rotatorio a 140 rpm por 3 dias
(cultivo completo) Las muestras para los bioensayos se ajustaron hasta obtener caldos a

. 7
una concentracion de 10 esporas por ml.
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4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD NEMATICIDA DE CULTIVOS
COMPLETOS DE Bacillus thuringiensis IN VITRO.

Para las 23 cepas se realizé el bioensayo en cajas de 24 pozos de acuerdo al
método estdndar de Prasad et al. (1972). Un ml de cada cultivo completo se agregé a
200 pl de una suspension de nematodos J, (alrededor de 15 J,) complementada con
antibiotico (Penicilina 50 pg/ml) en cada pozo e incubado a temperatura ambiente.
Caldo nutritivo y agua destilada con antibiético se utilizaron como control, todos los
tratamientos tuvieron 3 réplicas. El ndmero de J, activos y muertos se contaron en el
estereoscopio a las 24 h y se determiné el porcentaje de mortalidad de cada cepa. Se

seleccionaron las cepas que presentaron actividad nematicida superior al 60%.
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5. OBTENCION DE PROTEINAS CRISTAL DE CULTIVOS DE LAS CEPAS

DE Bacillus thuringiensis

Para obtener las proteinas cristal de las 14 cepas que presentaron actividad
nematicida superior al 60% para los bioensayos se centrifugaron cultivos de Bt de 72 hrs
a 8000 rpm por 15 min, el pellet se lavd 3 veces con agua destilada. 50 mg de este pellet
se disolvié en 20 ml de una solucién 100 mmol de Na,COs (pH 9.5) adicionado con 10
mmol DTT, agitados durante 2 horas a temperatura ambiente y centrifugados a 15000
rpm por 15 min, los sobrenadantes con la proteina cristal solubilizada se dializaron

(Mohammed et al., 2008). Los dializados fueron conservados a -10°C hasta su uso.

6. OBTENCION DE LAS PROTEINAS SOBRENADANTES DE CULTIVOS DE
LAS CEPAS DE Bacillus thuringiensis.

Las 14 cepas que presentaron actividad nematicida superior al 60%fueron
inoculadas en matraces Erlenmeyer de 500 ml en 100 ml de caldo nutritivo a 30 °C en
un agitador rotatorio a 140 rpm por 3 dias. Las muestras para los bioensayos fueron
ajustadas hasta obtener caldos a una concentracién de 107 esporas por ml. Para obtener
los sobrenadantes los cultivos fueron centrifugados a 8000 rpm por 10 minutos,
posteriormente filtrados a través de una membrana Millipore (0.20 pm). (Lian et al.,

2007; Mohammed et al., 2008). Los filtrados fueron conservados a -10°C hasta su uso.
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7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD NEMATICIDA DEL COMPLEJO
ESPORA-CRISTAL IN VITRO.

Diferentes concentraciones (30, 15 y 7 ug/ml) de las proteinas cristal de las 14 cepas de
Bt fueron preparadas. La concentracion de proteina fue determinada por el método de
Bradford (Bradford, 1976) usando Suero de albumina como estindar. Se realizaron
bioensayos en cajas de 24 pozos como se describid anteriormente. Una solucion con 100
mmol Na,CO; (pH 9.5) y 10 mmol DTT se us6 como tratamiento control. El nimero de
J, activos y muertos se contaron en el estereoscopio a las 24 h para determinar el

porcentaje de mortalidad de cada cepa.

8. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD NEMATICIDA DE LAS
PROTEINAS EXTRACELULARES IN VITRO.

Para determinar la presencia de proteinas extracelulares con actividad nematicida
de los diferentes cultivos de Bt se depositd en placas de 24 pozos, un mililitro de cada
sobrenadante complementado con antibiético (Penicilina 50 pg/ml) junto con 200 ul de
una suspension de nematodos (18 J,). Las placas se incubaron a temperatura ambiente
por 24 h. Caldo nutritivo y agua destilada con antibiotico fueron utilizados como control,
todos los tratamientos tuvieron 3 réplicas. El nimero de J, activos y muertos se contaron

en el estereoscopio a las 24 h para determinar el porcentaje de mortalidad de cada cepa.
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9. EVALUACION DE LAS CEPAS QUE PRESENTARON MEJORES
RESULTADOS A NIVEL INVERNADERO UTILIZANDO PLANTAS DE
BELEN (Impatiens sultanii) INFESTADAS CON Meloidogyne incognita.

La actividad nematicida de 4 cepas de Bt fue probada contra nematodos
habitantes de la rizosfera de plantas de Belén. Las semillas utilizadas se esterilizaron en
su superficie sumergiéndolas en etanol por 5 minutos, transferidas a hipoclorito de sodio
1% por 10 min y lavadas en agua estéril (Mitkowski and Abawi, 2002) se sembraron en
macetas de 12 cm de didmetro y 15 cm de profundidad, las cuales se llenaron con 1 kg
de tierra pasteurizada. Tres pldntulas por maceta. A todas las macetas con plantulas de 2
semanas de edad se les aplic6 una suspension de huevos de nematodos ajustada a 10000
huevos por maceta. Después de la inoculacién con nematodos, cada cepa de Bt fue
aplicada en tres tratamientos: cultivo completo, sobrenadante (filtrado) y complejo
espora cristal (dializado). Se aplicaron 200 ml de cada tratamiento y se utilizaron 5
réplicas por tratamiento. 5 macetas se dejaron sin tratamiento de bacterias (Bf) y estas
sirvieron como control. Las macetas se mantuvieron 2 meses en invernadero.

Se colectaron los sistemas radiculares y se evalud el numero de agallas por
sistema radicular para reportar el porcentaje de reduccion en el nimero de nddulos y
nimero de masas de huevecillos (Di Vito et al., 2004; Volvas et al., 2005; Satoshi et al.,
2008; Ntalli et al., 2009).
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10. CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS EXTRACELULARES DE
SOBRENADANTES QUE PRESENTARON MAYOR ACTIVIDAD TOXICA
CONTRA Meloidogyne incognita.

Se evaluo la actividad proteolitica de 4 cepas empleando el método de hidrélisis
en Agar (Sanchez et al., 2004; Sharmin et al., 2005; Khosravi-Darani et al., 2008). Se
utiliz6 como medio Agar, métodos estandar suplementado con 1% de leche descremada.
Cultivos de las de 24 hse sembraron por picadura y se incubaron a 28-30° C por 48 h. La
capacidad hidrolitica de las cepas se reconocid mediante la formacion de halos

traslicidos alrededor de las colonias.

Para la caracterizaciéon del sobrenadante de las cepas que mostraron mejor
actividad nematicida en cultivo completo se realiz6 precipitacion con sulfato de amonio
al 80% de saturacion, la proteina fue colectada por centrifugacion a 15000 rpm por 25
minutos y los pellets de proteina fueron disueltos en PBS 100 mmol, después dializados
toda la noche contra PBS 100 mmol a 4°C. Las proteinas colectadas fueron evaluadas
en un gel de SDS-poliacrilamida al 12%, después de la electroforesis los geles fueron
tefiiddos y fijados en 40% de metanol, 10% de acido acético y azul de coomassie (0.1%)
alrededor de 12 horas y destefiido en 40% metanol y 10% de dcido acético por 2 horas

con agitacion (Lian et al., 2007).
La actividad proteolitica de las proteinas colectadas fueron determinadas por un

ensayo de hidrolisis de caseina con el kit comercial QuantiCleave Protease Assay

(Thermo scientific) por triplicado.
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11. IDENTIFICACION DE GENES cry PRESENTES EN LAS CEPAS CON
MAYOR ACTIVIDAD TOXICA CONTRA Meloidogyne incognita.

Para la deteccién de seis genes cry especificos contra nematodos cryS, cry6,
cryl2, cryl3, cryl4 y cry21 se sintetizaron seis pares de iniciadores especificos para
regiones relacionadas con los genes de acuerdo a reportes anteriores (Ejiofor and
Johnson 2002; Porcar and Juédrez 2003; Gholamreza et al., 2008) como control positivo
se usé un iniciador para determinar una regién 16S ARNr de Bacillus thuringiensis para

verificar el ADN y los reactivos (Giffel et al., 1997) Tabla 2.

La extraccion de DNA total y purificacién se siguié en base al protocolo de
Cheng and Jiang (2006). Se centrifugé 1 ml de cultivo de las diferentes cepas de
Bacillus thuringiensis a 8,000 rpm por 2 minutos, se descartd el sobrenadante y se lavo
el paquete celular con 400 ul de buffer STE dos veces. Se centrifugaron las células 2
minutos a 8,000 rpm y se resuspendié el paquete celular en 200 ul de buffer TE. Se
adicionaron 100 ul de Fenol Tris-saturado (pH 8.0) y se mezcl6é con vértex por 60
segundos para lisar las células. Se centrifugaron las muestras a 13,000 rpm por 5
minutos (4 °C), para separar la fase acuosa de la fase organica. Se transfirieron 160 ul de
la fase superior acuosa, a un tubo nuevo eppendorf de 1.5 ml. Se adicionaron 40 ul de
buffer TE y se mezclaron con 100 pl de cloroformo. Se centrifugaron por 5 minutos a
13,000 rpm a 4°C. Se purificé el lisado con las extraccién por cloroformo hasta una
interfaz sin residuos blancos (este procedimiento puede repetirse dos o tres veces). Se
transfirieron 160 pl de la fase superior acuosa a un tubo nuevo de 1.5 ml. Se agregaron 5
ul de RNasa (10 mg/ml) y 40 ul de buffer TE. Se incubaron por 10 minutos a 37 °C para

digerir el ARN. Se mezclaron con 100 ul de cloroformo y centrifugaron 5 minutos a
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13,000 rpm (4°C). Se transfirié la fase superior acuosa a un tubo nuevo de 1.5 ml y
almacen6 a -20°C.

Para la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) se emplearon los
oligonucledtidos descritos anteriormente. Se utilizé un termociclador Veriti (Applied
Biosistems) y un volumen de reaccion de 25 ul conteniendo 125 ng de DNA, 0.2 mM de
dNTPs cada uno, 1 uM de cada iniciador, 1 U GoTaq DNA polimerasa (Promega) y su
amortiguador correspondiente. El programa de temperaturas estuvo constituido por 30
ciclos de amplificacién bajo las siguientes condiciones: 94°C por 1 minuto, 45°C por 45
segundos y 72°C 2 minutos, con un primer paso de desnaturalizacién de 94°C por 5
minutos y una elongacion final a 72°C por 5 minutos. Los productos de la PCR fueron

analizados en gel de electroforesis de agarosa 2%.
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Tabla 2. Caracteristicas de los iniciadores especificos para los genes cry5, cry6 cryl2,

cryl3, cryl4, cry21 y Bt16S.

Primer Secuencia 57a 3” #de Tamaiio ™ Nimero
bases de de acceso
producto

cry5(+) TAAGCAAAGCGCGTAACCTC 20 55.6
°C

cry5(-) GCTCCCCTCGATGTCAATG 19 322 55.7 L07025
°C

cry6(+) TGGCGTAGAGGCTGTTCAAGTA 22 58.0
°C

cry6(-) TGTCGAGTTCATCATTAGCAGTGT 24 302 56.2 L07022
°C

cryl2(+) CTCCCCCAACATTCCATCC 19 55.5
°C

cryl2(-) AATTACTTACACGTGCCATACCTG 24 363 55.0 L07027
°C

cryl3(+) CTTTGATTATTTAGGTTTAGTTCAA 25 47.8
°C

cryl3(-) TTGTAGTACAGGCTTGTGATTC 22 313 52.5 L07023
°C

cryl4(+) ATAATGCGCGACCTACTGTTGT 22 56.7
°C

cryl4(-) TGCCGTTATCGCCGTTATT 19 456 54.7 U13955
°C

cry21(+) ATACAGGGATAGGATTTCAAG 21 49.0
°C

cry21(-) ATCCCCATTTTCTATAAGTGTCT 23 453 51.3 132932
°C

Bti65(+) GCGGCGTGCCTAATACATGC 20 53.7
°C

Bt165(-)  ATCTACGCATTTCACCGCTAC 21 510 555
°C
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ESTRATEGIA GENERAL
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RESULTADOS

CULTIVO DE Meloidogyne

La inoculaciéon de poblaciones de M. incognita en las diferentes plantas
hospederas, pepino (Cucumis sativus), tomate (Solanum lycopersicum) y belén
(Impatiens sultanii) en condiciones de invernadero (Figura 2A), indicaron que el
nematodo tuvo la capacidad de parasitar las 3 plantas, las cuales presentaron los ndédulos
en raices caracteristicos asi como debilitamiento general de la planta (Figura 2B). Las
raices de las plantas fueron extraidas y se retiraron manualmente los nddulos y masas
de huevecillos, los nematodos juveniles se extrajeron de la tierra usando la técnica del

embudo de Bearman (Agrios, 2005) como se muestra en la Figura 3.
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Figura 2. Plantulas de pepino, tomate y belén en condiciones de invernadero (22-28 °C)
para subcultivos de poblaciones de Meloidogyne incognita (A). Nodulos en raices de
belén artificialmente infectadas con Meloidogyne incognita (B).

Figura 3. Extraccién de nematodos juveniles utilizando la técnica del embudo de
Bearman y extraccion manual de huevecillos de raices infectadas.
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En la tabla 3 se muestran los promedios de diferentes pardmetros para estimar la
capacidad de infeccion de Meloidogyne incognita en las plantas utilizadas en este
estudio. Las plantas de belén mostraron ser mds susceptibles, las raices mds largas y
gruesas permitian recuperar mayor cantidad de nédulos con masas de huevecillos con un

promedio de 125 masas de huevecillos por planta.

Tabla 3. Efecto de Meloidogyne incognita en plantas de belén, pepino y tomate bajo
condiciones de invernadero.

PLANTA # de Nodulos # de masas de # de huevecillos
huevecillos
Belén 212 125 87
Pepino 160 91 77
Tomate 130 85 82

Datos son promedios de 20 plantas
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IDENTIFICACION MOLECULAR DE LA ESPECIE DEL GENERO
Meloidogyne

El método de extraccion de ADN produjo 25 ug de ADN genémico de alta
calidad (DO260/D0280 1.9) sin aparente degradacién como se muestra en el anélisis de

electroforesis en gel de agarosa de la Figura 4.

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE1X. Carril M marcador de
tamafio molecular Hyperlader I. Carril 1 ADN genémico de nematodos juveniles con el
método de TSNT.
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El andlisis en gel de agarosa para el producto amplificado por PCR de ADN
gendmico mostré una banda 608pb y mientras que para el control positivo (H. indica) se

obtuvo una banda de 890pb (Figura 5).
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Figura 5. Producto de amplificacién por PCR a partir de ADN gendémico de nematodos
juveniles. Carril M, marcador de tamafio molecular Hyperlader IV (Bioline, London,
UK); carril 1, control negativo; carril 2, control positivo (pGEMITSLZO); carril 3, el
producto amplificado de 608 pb.

En la Figura 6 se muestra un gel de agarosa de los ADN’s plasmidicos de 10
colonias provenientes de la transformacion con el producto de la ligaciéon de pGEM con
el fragmento ITS. Claramente se pudo observar las distintas conformaciones
caracteristicas de los ADN’s plasmidicos que corresponden a formas relajadas,
enrolladas y superenrolladas. Asi mismo también se observé su pureza en las

preparaciones y la ausencia de ARN.
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE1X de la integridad del ADN
plasmidico aislado de clonas transformadas con el producto de la ligacién del vector
pGEM vy el fragmento ITS. Carril M marcador de tamafio molecular Hyperlader 1. Carril
1-10 ADN plasmidico de 10 clonas obtenidas durante la transformacion de E.coliDH5a.

Del mismo modo, el andlisis de PCR de 6 plasmidos de diferentes colonias de E.

coli transformadas confirmé la presencia del fragmento de ADNr dentro de los

plasmidos extraidos (Figura 7).
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Figura 7. Productos de amplificacion por PCR a partir de varios plasmidos de diferentes
colonias de E. coli transformadas. Carril M, marcador de tamafio molecular Hyperlader
IV (Bioline, London, UK); carril 1, control negativo; carril 2, control positivo
(pGEMITSLZO); carriles 3-8, plasmidos de diferentes transformantes (608 pb).
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En la Figura 8 se muestra el alineamiento realizado con el programa BioEdit

entre las secuencias nucleotidicas directas o complementarias reversas obtenidas por

secuenciaciéon del pldsmido con el fragmento ITS integrado. Ademds muestra la

secuencia consenso de este alineamiento.
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Figura 8. Alineamiento entre las secuencias nucleotidicas directas o complementarias
reversas obtenidas por secuenciacion del pldsmido con el fragmento ITS integrado.
Ademads muestra la secuencia consenso de este alineamiento.

El andlisis con BLASTn mostré que la secuencia nucleotidica consenso presento

una identidad del 99.8% (2 diferencias, una generada por el oligonucleétido ITS1) con

una region ADNr de M. incognita (Figura 9) que incluye la regién 3” de 18S, el

espaciador transcrito interno 1, la regién 5.8S, el espaciador transcrito interno 2 y una

parte de la region y 5° 28S. Por tanto, el nematodo desconocido fue identificado como

Meloidogyne incognita.
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Figura 9. Andlisis BLASTn de la secuencia consenso de un fragmento de ADNr de
nematodos juveniles amplificada por PCR (Query), que muestra el alineamiento con una

secuencia de ADNr de M. incognita (Sbjct), cédigo de GenBank AY438556.
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SELECCION DE CEPAS DE Bacillus thuringiensis

La seleccion de las cepas de se hizo en base a la literatura, serovariedades que

presentaron actividad contra nematodos de vida libre, zooparéstios y fitopardsitos como

Meloidogyne. Las serovariedades encontradas en la colecciéon del Instituto de

Biotecnologia incluyeron: kurstaki, israelensis, sotto, morrisoni 'y thuringiensis. En total

25 cepas fueron activadas, las cuales se muestran en la Tabla 4, de esta lista 2 fueron

descartadas por no presentar los cristales tipicos de Bt (HD-570 y GM-96).

Tabla 4. Cepas de Bacillus thuringiensis pertenecientes a la coleccion del Instituto de
Biotecnologia UANL FCB activadas.

Serovariedad Cepas del Instituto de Biotecnologia UANL
kurstaki HD-1, HD-73, HD-162, HD-183, HD-187, HD-241, HD-263, HD-
266, GM-34, GM-103
israelensis HD-567, HD-570
sotto HD-37, GM-3, GM-70, GM-96
morrisoni HD-116, HD-324, HD-530, HD-559, HD-615, HD-652, GM-2

thuringiensis

HD-59, HD-63
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD NEMATICIDA DE CULTIVOS
COMPLETOS DE Bacillus thuringiensis IN VITRO

La tabla 5 muestra el porcentaje de mortalidad de 23 cepas de Bt contra J, del
nematodo Meloidogyne incognita utilizando el cultivo completo después de 24 h de
incubacién. Se tomdé como minimo una mortalidad de 60% para ser considerada como
una buena actividad nematicida. 14 (60.86%) de 23 cepas mostré una mortalidad
superior al 60%, para los siguientes bioensayos se descartaron 9 cepas debido a que la
mortalidad fue inferior al 60% (GM-3, HD-63, GM-103, HD-162, HD-187, HD-266,
HD-324, HD-559 y HD-567)
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Tabla 5. Efecto nematicida de cultivos completos de Bacillus thuringiensis en
Meloidogyne incognita.

CEPAS MORTALIDAD %
Cultivo completo
HD-1 83
GM-2 86
GM-3 10
GM-34 78
HD-37 62
HD-59 81
HD-63 15
GM-70 84
HD-73 67
GM-103 18
HD-116 72
HD-162 30
HD-183 71
HD-187 33
HD-241 70
HD-263 67
HD-266 45
HD-324 16
HD-530 65
HD-559 22
HD-567 12
HD-615 76
HD-652 60
Control 1 7
Control 2 5

Nematodos inmovilizados fueron contados como muertos
Mortalidad = # muertos / total x 100
Datos son promedios de 3 replicas

48



DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD NEMATICIDA DEL COMPLEJO
ESPORA-CRISTAL IN VITRO.

La actividad nematicida de las proteinas cristal purificado de Bt (14 cepas) con
mortalidad superior al 60% en los bioensayos de cultivo completo se prob6 en J, de M.
incognita con el fin de identificar las cepas mds potentes. Los datos en la tabla 6
muestran el efecto de diferentes concentraciones de proteina cristal solubilizada de las
cepas. Las cepas HD-1, GM-2, HD-59 y GM-70 demostraron la mds alta actividad
nematicida (66, 76, 68 y 70%) respectivamente a una concentracion de 30 pg/ml

después de 24 h de incubacion.
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Tabla 6. Porcentaje de mortalidad de diferentes concentraciones proteinas cristal

purificadas de Bacillus thuringiensis contra Meloidogyne incognita.

Concentracion de proteina (ug/ml)

Cepas
30 15 7
HD-1 66 60 44
GM-2 76 72 51
GM-34 45 45 37
HD-37 50 46 42
HD-59 68 60 38
GM-70 70 66 40
HD-73 42 39 12
HD-116 52 46 23
HD-183 58 52 35
HD-241 41 40 19
HD-263 46 38 18
HD-530 44 40 21
HD-615 43 29 19
HD-652 32 27 20
Control 8

Nematodos inmovilizados fueron contados como muertos

Mortalidad = # muertos / total x 100
Datos son promedios de 3 replicas
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD NEMATICIDA DE LAS PROTEINAS
EXTRACELULARES IN VITRO.

La actividad nematicida de los sobrenadantes de Br (14 cepas) con mortalidad
superior al 60% en los bioensayos de cultivo completo se probé en J, de M. incognita
con el fin de identificar las cepas mds potentes. Los datos en la tabla 7 muestran el
efecto de los sobrenadantes en los nematodos. Las cepas HD-1, GM-2, GM-34, HD-59,
GM-70 y HD-183 demostraron actividad nematicida de 30% o superior después de 24 h

de incubacidn.

Tabla 7. Efecto nematicida del sobrenadante de cultivos de Bacillus thuringiensis en
Meloidogyne incognita.

CEPAS MORTALIDAD %
Sobrenadante
HD-1 30
GM-2 31
GM-34 35
HD-37 5
HD-59 36
GM-70 30
HD-73 6
HD-116 16
HD-183 30
HD-241 4
HD-263 23
HD-530 27
HD-615 24
HD-652 6
Control 1 6
Control 2 0

Nematodos inmovilizados fueron contados como muertos
Mortalidad = # muertos / total x 100
Datos son promedios de 3 replicas

51



EVALUACION DE LAS CEPAS QUE PRESENTARON MEJORES
RESULTADOS IN VITRO A NIVEL INVERNADERO UTILIZANDO PLANTAS
DE BELEN (Impatiens sultanii) INFESTADAS CON Meloidogyne incognita.

La tabla 8 muestra la actividad nematicida de las 3 fases, cultivo completo,
sobrenadante y complejo espora cristal de 4 cepas (con mejor actividad in vitro) bajo
condiciones de invernadero. Todos los tratamientos mostraron un efecto de reduccién en
el nimero de nédulos y nimero de masas de huevecillos. El cultivo completo de GM-2
logré un 58% de reduccion en el nimero de nédulos y un 70% en la reduccién de
numero de masas de huevecillos. Por su parte los cultivos completos de HD-1, HD-59 y
GM-70 mostraron porcentajes de reduccién en el nimero de masas de huevecillos

superior al 60% (63, 67 y 65% respectivamente).
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Tabla 8. Efecto de las cepas HD-1, GM-2, HD-59 y GM-70 en plantas de belén

infectadas artificialmente con Meloidogyne incognita

CEPA # DE NODULOS % REDUCCION # DE MASAS DE % DE
HUEVECILLOS REDUCCION

CONTROL 420 - 354 -
HD-1
Cultivo Completo 259 38 131 63
Sobrenadante 318 24 163 54
Espora-cristal 280 33 242 32
GM-2
Cultivo Completo 177 58 107 70
Sobrenadante 332 21 170 52
Espora-cristal 223 47 130 63
HD-59
Cultivo Completo 269 36 116 67
Sobrenadante 298 29 142 60
Espora-cristal 351 16 154 56
GM-70
Cultivo Completo 220 48 125 65
Sobrenadante 297 29 245 31
Espora-cristal 256 39 197 44

% de Reduccion= Control- Tratamiento / Control X 100
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CARACTERIZACION DE LAS PROTEiNAS EXTRACELULARES DE
SOBRENADANTES QUE PRESENTARON MAYOR ACTIVIDAD TOXICA
CONTRA Meloidogyne incognita.

La capacidad hidrolitica de las cepas se reconocié mediante la formacién de
halos traslicidos alrededor de las colonias (Figura 10). Las 4 cepas de Bt (HD-1, GM-2,
HD-59 y GM-70) con actividad nematicida formaron un halo de hidrélisis en el medio
suplementado con leche descremada, comprobando la produccién de proteasas, las
cuales tienen posiblemente parte del efecto nematicida de los sobrenadantes de estas

cepas.

A
-

Figura 10. Halo de hidrdlisis de actividad proteolitica de Bt en Agar métodos estdndar
suplementado con 1% de leche descremada.
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Las proteinas colectadas del sobrenadante de las 4 cepas con mejor actividad
nematicida en los bioensayos de cultivo completo y sobrenadante fueron evaluadas en
un gel de SDS-poliacrilamida y mostraron diferentes perfiles proteicos. En las 4 cepas

analizadas se observé una banda con un peso molecular entre 41-43 KDa (Figura 11).
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Figura 11. SDS-PAGE de proteinas del sobrenadante de las cepas seleccionadas de Bt.
Carril M, Marcador de proteina preteiiido, carril 1-4 representan las cepas HD-1, GM-2,
HD-59 y GM-70 respectivamente. El gel de proteina fue tefiido con azul de Coomassie.

55



La tabla 9 muestra que la actividad proteolitica se detect6 en los cuatro

sobrenadantes de las cepas usando el kit QuantiClave.

Tabla 9. Actividad proteolitica de 4 cepas de Bacillus thuringiensis

Cepa Auso
HD-1 1.15
GM-2 0.88
HD-59 1.33
GM-70 0.75

La actividad proteolitica se midié con Succinato de Caseina (QuantiClave Protease
Assay Kit). Se incub6 a 30°C por 30 min, seguido por 20 min con el reactivo

colorimétrico.
Valores son promedios de 3 repeticiones
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IDENTIFICACION DE GENES cry PRESENTES EN LAS CEPAS CON MAYOR
ACTIVIDAD TOXICA CONTRA Meloidogyne incognita.

Las 4 cepas que presentaron los porcentajes de mortalidad més altos con las
proteinas cristal purificadas se caracterizaron por SDS-PAGE. Los resultados muestran
que estas cepas sintetizan proteinas con pesos moleculares entre 28 y 140 kDa (Figura

12). Las cepas producen 2 a 5 proteinas con bandas en este rango.
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Figura 12. SDS-PAGE de proteinas cristal de las cepas seleccionadas de Bt. Carril M,
Marcador de proteina pretefiido, carril 1-4 representan las cepas HD-1, GM-2, HD-59 y
GM-70 respectivamente. El gel de proteina fue tefiido con azul de Coomassie.
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En la metodologia descrita previamente se utilizaron 12 iniciadores para detectar
6 diferentes genes Cry con actividad nematicida, cryS, cry6, cryl2, cryl3, cryld y cry21
(Tabla 2). La Figura 13 muestra los productos de PCR obtenidos con las 4 cepas. Los
resultados muestran que de las 4 cepas solo la GM-2 contenia 2 genes cry contra
nematodos, resultando positiva para cryl2 y cryl4 mostrando los productos de PCR

esperados.

A B

pb M1 2 3456 7 8 pb M 1 2 34 56 7 8
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pp M1 2 34 56 7 8 pb M 1 2 3 4 56 7 8

Figura 13. Productos de amplificaciéon por PCR a partir de ADN genémico de 4 cepas.
(A)Electroforesis con ADN de cepa HD-1. (B) Electroforesis con ADN de cepa GM-2.
(C) Electroforesis con ADN de cepa HD-59. (D) Electroforesis con ADN de cepa GM-
70: Carril M, marcador de tamafio molecular; 1 cry5; 2 cry6; 3 cryl2; 4 cryl3; 5 cryl4;
6 cry21; 7 control negativo; 8 control positivo.
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DISCUSION

Los cultivos de importancia econdmica siempre se han visto amenazados por el
ataque de diferentes plagas, los nematodos fitopardsitos son responsables de pérdidas
econdmicas considerables. M. incognita es probablemente el nematodo fitopatégeno més
ampliamente distribuido y econdmicamente importante en regiones tropicales y
subtropicales, ocasiona pérdidas importantes en los cultivos de algodén, tabaco,
leguminosas, hortalizas, papa, especias y café. Los métodos para el control de M.
incognita varian con el sistema de produccién y el valor comercial del cultivo; el control
quimico es utilizado en cultivos de alto valor y se encuentra disponible una amplia
variedad de plaguicidas. En este trabajo se buscé entre las cepas nativas de B.
thuringiensis del Instituto de Biotecnologia, aquellas con alta actividad nematicida
contra Meloidogyne incognita, determinando el efecto nematicida del complejo espora
cristal (endotoxinas) y productos extracelulares (exotoxinas) con el fin de obtener
nuevas cepas nematicidas, que encaminen al desarrollo de un producto comercial y
proponer la sustitucién de plaguicidas quimicos toxicos.

Poblaciones Meloidogyne incognita fueron establecidas exitosamente en raices
de belén, tomate y pepino. Previos reportes documentan el mantenimiento de
Meloidogyne spp. en racies de tomate, tabaco, soya, papa y Arabidopsis thaliana (Orion
et al. 1995; Wu et al., 1998; Mitkowski and Abawi, 2002). La SAGARPA considera a
Meloidogyne incognita como una plaga importante para el Estado de Nuevo Ledn
(SENASICA-CNRF-Departamento de Anélisis de Riesgo de Plagas 2014) y menciona
mas de 20 plantas en el Estado susceptibles entre ellas plantas ornamentales como el

belén. Los resultados mostraron que las tres plantas usadas belén, tomate y pepino
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fueron susceptibles y presentaron los nddulos caracteristicos en raices asi como
debilitamiento general, las plantas de belén resultaron ser las mas afectadas y mejor
opciéon para mantener los nematodos y realizar los ensayos en invernadero con
promedios de # masas de huevecillos de 125 y # de huevecillos por masa de 87. Aunque
este nimero es menor que en otros estudios como Mitkowski and Abawi (2002) que
lograron cultivos con masas de 465 huevecillos en promedio en raices de tomate y Orion
et al., (1995) obtuvieron 360 huevecillos en promedio por masa en raices de papa. Los
resultados generados en este estudio en combinacién con el de estos investigadores
demuestran un método fécil y seguro para mantener muchas poblaciones de nematodos

por largos periodos de tiempo.

En México, la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacién (SAGARPA) report6 la presencia del nematodo M. incognita, la cuales
una plaga importante para el estado de Nuevo Leén (SENASICA-CNRF-Departamento
de Andlisis de Riesgo de Plagas 2014). Tipicamente, las especies de nematodos del
género Meloidogyne son identificados por claves taxondmicas de acuerdo con las
caracteristicas morfoldgicas de las muestras observadas bajo el microscopio (Powers,
2004). Los criterios morfolégicos representan un problema debido a la variabilidad y la
necesidad de personal con experiencia para lograr una identificacion fiable de la especie
(Williamson et al., 1997). La identificacion de Meloidogyne spp. se basa en la
morfologia de las hembras adultas (Eisenback et al., 1981). Sin embargo, un método
rapido para la identificacion de nematodos en la etapa J, podria mejorar las decisiones
para el manejo 6ptimo de los cultivos infectados (Powers and Harris, 1993).

En este trabajo, se logré la identificacion de una especie de nematodo fitoparasito
de raiz usando la secuencia de regiones ITS de ADNr. Los 66 porcentajes de identidad
por pares de las 12 secuencias nucleotidicas (secuencias T7 y SP6 de los 6 pldsmidos
secuenciados) oscilaron entre 99.6 y 100 %, lo cual permitié calcular una secuencia
consenso. Ademds, la secuencia nucleotidica consenso present6 una identidad del 99.8%
(2 diferencias, una generada por el oligonucledtido ITS1) con una region ADNr de M.
incognita (Figura 9) que incluye la regién 3" de 188, el espaciador transcrito interno 1, la

region 5.8S, el espaciador transcrito interno 2 y una parte de la region y 5° 28S. Por
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tanto, el nematodo desconocido fue identificado como Meloidogyne incognita. El
protocolo utilizado facilita la identificacién o confirmacién de las especies, evitando la
dependencia de personal experimentado para la correcta identificacién de los nematodos
por el uso de claves taxondmicas.

Otros métodos de extraccion de ADN usados para el ADN gendmico a partir
de los nematodos fitopardsitos, incluyen una ruptura del tejido celular por presion
(Powers and Harris, 1993), el uso de soluciones de lisis con proteinasa K (Williamson et
al., 1997), y la extraccién de ADN con fenol-cloroformo seguido de precipitacién con
etanol (Williamson et al., 1997) o isopropanol (Blok et al., 1997). En este trabajo se usé
buffer TSNT como solucién de lisis y el fenol-cloroformo-alcohol isoamilico para la
extraccion de ADN. Este método permitié obtener ADN gendmico de alta calidad
suficiente para llevar a cabo la amplificacion por PCR de las regiones ITS del ADNr.

La CDFA (Departamento de Alimentos y Agricultura de California, EE.UU.)
incluye el uso de métodos moleculares en sus protocolos para la identificacién de los
géneros y especies de diferentes nematodos pardsitos de las plantas, como polimorfismo
de longitud de fragmentos de restriccion de productos amplificados (PCR-RFLP) (Dong,
2007). Actualmente en la base de datos GenBank se encuentran 5238 secuencias de
regiones ITS de nematodos,de estas secuencias 139 corresponden a nematodos del
género Meloidogyne. Por lo tanto, la secuenciacion de regiones ITS de nematodos
problemadticos y la busqueda en bases de datos de nucledtidos es una alternativa
adecuada para su identificacion. Y la metodologia desarrollada es una aportacién para su

uso en trabajos posteriores.

Los nematodos son susceptibles a infecciones por bacterias y hongos. Esto crea
la posibilidad de usar microorganismos del suelo para el control de nematodos parésitos
de plantas. Las bacterias afectan a los nematodos con una variedad de formas: por
ejemplo parasitando; produciendo toxinas, antibidticos o enzimas; interfiriendo con el
reconocimiento del nematodo con su planta hospedera; compitiendo por nutrientes; y
promoviendo la salud de la planta. Los bioensayos con el cultivo completo se realizaron
con 5 serovariedades: kurstaki, israelensis, sotto, morrisoni y thuringiensis. Los estudios

de Jacq et al. (1977), Zuckerman et al. (1993), Leyns et al. (1994), Méarquez and
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Fernandez, (2006) y Mohammed er al., (2008) muestran que estas 5 serovariedades
tienen gran potencial en el control biolégico de nematodos. En este estudio los
bioensayos demostraron que 14 cepas (60.86%) de 23 cepas presentaban una mortalidad
superior al 60%, se tomé como minimo una mortalidad de 60% para ser considerada

como una buena actividad nematicida.

Los resultados que se obtuvieron en el presente trabajo concuerdan con Osman
et al. (1988), Zuckerman et al. (1993), Carneiro et al. (1998) y El-Nagdi and Yossef
(2004), quienes utilizaron cultivos completos de bacterias para probar su actividad
contra J,. De las cepas que mostraron actividad sobre Meloidogyne incognita
predominan las variedades kurstaki y morrisoni solo una pertenece a la variedad sotto y
una a thuringiensis 1o que concuerda con el experimento realizado por Mérquez and
Fernandez (2006) donde probaron el efecto de la mezcla de esporas y cristales y los
sobrenadantes de 37 cepas de Bt contra Meloidogyne incognita, la cepa que mostrd
mejor actividad fue kurstaki, seguida por morrisoni e israelensis, esta ultima contrasta
con el presente trabajo ya que isrelensis no presento buena actividad contra Meloidogyne
incognita.

Los logros obtenidos hasta la fecha sugieren que las proteinas Cry también son
un grupo importante de toxinas activas contra los nematodos y que el modo de accién
de estas proteinas Cry parece ser similar a la forma que actuan las toxinas en contra de la
Clase Insecta. El efecto nematicida de las proteinas cristal en J, de M. incognita muestra
que las cepas HD-1, GM-2, HD-59 y GM-70 presentaron la mds alta actividad
nematicida (66, 76, 68 y 70%). Estos resultados concuerdan con trabajos previos en
donde logran porcentajes de mortalidades similares o inferiores usando proteinas cristal
(Leynset al., 1995; Shahnaz et al., 2008; Tamer et al., 2009). En contraste Mohammed
et al. (2008) investigaron el potencial nematicida de las proteinas cristal de 10 aislados
de Bt in vitro contra Meloidogyne incognita y reportaron la cepa Bt7N con porcentajes
de mortalidad de hasta 100%. Las cepas HD-1, GM-2, HD-59 y GM-70 pertenecen a las
variedades kurstaki, morrisoni, thuringiensis 'y sotto respectivamente. Muchos
investigadores han utilizado una amplia variedad de técnicas para identificar y

caracterizar cepas de Bt que llevan genes cry con actividad nematicida. Recientemente
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muchos investigadores han recurrido al PCR para esta identificacién (Ejiofor and
Johnson 2002; Porcar and Juarez 2003; Gholamreza et al., 2008). Nuestros resultados
muestran que de las 4 cepas con mejor actividad solo la cepa GM-2 resultd positiva para
los genes cryl2 y cryl4, lo cual puede estar relacionado con ser la cepa con mayor
actividad nematicida en cultivo completo (86%) y en bioensayo con las proteinas cristal
(76%). Las cepas HD-1, HD-59 y GM-70 que mostraron buena actividad no resultaron
positivas para ningin de los 6 genes cry reportados para nematodos, pueden ser
candidatas para albergar nuevos genes cry o tener actividad nematicida en otros genes
cry conocidos. Las proteinas cristal analizadas por SDS-PAGE muestran proteinas con
pesos moleculares entre 28 y 140 kDa, perfiles proteicos que concuerdan con los
resultados de Mohammed et al. (2008) Gholamreza et al. (2008) y Tamer et al. (2009).
Las proteasas son constituyentes esenciales de todas las formas de vida en la
tierra. Estas pueden ser producidas en grandes cantidades en tiempos relativamente
cortos por métodos de fermentacién. Los microorganismos representan una de las dos
terceras partes de la produccion de proteasa comercial en el mundo (Gupta et al., 2002).
Los estudios in vitro de la actividad nematicida de las proteinas sobrenadantes indican
que la cepa HD-59 obtuvo la mds alta actividad con 36% de mortalidad, este porcentaje
contrasta con resultados como Carneiro et al. (1998) donde evaluaron 21 cepas de
Bacillus spp. contra Meloidogyne javanica usando el sobrenadante, y la cepa Bt
brasiliensis resulto efectiva contra los juveniles con 100% de mortalidad, Niu et al.
(2005) usando el sobrenadante de la cepa Bacillus sp. B16 mat6 alrededor del 80% de
los nematodos en el bioensayo, Lian et al. (2007) analizaron las proteinas sobrenadantes
de 5 cepas de Bacillus spp. donde la cepa RH219 alcanzo un 80% de mortalidad. Los
resultados del SDS-PAGE de los sobrenadantes muestran que las 4 cepas analizadas
presentan una banda de entre 41-43 KDa, polipéptidos de este peso molecular son
esperados para proteinas vegetativas con actividad téxica para nematodos de acuerdo a
los trabajos realizados por Niu et al. (2005), Lian et al. (2007) y Mohammed et al.
(2008). El kit comercial QuantiCleave confirmé la actividad proteolitica de los
sobrenadantes de estas cepas, Esto nos sugiere que la actividad nematicida de los
sobrenadantes podria estar relacionada con alguna proteasa producida por Bacillus

thuringiensis.

63



Los resultados del experimento en invernadero indican que el cultivo completo,
el sobrenadante y espora-cristal de las 4 cepas seleccionadas mostraron un efecto de
reduccién en el nimero de nddulos y nimero de masas de huevecillos de M. incognita.
Los datos indican que ambos, el cultivo completo y el complejo espora-cristal de la cepa
GM-2 fueron los mds activos en la reduccion de nimero de ndédulos y de masas de
huevecillos. En todos los tratamientos los porcentajes mds altos de reduccién de ndmero
de nédulos y de masas de huevecillos se obtuvieron con el cultivo completo, lo cual
puede indicar una sinergia entre las proteinas cristal y las proteinas sobrenadantes.
Estudios previos han reportado que la cepa Bt CR-371 logra un 53% de reduccién en el
nimero de nédulos de M. incognita en plantas de tomate (Zuckermann et al., 1993).
Mohammed et al. (2008) obtuvieron 52% de reduccion en nédulos de Meloidogyne con
el sobrenadante de la cepa Bf7N. Lopez et al. (2011) probaron la eficacia de 4
Nematicidas Biol6gicos donde el producto Avid® con el ingrediente activo abamectina
alcanzo un 98% de reduccién en nddulos causados por Meloidogyne incognita en
condiciones de invernadero, en cambio productos comerciales como Nema-Q™ y

DiTera® no lograron mas de 40% de reduccion.

En los dltimos 20 afios muchos estudios se han encargado de investigar el uso de
microorganismos como agentes de biocontrol contra plagas de nematodos, sin embargo
solo se han desarrollado pocos productos comerciales. Los formulados de Bacillus
thuringiensis han demostrado ser amigables al medio ambiente, los resultados obtenidos
in vitro asi como en invernadero en el presente trabajo son prometedores para poder
usar cepas como un potencial agente de biocontrol y ser una alternativa a los pesticidas
quimicos para evitar la contaminaciéon y dafio al ambiente. Sin embargo hace falta
investigacién para caracterizar las proteinas excretadas a los sobrenadantes,
caracterizacion de potenciales nuevos genes cry contra nematodos asi como evaluar las

cepas in vivo, para incrementar la validez y uso potencial.
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CONCLUSIONES

Se logr6 implementar un sistema para el mantenimiento y reproduccién de

Meloidogyne incognita en tomate, pepino y belén.

El método para mantener poblaciones de nematodos usando plantas susceptibles como el

belén, pepino y tomate es econdmico y relativamente poco complicado

La habilidad para producir grandes cantidades de nematodos bajo condiciones asépticas

tiene considerable uso en estudios moleculares y estudios de mortalidad.

La porcién génica secuenciada en este trabajo presenta una similitud de 99% respecto a

una secuencia génica perteneciente a Meloidogyne incognita.

Los métodos moleculares y bioinformdticos son una herramienta util y rdpida para el
diagnéstico de fitopardsitos del género Meloidogyne. Este estudio aporta una opcién
rapida para la identificacion de nematodos en etapas juveniles y ademas demuestra que
la amplificacion y andlisis de regiones ITS tiene ventajas respecto a los métodos

tradicionales.

La claridad de los resultados permite la identificacién de mds especies de nematodos,
ademds es un método fécil, adecuado tanto para juveniles machos como hembras, no
dependiente de criterios subjetivos y que no requiere del apoyo inmediato de

especialistas en taxonomia de nematodos fitoparasitos.
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Las cepas HD-1, GM-2, HD-59 y GM-70 mostraron mortalidad mayor al 80% en

bioensayos in vitro con cultivos completos.

Las cepas GM-2 y GM-70 mostraron mortalidad mayor al 70% en bioensayos in vitro
con la proteina cristal (34ug/ml). En los ensayos de PCR realizados solo la cepa GM-2

resulto positiva para los genes Cry12 y Cry14 con los primers utilizados.

El efecto nematicida de los sobrenadantes in vitro muestra que las cepas HD-1, GM-2,
GM-34, HD-59 y GM-70 tuvieron un efecto nematicida mayor al 30%.El método de
hidrdlisis en Agar permitié demostrar que dichas cepas poseen enzimas con actividad
proteolitica. El Kit comercial QuantiClave funciondé para detectar la actividad

proteolitica en los sobrenadantes de las cepas.

Las cepas HD-1, GM-2, HD-59 y GM-70 con los tratamientos Cultivo completo,
Sobrenadante y Complejo Espora-Cristal mostraron efecto de reducciéon en el nimero
de nddulos en la raiz y numero de masas de huevecillos en los experimentos de

invernadero.

Este estudio aporta resultados para considerar a la cepa GM-2 como un posible agente
de control bioldgico contra nematodos Meloidogyne incognita, sin embargo se requiere
investigacion adicional para identificar los principios activos en su toxicidad, esto

ayudara a incrementar su potencial como agente de control biol6gico para nematodos.
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