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1. Introduccion
Los nematodos han convivido con insectos por millones de afios, produciéndose todo tipo de

relaciones que van desde las beneficiosas para los insectos, hasta las perjudiciales como son los
parasitismos y patogénesis. La adaptacion de los Nematodos Entomopatogenos (NEPs) para
utilizar a los insectos como substratos de alimentacion, para su dispersion y propagacion, son
caracteristicas que han permitido su uso para el control biologico de insectos plagas. El estudio
de este tipo de control ha permitido la seleccidon de cepas que pueden ejercer controles efectivos
y en condiciones en donde otras sistemas técnicas de control no son posibles o son menos

efectivas (France et al., 2013).

Las especies de nematodos entomopatégenos que han mostrado mejores resultados en el control
biologico de plagas pertenecen a las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae. Estas
familias presentan simbiosis con bacterias que le proporcionan una ventaja infectiva a los
Nematodos (Kaya & Gaugler, 1993). La familia Heterorhabditidae estd asociada a diferentes
géneros bacterianos como Bacillus y Serratia. Estas bacterias entomopatogenas son capaces de
entrar al hospedero utilizando al nematodo como vehiculo, para después proliferar y
multiplicarse, causando enfermedad, cuya infeccion estd mediada por factores de patogenicidad

como toxinas y enzimas producida por la bacteria generalmente (Jurat & Jackson, 2012).

Las interacciones bacterianas o microbianas son importantes y utiles para el descubrimiento de
productos naturales bioldgicamente activos y especies microbianas que permitan mejorar la
proteccion de cultivos, asi como para entender su significado ecoldgico y su diversidad, las mas
estudiadas son sinergismo y antagonismo. El sinergismo es la acciéon de dos microorganismos
capaces de producir un efecto bactericida superior al ejercido cada uno por separado. Mientras
que el antagonismo es la interacciéon de dos microorganismos capaces de producir un efecto

bactericida inferior al ejercido por separado (De La Fuente et al., 2015).

El objetivo de esta investigacion es determinar el tipo de interaccion bacteriana de las cepas de
los géneros Serratia y Bacillus aisladas de los nematodos MC5 (Oscheius myriophila), DS
(Caenorhabditis brenneri) y XRPC4 (Hererorhabditidoides sp.), e identificar el tipo de
interaccion (sinergismo, antagonismo o aditividad) que entre si presentan para finalmente evaluar
la patogenicidad de las interacciones bacterianas en Spodoptera frugiperda. Esta investigacion
complementara los estudios sobre las cepas bacterianas de Nematodos entomopatdgenos,

permitiendo el desarrollo de nuevos métodos mas efectivos para el control biologico de plagas.



2. Antecedentes

2.1 Nematodos entomopatogenos

Los nematodos son organismos en forma de gusanos redondos, no segmentados (Figura 1) que
tienen diferentes “estilos de vida”, incluyendo los de vida-libre, los predadores y los parasitos.
La biodiversidad de estos organismos es extensa, existen cerca de 40 familias asociadas con

insectos (Cubillas & Flores, 2016).

Figura 1. Los nematodos son organismos en forma de gusanos redondos (Fimbres & Flores, 2016).

Los NEPs deben su actividad a su asociacion con una o mas especies de bacterias, dentro de estos
los que han mostrado mejores resultados en el control biologico de plagas pertenecen a las
familias Steinernematidae y Heterorhabditidae. Los steinernematidos y heterorhabditidos en
la naturaleza son patogenos obligados, es decir, son microorganismos causantes de
enfermedades que requieren de un hospedero vivo para crecer y reproducirse, el cual muere
como resultado de la infeccion; aunque son patdgenos obligados tienen una etapa de vida libre
en la que el nematodo no se alimenta, conocida como juvenil infectivo (JI), o J3, que es el
que busca e infecta los insectos hospederos en el suelo. El JI ingresa al hospedero a través de
aberturas naturales como son boca, espirdculos y ano; en el caso de los heterorhabditidos también

pueden ingresar por areas delgadas de la cuticula (Kaya & Gaugler, 1993).



2.1.1 Familia Heterorhabditidae

Los miembros de esta familia (Cuadro 1) son parasitos obligados de insectos, los JIs transportan
la bacteria simbiotica Photorhabdus spp. El poro excretor se localiza posterior al anillo nervioso

(Figura 2).

Figura 2. Nematodo mostrando poro excretor (A) y campos laterales (B) (Fimbres & Flores, 2016).

Las hembras hermafroditas o adultos de primera generacion presentan una cabeza trunca, seis
labios conicos bien desarrollados, estoma ancho, poro excretor usualmente posterior al final del
esofago, ovotestis amfidélfico reflejado. Las hembras amfimicticas o adultos de segunda
generacion son mas chicas que las hembras hermafroditas, presentan papila labial prominente,
sistema reproductivo amfidélfico. Los machos presentan un testiculo reflejado, cabeza de la
espicula corta, presentan bursa con nueve pares de papilas genitales. El juvenil infectivo del tercer
estadio normalmente mantiene la cuticula del segundo estadio juvenil ya que el estado pre-
infectivo no muda, especialmente si no hay suficientes nutrientes; de manera que el JI presenta
una doble cuticula, la cual lo protege de factores ambientales adversos y aumenta su virulencia,
la cabeza presenta diente dorsal prominente, la cuticula es estriada (De-Jun ef al., 2001; Nguyen
& Smart, 1996). El diente dorsal les ayuda a penetrar al interior del insecto hospedero por las

membranas inter segméntales (Figura 3) (Stuart & Gaugler, 1994).
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Figura 3. Diente dorsal (A) de los infectivos juveniles de la familia Heterorhabditidae ayuda a penetrar al

interior del insecto hospedero por las membranas inter segméntales (Fimbres & Flores, 2016).

Cuadro 1. Especies de Heterorhabditis y sus respectivas bacterias simbioticas Modificado de (Kaya &
Gaugler, 1993).

Heterorhabditis H. baujardi Sin describir
Heterorhabditis H. brevicaudis P. luminescens
Heterorhabditis H. downesi Photorhabdus sp.
Heterorhabditis H. indica(hawaiiensis) P luminescens
Heterorhabditis H. marelata(hepiallius) P luminescens
Heterorhabditis H. meigidis P. temperata
Heterorhabditis H. poinari Photorhabdus sp.
Heterorhabditis H. taysearae Sin describir
Heterorhabditis H. zealandica P. temperata
Heterorhabditis H. bacteriophora P.luminescens

2.1.2 Familia Steinernematidae

Todas las especies son sexuales; por esto los steinernematidos requieren de un JI hembra y uno
macho para invadir un insecto hospedero y producir progenie. Las especies de nematodos estan

asociadas con una especie especifica de bacteria simbiotica, pero las bacterianas pueden estar



asociadas con mas de una especie de nematodo (Cuadro 2), como es el caso del género Xenorhabdus,

cinco especies estan asociadas con Steinermema (Fischer et al., 1999).

Cuadro 2. Nematodos Entomopatégenos y su bacteria simbionte modificado de (Akhurst & Boemare, 1990).

Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema
Steinernema

Steinernema

S. abbasi

S. affine

S. anatoliense
S. arenarium(anomali)
S. asiaticum

S. bicornutum
S. carpocapsae
S. caudatum

S. ceratophorum
S. cubanum

S. diaprepesi

S. feltiae

S. glaseri

S. intermedium
S. kari

S. kraussei

S. kushidai

S. loci

S. longicaudum
S. monticolum
S. neocurtillae
S. oregonense
S. puertoricense
S. rarum

S. riobrave

S. ritteri

S. sangi

S. scapterisci

S. scarabaei

S. siamkayai

S. tami

Sin describir
Xenorhabdus bovienii
Sin describir
Xenorhabdus sp.
Sin describir
Sin describir

X. nematophila
Sin describir
Sin describir

X. poinarii

Sin describir

X. bovienii

X. poinarii

X. bovienii

Sin describir

X. bovienii

X. japonica

Sin describir
Sin describir
Sin describir
Sin describir
Sin describir
Sin describir
Xenorhabdus sp.
Xenorhabdus sp.
Xenorhabdus sp.
Sin describir
Xenorhabdus sp.
Sin describir
Xenorhabdus sp.
Xenorhabdus sp.
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Steinernema S. thanhi Sin describir

Steinernema S. thermophilum Sin describir
Steinernema S. websteri Sin describir
Steinernema S. wesieri Sin describir
Steinernema sin describir X. beddingii
Por confirmar S. serratum Sin describir

2.1.3 Nematodos nativos del estado de Morelos

En los ultimos afios se han aislado y identificado varias especies de nematodos, en el laboratorio
de Control Biologico del Centro de Investigacion en Biotecnologia, Castro (2014) aislo
nematodos entomopatdgenos en cultivos de cana de azlcar, los cuales se identificaron como
Oscheius myriophila (MCS5) y Caenorhabditis brenneri (DS). MCS5 fue aislado de muestras de
suelo franco arenoso en Tepalcingo, Morelos; mientras que DS fue aislado directamente de una
larva de Diatraea magnifactella (Cruz, 2018). Por otro lado, en 2018 se aisl6 del suelo de cana
de azucar en Real del puente Xochitepec, Morelos el nematodo XRPC4 identificado como

Heterorhabditidoides sp. (Castro, 2020).

2.1.4 Interaccion bacteria-nematodo

Como se mencion6 anteriormente, los nematodos establecen una simbiosis con bacterias de la
familia Enterobacteriaceae presentes en su tracto intestinal. Asi, Steinernematidae se asocia
principalmente con bacterias del género Xenorhabdus y Heterorhabditidae con bacterias del
género Photorhabdus, aunque la bacteria puede estar asociada con mas de una especie de
nematodo (Goodrich & Clarke, 2007; Rodriguez, 2019).Una vez que el JI encuentra un insecto
susceptible, lo penetra y llega al hemocele, libera sus bacterias simbiontes (Figura 4), estas
producen sustancias bioactivas que inhiben el sistema inmune y digieren los tejidos del
hospedero, al reproducirse sirven como fuente de alimento para el crecimiento y desarrollo del
nematodo; asi mismo producen antibidticos que evitan que otros microorganismos colonicen el
cadaver. Los nematodos contintian reproduciéndose dentro del insecto pudiendo completar varios
ciclos de vida, matan al insecto hospedero en 48 horas por septicemia. Una vez que el alimento
se termina se forman nuevamente los juveniles infectivos que salen de la larva y migran al suelo
en busca de otros hospederos (Goodrich & Clarke, 2007; Kaya & Gaugler, 1993; Uribe et al.,
2005).
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Figura 4. Interaccion bacteria-nematodo (Cruz, 2018).

La relacion entre el nematodo y la bacteria es importante, ya que el nematodo emplea a la bacteria
como ayuda para superar las defensas humorales y celulares del hospedero, como sustrato para
su crecimiento y su reproduccion y para proteger al cadaver del insecto contra microorganismos
saprofitos, mientras que las bacterias a su vez lo utilizan como vector para su liberacion en el
hemocele del insecto y poder nutrirse de éste, asi como para persistir fuera del mismo. Esta
asociacion mutualista favorece el desarrollo, la multiplicacion del nematodo y la infectividad de
los JI, ya que aquellos que carezcan de la bacteria simbionte suelen no causar la muerte, o si la
causan, no crecen ni se reproducen (Grewal et al., 1997; Han & Ehlers, 1998; Poinar et al., 1977;

Poinar & Thomas, 1966).

Los steinernematidos y heterorhabditidos estan mutualisticamente asociados con bacterias que
ocasionan septicemia, la cual es una condicion morbida causada por la invasion y multiplicacion
de microorganismos, causando afecciones letales en sus hospederos. Dentro de las
caracteristicas que hacen de éste un grupo promisorio de controladores bioldgicos pueden
destacarse las siguientes: alta virulencia y rapida accion al matar al hospedero. El tercer estadio
juvenil infectivo no se alimenta, estd morfologica y fisiolégicamente adaptado para sobrevivir
por largos periodos en el suelo en ausencia de su hospedero, tienen alto potencial reproductivo
y muestran respuesta numérica con respecto al hospedero. Tienden a criarse de forma masiva
en laboratorio, tienen un amplio rango de accion, aunque algunos son muy poco especificos

(Cubillas & Flores, 2016).
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De manera adicional, presentan alta resistencia a productos quimicos y a condiciones ambientales
adversas, tanto los NEPs como sus bacterias, son inocuos para humanos y animales domésticos,

no causan ningun dafio a las plantas por ser especificos para insectos. (Saenz, 2005).

El éxito del control bioldgico basado en el uso de los NEPs puede depender de que estos posean
ciertas caracteristicas benéficas, como la virulencia, el potencial reproductivo y la tolerancia al
medio ambiente. Dichas caracteristicas pueden variar significativamente incluso entre cepas de
la misma especie. Los NEPs pueden ser aplicados en estadio de juvenil infectivo en conjuncion
con algunos otros plaguicidas bioldgicos y/o quimicos, fertilizantes, mejoradores del suelo y
frecuentemente es mas econdmico mezclarlos con estos insumos para su aplicacion. Los NEPs
han sido usados principalmente como agentes de control biologico en el suelo, pero existen
reportes sobre aplicaciones foliares de NEPs con S. feltiae que han sido exitosas para controlar

el gusano minador Liriomyza huidobrensis en lechuga de invernadero (Cuthbertson et al., 2003).

2.2 Bacterias entomopatogenas

Las bacterias entomopatogenas son capaces de entrar al hospedero y evadir sus defensas para
proliferar y multiplicarse, causando enfermedad mediada por factores de patogenicidad como
toxinas y enzimas. Tras causar la muerte del insecto, la nueva progenie de las bacterias sale para
infectar nuevos hospederos. En algunos casos, como Bacillus sp., las bacterias esporulan
produciendo un estado de vida resistente a factores ambientales, lo que les da una gran ventaja al
considerar la limitada disponibilidad de hospederos viables y la dispersion pasiva de las bacterias

entomopatogenas (Jurat & Jackson, 2012).

Las bacterias entomopatogenas principales pertenecen a los géneros Bacillus, Peanibacillus,
Brevibacillus, Serratia, Pseudomonas, Xenorhabdus y Photorhabdus (Sajnaga & Kazimierczak,

2020).

Los nematodos como O. chongmingensis tienen relacion simbiotica con bacterias de los géneros

Ochrobactrum, Bacillus, Albidiferax, Acinetobacter y Rhodococcus (Fu & Liu, 2019).

Una de las bacterias mas utilizadas como agente de control biologico entomopatogeno es B.
thuringiensis ya que se considera que esta muy extendida en el suelo y es un patdégeno letal para

diversos géneros (Kalha et al., 2014).
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2.2.1 Género Bacillus

Este género comprende una amplia diversidad, donde se destacan caracteristicas como la
degradacion de la mayoria de los sustratos derivados de plantas y animales, incluyendo celulosa,
almidon, pectina, proteinas, agar, hidrocarburos y otros; ademas su capacidad para la produccion
de antibidticos, la nitrificacion, desnitrificacion, fijacion de nitrégeno, litotrofia facultativa,
acidofilia, alcalofilia, psicrofilia, termofilia y el parasitismo, ejemplifican su capacidad de
sobrevivir en diversos ambientes. Los miembros de este género se caracterizan por ser Gram
positivos, de forma bacilar, catalasa positiva, aerobios estrictos o anaerobios facultativos y la
formacion de endosporas termorresistentes a agentes perjudiciales como la desecacion, la
radiacion, los &cidos grasos y los desinfectantes quimicos, lo que les posibilita ocupar un lugar
importante como agentes de control biologico. Su diversidad metabdlica estd asociada a la
promocion del crecimiento vegetal y control de patdogenos (Logan & Vos, 2015; Villarreal et al.,

2018).

Algunas especies son conocidas en el &mbito agricola debido a su uso para el control de plagas,
por ejemplo, B. thuringiensis (Bt) la cual sintetiza proteinas llamadas Cry las cuales son capaces
de formar cristales y matar a diversos insectos susceptibles, ya que estos aseguran que al ser
ingeridos por el insecto este reciba suficiente dosis para incapacitarlo y permitir la germinacion

de esporas de Bt (A. Ruiz et al., 2003).

2.2.2 Mecanismo de accion de Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis (Bt) sintetiza proteinas llamadas Cry, las cuales son capaces de formar cristales y
aniquilar a diversos insectos susceptibles; Bt también sintetiza otras proteinas conocidas como Cyt
y Vip que son insecticidas, y otros compuestos con probable uso biotecnologico (Sanchez et al.,

2003).

Las proteinas Cry son sintetizadas durante la esporulacion como protoxinas que forman cristales,
cuando un organismo susceptible ingiere los cristales estos son solubilizados en el intestino
medio por el pH alcalino de este; la fraccion resultante, llamada protoxina, es activada mediante
enzimas para después unirse a receptores localizados en las microvellosidades de las células del

epitelio intestinal. Posteriormente, la toxina o parte de esta se inserta en la membrana de las
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células intestinales formando poros que provoca un desbalance osmotico hasta llegar a la lisis
celular (Figura 5). Los primeros sintomas de la intoxicacion son la casi inmediata paralisis de la
motilidad intestinal y cese de la alimentacidn, una vez que atraviesan la barrera del intestino, las
esporas germinan en el ambiente nutritivo del hemocele, la rapida proliferacion de bacterias
ocasiona septicemia y ocurre la muerte (Leon et al., 2018; Miranda ef al., 2002; Sanchez et al.,

2003).

(1) Ingestion
de espora  proteina
cristal

(2) Disolucion de las
proteinas cristal

PH ¢ &%

’ Enzimas digestivas
N~

B. thuringiensis

(3) Activacion de la
proteina
(5) Vacuolizacion (4) Unién a ’ - ‘ . -» .
del cnoplasma receptores cspcciﬁcos Cnistal o-toxinas  Toxina
Disruncion celular Membrana peritréfica

Figura 5. Mecanismo de accion de B. thuringiensis modificada de (Schiinemann et al., 2014).
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2.2.3 Género Serratia

El género Serratia pertenece a la familia Enterobacteriaceae, integrada por bacilos Gram
negativos cortos y rectos de 0.5-0.8um de diametro y 0.9-2.0um de longitud, generalmente
moviles por flagelos (Von Graevenitz y Rubin, 1980). Son anaerobios facultativos, oxidasa

negativos, fermentan la glucosa y reducen el nitrato (Alonso, 2002).

Algunas especies como S. marcescens y S. liquefaciens infectan y causan mortalidad en insectos
plaga de cultivos y ornamentales, en tanto que S. entomophila es utilizada como control biologico
de la larva de Costelytra zealandica, depredador de los pastizales en Nueva Zelanda (Grimont &

Grimont, 2005).

Una caracteristica distintiva del género Serratia es que forma una aparente asociacion con
nematodos del género Caenorhabditis, algunos de los mas conocidos son C. elegans y C.

briggsae (Petersen & Tisa, 2012).

2.2.4 Mecanismo de accion de Serratia marcescens

S. marcescens produce un pigmento rojo llamado prodigiosina, asi como otros compuestos como

lectinasas, fosforilasas, toxinas extracelulares y quitinasas.

Las quitinasas(Chi) son enzimas que hidrolizan la quitina en el enlace glicosidico y se pueden
distinguir los siguientes tipos de quitinasas: endoquitinasas, exoquitinasas y quitobiasas; que se
encargan de la degradacion de la quitina de la membrana peritrofica del insecto, causando la lisis
celular, posteriormente, se produce una proliferacion en el hemocele causando septicemia hasta

llegar a la muerte (Sanchez et al., 2003).

En el sistema quitinolitico (Figura 6) de S. marcescens la quitina que se encuentra en el medio es
degradada por una endoquitinasa (ChiA) que rompe los enlaces internos de la quitina formando
oligdbmeros que pasan al espacio periplasmico gracias a la ayuda de la proteina porina que se
encuentra en la pared celular de la bacteria; posteriormente, los oligdmeros son degradados por
una quitobiosidasa (ChiB), después la quitobiosa es hidrolizada por quitobiasas para formar
monomeros de N-acetilglucosamina que pasaran al citoplasma con la ayuda de la proteina EII

para ser usadas como fuentes de carbono y nitrogeno(Sanchez et al., 2003).
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Espacio periplismico

N-Acetilglucosamina
Quitina

Figura 6. Sistema quitinolitico de S. marcescens (Sanchez et al., 2003).

Las quitinasas de S. marcescens actiian en la membrana peritrofica de las larvas de los insectos,
permitiendo que las proteinas Cry tengan un mayor acceso a los receptores del intestino medio,
obteniéndose asi una mayor capacidad insecticida, que si actuaran por si solas (Figura 7). Esto

es de particular importancia, especialmente para el caso de los insectos que son poco susceptibles

a Cry (Sanchez et al., 2003).

INTESTINO MEDIO  MEMBRANA

PERITROFICA
HEMOLINFA
INTESTINO
INTESTINO POSTERIOR
ANTERIOR =
D

Figura 7. Representacion esquematica del mecanismo de accion de las proteinas Cry ( O )yel
posible

papel de las quitinasas (. ) (Sanchez et al., 2003).
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2.2.5 Cepas aisladas de Nematodos nativos del estado de Morelos

De los aislados del laboratorio de Control Biologico del Centro de Investigacion en
Biotecnologia, se obtuvieron dos aislados de O. myriophila como MC5-R y MCS5-B; dos
aislados de C. brenneri como DS-R y DS-B, asi como dos aislados de Heterorhabditidoides sp.
como XRPC4-1 y XRPC4-2. De acuerdo con su identificacion molecular los aislados MC5-R y
DS-R son del género Serratia, mientras que DS-B pertenece al género Bacillus (Cruz, 2018).
Actualmente, se esté trabajando en la identificacion de los aislados XRPC4-1 y XRPC4-2 ya que

solo se han hecho algunas pruebas.

En el 2018 Cruz evalud la patogenicidad y virulencia de las bacterias simbiontes sobre G.
mellonella y Tenebrio molitor. La DL50 para los aislados MC5-R y DS-R fue <10 células/larva
directamente inyectadas en el hemocele de G. mellonela por lo que son consideradas
entomopatogenas y para el caso de 7. molitor los aislados MC5-R y DS-R presentan una DL50
de 4694 y 7215.2 células/larva. Actualmente, se estan realizando pruebas patogenicidad de los

aislados bacterianos XRPC4-1 y XRPC4-2.

2.3 Interacciones bacterianas

En los ecosistemas coexisten una variedad de interrelaciones entre microorganismos de diferentes
especies, dentro de estas se encuentran el sinergismo y antagonismo, en estas relaciones puede
presentarse cooperacion entre ellos o competencia fisica y bioquimica, estas relaciones se

encuentran moduladas por multiples y complejos factores bidticos y abidticos (Moreno, 2017).

2.3.1 Sinergismo

El sinergismo conlleva a la protocooperacion entre especies o dos poblaciones microbianas,

indicando que ambas se benefician de la relacion (Moreno, 2017).

Por ejemplo, se ha reportado a B. thuringiensis aizawai como sinergista de X. sp y P. temperata ya

que forman una mezcla como tratamiento oral contra S. exigua (Jung & Kim, 2006a).
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También se ha reportado a B. thuringiensis aizawai como sinergista de X. nematophila K1,
bacteria simbidtica de un nematodo estomopatogeno identificado como S. carpocapsae, la

mezcla administrada de forma oral de estas bacterias mostro ser un tratamiento efectivo para S.

exigua (Jung & Kim, 2006b).

Otro ejemplo es la mezcla de esporas-cristal de una cepa de B. thuringiensis subsp. entomocidus
y bacterias quitinoliticas que mostraron un efecto sinergético contra S. /itforalis ya que con 3
ng/ml provoco un efecto toxico equivalente a 20pug/ml de la mezcla esporas- cristal de la cepa B.

thuringiensis subsp. entomocidus (Regev et al., 1996).

2.3.2 Antagonismo

De acuerdo con lo anterior, el antagonismo microbiano esta dado por la inhibicion, deterioro o
muerte de alguna especie de microorganismos por la accién de otra; o una relacion entre dos

poblaciones en la cual una de ellas causa efectos deletéreos o negativos a la otra (Moreno, 2017).

Algunas bacterias entomopatdogenas como B. polymyxa, B. thuringiensis, Pseudomonas
fluorescens y S. marcescens poseen actividad inhibidora contra varias bacterias (Ugras &

Demirbag, 2013).

Por ejemplo, Pantoea aglomerans se mostrd como antagonista sobre B. cereus en tratamiento contra

jobotos Phyllophaga sp., Anomala sp. y Cyclocephala sp. (Vargas & Abarca, 1998).

2.3.3 Aditividad

La aditividad se define como el efecto combinado resultante de la accidon de dos o mas

microorganismos el cual es igual a la suma del efecto individual (Huff et al., 1986).
2.4 Spodoptera frugiperda como plaga

El gusano cogollero S. frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) es un insecto polifago y cosmopolita
que ocasiona severos dafios en diversos cultivos (Sparks, 1979), en maiz es la principal plaga que
causa pérdidas superiores al 30 % (Herndndez et al., 2019). Ademads de ser plaga de otros cultivos

de cereales y sorgos forrajeros, mani, algodon, soja, alfalfa y ocasionalmente otros cultivos (E.
Ruiz et al., 2013).

19



En México se considera una de las plagas mas importantes del maiz y sorgo ya que se alimenta
de las hojas y los tallos tiernos de las plantas, este insecto reduce el rendimiento del maiz hasta
un 30% y en ocasiones causa pérdida total debido a que lo afecta en todos sus estados fenologicos
(Castorefia & Catalan, 2004; Rojas et al., 2004). S. frugiperda tiene habitos migratorios, pero
también puede estar presente durante todo el afio en la misma localidad, desarrollandose en
cultivos alternos como alfalfa, arroz, algodon, etc.(Juarez et al., 2010). Este es de los pocos
insectos que se dispersan y reproducen a través de todo el continente americano, ha sido
combatido en las ultimas tres décadas principalmente con el uso de plaguicidas de amplio
espectro, ocasionando asi el desarrollo de resistencia a la mayoria de los productos quimicos

registrados (Esparza, 2017).

2.4.1 Ciclo de vida de S. frugiperda

Dependiendo de las temperaturas y la humedad, el ciclo completo de la plaga puede durar entre
24 y 40 dias (Figura 8), siendo mas corto en condiciones de mayor temperatura. Los huevos son
puestos en grupos o masas de 100 a 150, protegidos por una telilla transparente, las hembras
pueden oviponer un promedio de 1000 huevos en total durante su vida (Juarez et al., 2010). En
los cultivos como el maiz, independientemente de su estado fenologico, son colocados sobre las
hojas, en la parte media de la planta, preferentemente en el envés o en la zona basal de las mismas.
El periodo larval dura un promedio de 25 dias, pasando generalmente por seis estadios, para
completar su desarrollo, las larvas consumen un promedio total de 179,7 cm? de superficie foliar
de hojas de maiz y dejan de alimentarse justo antes de alcanzar el ultimo estadio larval. Para
pupar, se entierran en el suelo, entre 3 y 5 cm de profundidad, donde forman una camara pupal,
en la cual permanecen por 10 dias aproximadamente, para posteriormente emerger como adultos

(Rezende et al., 1994).
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Figura 8. Ciclo biolégico de S. frugiperda (Tomada de: www.croplifela.org)

2.4.2 Control biologico de S. frugiperda

En México, su control ha dependido del uso de insecticidas quimicos, requiriéndose de varias
aplicaciones por ciclo, sin embargo, estos productos quimicos tienen impactos negativos en el
ambiente, particularmente por la eliminacion de la entomofauna benéfica, intoxicacion de
trabajadores agricolas, residualidad en los alimentos, ademas de inducir la aparicion de
resistencia en el insecto blanco (Cabrera et al., 2012; Jafari et al., 2010), razones por las cuales
el control bioldgico surge como una alternativa viable al uso de estos productos, particularmente

mediante el uso de microorganismos entomopatdgenos.

En la actualidad, se han reportado altas tasas de mortalidad de S. frugiperda causadas por

entomopatogenos, tales como hongos, bacterias, virus, nematodos, entre otros (Estrada, 2013).
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3. Justificacion

Los nematodos entomopatégenos han desarrollado estrategias de patogenicidad a insectos,
permitiendo que sean utilizados como agentes de control bioldgico de insectos plaga, ya que son
seguros tanto para el usuario como para el ambiente, su capacidad infectiva se basa en la
simbiosis que presenta con bacterias, estas bacterias son capaces de entrar al hospedero utilizando
al nematodo para después proliferar y causar la muerte del insecto. Las interacciones bacterianas
son importantes porque pueden aumentar la mortalidad del insecto objetivo y utiles para el
descubrimiento de productos bioldgicamente activos, asi como para entender su significado
ecoldgico y su diversidad. En este trabajo se determinari el tipo de interaccidén bacteriana de las

cepas aisladas de los nematodos MC5 (O. myriophila), DS (C. brenneri) y XRPC4

(Hererorhabditidoides sp.), para posteriormente, evaluar su patogenicidad en larvas de S.

frugiperda. Esta investigacidon complementara los estudios sobre las cepas bacterianas de

Nemaétodos entomopatdogenos permitiendo el desarrollo de nuevas técnicas para el control

biolégico.
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4. Hipotesis

Al menos dos o mas de las cepas bacterianas DS-R (Serratia), DS-B (Bacillus), MC5-R
(Serratia), XRPC4-1, XRPC4-2 aisladas de los nematodos MC5 (O. myriophila), DS (C.
brenneri) y XRPC4 (Heterorhabditidoides sp.) y B. thuringiensis HD1 presentara sinergismo

como interaccidon bacteriana.

5. Objetivo General

Identificar las interacciones entre las cepas MC5-R (Serratia), DS-R (Serratia), DS-B (Bacillus),
XRPC4-1 y XRPC4-2 aisladas de los nematodos MCS5 (O. myriophila), DS (C. brenneri) y
XRPC4 (Heterorhabditidoides sp.) y B. thuringiensis HD1, evaluando su patogenicidad en S.
frugiperda.

6. Objetivos particulares

1.

Evaluar las interacciones de las cepas bacterianas MC5-R (Serratia), DS-R (Serratia), DS-B
(Bacillus), XRPC4-1, XRPC4-2 y B. thuringiensis HD1 en medio de cultivo.

Evaluar la patogenicidad de las cepas bacterianas MC5-R (Serratia), DS-R (Serratia), DS-B
(Bacillus), XRPC4-1, XRPC4-2 y B. thuringiensis HD1 sobre larvas de S. frugiperda en bioensayos

por inyeccion y por alimentacion.

. Estimar la interaccion de las cepas bacterianas MC5-R (Serratia), DS-R (Serratia), DS-B (Bacillus),

XRPC4-1, XRPC4-2 y B. thuringiensis HD1 sobre larvas de S. frugiperda.
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7. Materiales y Métodos
7.1 Ubicacion del estudio

Este trabajo se realizd en las instalaciones del Centro de Investigacion en Biotecnologia (CEIB) de

la Universidad Autonoma del Estado de Morelos.

7.2 Material Biologico

Se utilizaron las cepas bacterianas MC5-R (Serratia), DS-R (Serratia), DS-B (Bacillus), XRPC4-
1 y XRPC4-2 aisladas de los nematodos MC5 (O. myriophila), DS (C. brenneri) y XRPC4
(Heterorhabditidoides sp.) y B. thuringiensis HD1 proporcionada por el Laboratorio de
Parasitologia Vegetal del Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB) de la Universidad

Auténoma del Estado de Morelos.

Se emplearon larvas de S. frugiperda de 5° estadio para las evaluaciones via inyeccidon y neonatas
para las evaluaciones via oral obtenidas de la cria en el Laboratorio de Control Bioldgico del
Centro de Investigacion en Biotecnologia de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos,

para pruebas de patogenicidad.

7.3 Recuperacion de las cepas bacterianas MC5-R, DS-R y DS-B

La recuperacion de las cepas se llevo a cabo inoculando un matraz de 250 mL conteniendo 50 ml
de medio LB liquido (Cuadro 3) para cada una de las cepas y se incubaron durante 24 h a 27°C
con agitacion, después se sembro cada una de las cepas en medio LB adicionado con 15 gr de

agar.

Cuadro 3. Medio LB liquido

Cloruro de sodio 10g

Peptona 10g

Extracto de levadura 5¢g
Agua destilada 1000mL
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7.4 Obtencion de colonias puras

La obtencion de las colonias puras se realizd mediante la técnica de estriada cruzada, la cual
consiste en esterilizar en el mechero el aza y luego tomar una asada de la colonia, hacer una serie
de estrias en una nueva placa de agar (Figura 9). Después flamear el asa de inoculacion y rozar
con el asa una vez la superficie del conjunto anterior de estrias y realizar una nueva serie de
estrias, se repitid el procedimiento una vez mas para asi incubar la caja a 27°C durante 24 horas

(Ramos y Pérez, 2004).

Figura 9. Técnica de estriada cruzada.

7.5 Pruebas de inhibicion entre bacterias en medio solido

Las pruebas de antagonismo entre las cepas bacterianas se realizaron inoculando un matraz de
250ml de caldo LB para cada uno de los aislados y se incubaron durante 96 horas, transcurrido
el tiempo se obtuvo ImL de cultivo, se centrifugé a 10,000 rpm durante 10 minutos y se recupero
el sobrenadante. Se sembro6 una placa de agar LB con el método de botdn en césped, inoculando
10 pl de una de las cepas y extendiéndose masivamente sobre la superficie del medio, aparte,
discos de papel fueron inoculados de manera individual con 10 pL de las demas cepas a evaluar,
los discos fueron colocados de forma dispersa sobre la superficie del medio inoculado con la cepa
masiva (Figura 10), posteriormente se incubaron a 27+ 2°C durante 48 horas. Para la

interpretacion de los resultados se tuvo en cuenta la presencia o ausencia de halos de inhibicion.



Cepas a evaluar

Cepa masiva

Figura 10. Representacion del método de las pruebas de inhibicion en medio sélido.

7.6 Evaluacion de patogenicidad de las interacciones bacterianas en S.
frugiperda

Se llevaron a cabo bioensayos que consistieron en infectar a las larvas por medio de inyeccion y

mediante su alimentacion.

7.6.1 Bioensayos de patogenicidad por alimentacion

Los bioensayos por medio de alimentacion se llevaron a cabo sobre 10 larvas neonatas de S.
frugiperda, con 3 repeticiones por tratamiento; se determiné la concentracion de los diferentes

tratamientos (Cuadro 4) a través de un bioensayo ventana.

Cuadro 4. Combinaciones de cepas para las evaluaciones de las interacciones.

DS-R DS-B
DS-R XRPC4-2
DS-B MC5-R
DS-B XRPC4-1
DS-B XRPC4-2
DS-B Bt HDI
XRPC4-1 XRPC4-2
XRPC4-1 Bt HD1
XRPC4-2 Bt HDI
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Para el bioensayo ventana se determinaron a una dosis alta y baja, las dosis se obtuvieron por
medio de diluciones y conteos en la cdmara de Neubauer que consistieron en poner 10 uL de la
suspension bacteriana con la ayuda de una micropipeta en los pozos de la camara y, con la ayuda
de un contador manual, se contaron las células de los cuadrantes laterales;una vez hecha la
dilucion, se llevo a un volumen final de 30 pL por pozo, la suspension de bacterias se colocaron
de manera superficial en la dieta meridica (1.5 ml) vertida en placas de cultivo de 24 pozos (Cell
Well de Corning) y se esparcid6 homogéneamente hasta cubrir la superficie de la dieta, se dejo
secar a temperatura ambiente y posteriormente se colocé una larva por pozo; las placas se
cubrieron con una pelicula pléstica tipo food wrap para evitar que las larvas escapen y se realiz6
una pequeia perforacion con una aguja en cada pozo. Se colocd encima del plastico una sanita

para finalmente colocar la tapadera y sujetarla con cinta Masking Tape.

Se permitié que las larvas se alimenten de la dieta durante 7 dias y se determind el porcentaje de

mortalidad, posteriormente se realizo un ANOVA y una prueba Tukey con el programa Rcomander.

7.6.2 Bioensayos de patogenicidad por inyeccion

Los bioensayos por medio de inyeccion se llevaron a cabo sobre 10 larvas de 5° estadio de S.
frugiperda, con 3 repeticiones; estos consistieron en infectar a las larvas con los diferentes
tratamientos conformados por combinaciones de las cepas MC5-R, DS-R, DS-B, XRPC4-1 y
XRPC4-2 y Bt HDI1 (cuadro 4) a una dosis de 0.5x10* células/ml para cada uno de los
tratamientos. Las larvas se desinfectaron superficialmente con alcohol al 70%, después se

inocularon con cada uno de los tratamientos; se colocaron en cajas Petri con dieta meridica.

Se evaluo el porcentaje de mortalidad y el cambio de coloracion de la cuticula a las 24 y 48 horas,

posteriormente se realizé un ANOVA y una prueba Tukey con el programa R-comander.
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7.7 Determinacion de las interacciones sinergismo, antagonismo y aditividad sobre
S. frugiperda.

Para determinar las interacciones se llevd a cabo bioensayos con diferentes tratamientos,

cuantificando la mortalidad de las larvas de S. frugiperda.

Para el célculo de sinergismo, antagonismo o aditividad, se utiliz6 la formula de valor esperado

de mortalidad de Finney. La férmula para encontrar el valor esperado es la siguiente: E = ((X (1
-X) () +((A-X)(1-Y)(2))

E = Valor esperado

X = Mortalidad del Testigo

Y = Mortalidad factor 1

Z = Mortalidad factor 2

Se considera sinergismo cuando el valor esperado de la interaccion es menor que el observado y
al realizar la prueba de X? presentan diferencias estadisticas significativas. De igual manera, si el
valor esperado de la interaccion es mayor que el observado y también presentan diferencias
estadisticas significativas, se considera antagonismo. Sin embargo, si al comparar el valor
observado y el esperado de la interaccion no presentan deferencias estadisticas significativas se

considera aditividad.

8. Resultados

8.1 Pruebas de inhibicion entre bacterias en medio solido

En las pruebas de inhibicion se observo que las combinaciones DS-R & DS-B, DS-R & XRPC4-2,
DS-B & MC5-R, DS-B & XRPC4-1, DS-B & XRPC4-2, DS-B & Bt HD1, XRPC4-1 & XRPC42,
XRPC4-1 & Bt HD1, XRPC4-2 & Bt HD1 fueron las que no presentaron inhibicion, por otro lado,
en las combinaciones DS-R & MC5-R, DS-R & XRPC4-1, DS-R & Bt HD1, MC5-R & DSR,
MC5-R & XRPC4-1, MC5-R & XRPC4-2, MC5-R & Bt HD1 presentaron halos de inhibicion
(Cuadro 5).

En total nueve combinaciones no presentaron inhibicion y siete combinaciones si presentaron
inhibicion entre ellas; siendo la cepa DS-B la que no presentd inhibicién con ninguna de las demas
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cepas, mientras que MC5-R la que presentd inhibicion con casi todas las cepas a excepcion de
DSB.

Cuadro 5. Resultados de las pruebas de inhibicion entre las cepas bacterianas. Las cepas entre * son las
cepas que se sembraron de forma masiva. *

Con inhibicién: + Sin inhibicion: =

8.2 Evaluacion de patogenicidad de las interacciones bacterianas en S.
frugiperda

Para determinar la patogenicidad de las interacciones bacterianas se realizaron bioensayos utilizando

larvas de 5° estadio y neonatas.

8.2.1 Bioensayos de patogenicidad por alimentacion

Para los bioensayos de patogenicidad por el método de alimentacion se realizé un bioensayo ventana
para determinar la concentracion a utilizar, se tomaron como referencia cuatro dosis 2.5 células/mL,
0.5x10? células/mL, 0.6x10° células/mL y 1.2x10* células/mL; siendo de 1.2x10* células/mL la
dosis con mejores resultados, en las dosis 2.5 células/ml, 0.5x10? células/mL y 0.6x10° células/mL
las larvas no mostraron mortalidad, solo se observé diferencias en su crecimiento, por lo tanto, el
bioensayo posterior se realizé a la dosis de 1.2x10* células/ml y como control se utilizd agua

destilada estéril.
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A los siete dias posteriores a la exposicion, se registro el porcentaje de mortalidad de cada uno de
los tratamientos; en donde se observo que la cepa MC5-R fue el que presentd el menor porcentaje
de mortalidad, con solo el 23.33% comparandola con las demas cepas utilizadas de forma individual,
mientras que XRPC4-1 obtuvo la mayor mortalidad con 50%. Es de notar que, de los tratamientos
con las combinaciones, fue la mezcla XRPC4-1 & Bt HDI, con el 73.33% de mortalidad, el
tratamiento con mayor mortalidad (Fig. 8). En todos los tratamientos se observd que las larvas

muertas fueron afectadas en el estadio de neonatas.

Por otro lado, se observo que en los tratamientos individuales DS-R, XRPC4-1, XRPC4-2, MC5R,
Bt HD1 y las combinaciones DS-B & Bt HD1, XRPC4-1 & XRPC4-2, XRPC4-1 & Bt HDI, el
crecimiento de las larvas sobrevivientes no era uniforme, es decir, algunas eran mucho mas grandes
que otras (Fig.12); el control en cambio no presentd mortalidad y se observd un crecimiento
uniforme. En todos los tratamientos se observo que las larvas muertas fueron en el estadio de

neonatas.

En la prueba de Tukey los tratamientos de las combinaciones DS-B & XRPC4-1, DS-B & XRPC4-
2,DS-B & Bt HD1 y XRPC4-2 & Bt HD1 no presentaron diferencias significativas; de igual forma
los tratamientos de las combinaciones con diferencias significativas fueron DS-B & MCS-R,

XRPC4-1 & XRPC4-2 y XRPC4-1 & Bt HD1 (Fig. 11).
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Figura 11. Porcentaje de mortalidad + Desviacion Estdndar de los bioensayos de patogenicidad por
alimentacion con una dosis de 1.2 x10* células/ml. *Letras iguales no presentan diferencias significativas
(P <0.05)*
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Figura 12. Tratamiento con XRPC4-2 en donde se observan larvas vivas que no crecieron de forma uniforme.

8.2.1.1 Determinacion de las interacciones sobre S. frugiperda

Para determinar el efecto de las combinaciones se calcul6 la mortalidad esperada con la formula de
Finney, y se calcul6 la X2,

Se observo sinergismo en los tratamientos de las combinaciones DS-B & XRPC-2, XRPC-1 &
XRPC-2 y XRPC-1 & Bt HD1; por otro lado, las cepas con aditividad fueron DS-R & DS-B, DS-

R & XRPC-2, DS-B & MC5-R, DS-B & XRPC-1, DS-B & Bt HD1 y XRPC-2 & Bt HD1 (Cuadro
6).

Cuadro 6. Interacciones de los bioensayos de alimentacion.

DS-R DS-B PRROR 23.33 £5.77 0.05 Aditividad
DS-R XRPC4-2 17.77 33.33 £5.77 13.63 Aditividad
DS-B MC5-R 15.55 3010 13.42 Aditividad
DS-B XRPC4-1 33.33 56.66 +5.77 16.33 Aditividad
DS-B XRPC4-2 17.77 56.66 +5.77 85.14 Sinergismo
DS-B Bt HD1 28.88 56.66 + 15.27 26.73 Aditividad
XRPC4-1 | XRPC4-2 13.33 66.66 +5.77 213.41 Sinergismo
XRPC4-1 | BtHD1 21.66 73.33 £11.54 123.27 Sinergismo
XRPC4-2 | BtHD1 31.17 56.66 + 23.09 20.85 Aditividad
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8.2.2 Bioensayos de patogenicidad por inyeccion

Para los bioensayos de patogenicidad por inyeccion la dosis que se utiliz6 fue de 0.5x102 células/ml
la cual se obtuvo mediante diluciones y conteos en la cdmara de Neubauer, estas se inyectaron
directamente en el hemocele de la larva con la ayuda de una jeringa de insulina de 30 unidades,
posteriormente, el porcentaje de mortalidad se registr6 a las 24 y 48 horas; como control se utilizd

agua destilada estéril.

A las 24 horas el control seguia vivo, pero el tratamiento con la cepa DS-B ya presentaba larvas
muertas, sin embargo, aun no se observan cambios de color; las larvas muertas de MC5-R, DS-R ya
empezaban a presentar un color rojizo y estaban flacidas; para los tratamientos XRPC4-1, XRPC4-
2, Bt HD1, DS-B & XRPC4-2, DS-B & Bt HD1, XRPC4-1 & XRPC4-2, XRPC4-1 & Bt HD1 y
XRPC4-2 & Bt HDI1 las larvas muertas presentaban flacidez y su coloracion era obscura. Por otro
lado, el tratamiento de DS-R & DS-B presentaba larvas muertas con una tonalidad rojiza muy tenue,
también en DS-R & XRPC4-2, DS-B & MC5-R se observaban algunas larvas muertas con un tono
rojo encendido; por otro lado, se observo que algunas larvas muertas presentaron coloracion roja y
otras obscura para DS-B & XRPC4-1; a las 24 horas el porcentaje de mortalidad era muy bajo para
los tratamientos DS-B, XRPC4-1, DS-R & DS-B y DS-R & XRPC4-2; mientras que para MC5-R,
Bt HD1 y XRPC4-2 ya casi todas las larvas se encontraban muertas (Figura 14); los tratamientos
con las combinaciones que presentaron mayor mortalidad fueron DSB & Bt HD1 y XRPC4-1 & Bt
HD1 con el 96.66 %, mientras que el tratamiento de las combinaciones con menor mortalidad fue

DS-R & DS-B con el 43.33% (Fig. 16).
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Figura 13. Larvas de los bioensayos por inyeccion a las 24 hrs,(A) Control, (B) DS-B, (C) MC5-R, (D) DS-
R, (E) XRPC4-2, (F) XRPC4-1, (G) DS-R & DS-B, (H) Bt HD1, (I) DS-R & XRPC4-2, (J) DS-B & MC5-
R, (K) DS-B & XRPC4-1, (L) DS-B & XRPC4-2, (M) DS-B & Bt HD1, (N) XRPC4-1 & Bt HD1, (O)
XRPC4-2 & Bt HD1 y (P) XRPC4-1 & XRPC4-2.

A las 48 hrs todas las larvas de control seguian vivas y casi no tenian comida, por lo que su apetito
no se vio modificado por la inyeccion (Figura 14); DS-B presentaba una mortalidad de 36.66% y
las larvas muertas se observaban secas. MC5-R presentaba una mortalidad del 100% y las larvas
muertas presentaron un color rojo intenso (Figura 15); de igual forma DS-R tuvo 100% de
mortalidad, pero a diferencia de MC5-R las larvas presentaban un tono rojo muy tenue (Fig. 16).
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Figura 14. Larvas vivas de los bioensayos de patogenicidad por inyeccion a las 48 horas, (A) DS-R &
XRPC4-2, (B) XRPC4-2, (C) Bt HD1, (D) XRPC4-1, (E) DS-B, (F) Control y (G) DS-B & XRPC4-1.
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Figura 15. Larvas muertas de los bioensayos de patogenicidad por inyeccion a las 48 horas, (A) MC5-R,
(B) XRPC4-2, (C) XRPC4-1, (D) XRPC4-1 larva roja primera repeticion, (E) DS-B, (F) Bt HD1, (G) DSR
& DS-B, (H) DS-R & XRPC4-2, (I) DS-R, (J) DS-R & DS-B y (K) DS-R & XRPC4-2, (L) DS-B & XRPC4-
1, (M) DS-B & MCS5-R, (N) DS-B & XRPC4-2, (O) DS-B & Bt HD1, (P) XRPC4-1 & XRPC4-2, (Q)
XRPC4-1 & Bt HD1 y (R) XRPC4-2 & Bt HDI.




En la prueba de Tukey a las 24 horas de los tratamientos de las combinaciones DS-B & Bt HD1,
XRPC4-1 & XRPC4-2, XRPC4-1 & Bt HD1 y XRPC4-2 & Bt HDI no tuvieron diferencias
significativas; al igual que DS-B & MC5-R con DS-B & XRPC4-2 y DS-R & XRPC4-2 con DS-B
& XRPC4-1 no tuvieron diferencias significativas entre si. Por otro lado, DS-B & XRPC4-1 fue el
unico tratamiento de las combinaciones que present6 diferencias significativas.

Asi mismo, al realizar la prueba de Tukey a las 48 horas los tratamientos de las combinaciones
DS-R & DS-B, DS-B &MC5-R, DS-B & XRPC4-2, DS-B & Bt HD1, XRPC4-1 & XRPC4-2,
XRPC4-1 & Bt HD1 y XRPC4-2 & Bt HD1 no presentaron diferencias significativas; al igual que
DS-R & XRPC4-2 no presento diferencias significativas con DS-B & XRPC4-1.
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Figura 16. Porcentaje de mortalidad + Desviacion Estandar de los bioensayos de patogenicidad por
inyeccion a las 24 y 48 horas a una dosis de 0.5x 10? células/ml. *Letras iguales no presentan diferencias
significativas *

8.2.2.1 Determinacion de las interacciones sobre S. frugiperda

Para la determinacion de las interacciones de los bioensayos por inyeccion se tomd en cuenta la
mortalidad a las 24 horas, se determind la mortalidad esperada y la X?; se determind que los
tratamientos que mostraron sinergismo fueron DS-R & DS-B, DS-R & XRPC4-2, DS-B & XRPC4-
1 y XRPC4-2 & Bt HD1 (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Interacciones de los bioensayos por inyeccion a las 24 horas.

Mortalidad Mortalidad
Combinaciones esperada Observada X2 Efecto
DS-R DS-B 10.66 43.33 £ 11.54 24.63 Sinergismo
DS-R | XRPC4-2 29.33 73.33 £ 15.27 26.40 Sinergismo
DS-B MCS-R 63.55 86.66 + 15.27 6.16 Aditividad
DS-B XRPC4-1 9.77 70 +17.32 51.82 Sinergismo
DS-B XRPC4-2 53.78 920 +0 14.57 Aditividad
DS-B Bt HD1 53.78 96.66 = 5.77 19.02 Aditividad
XRPC4-1 | XRPC4-2 63.55 90 +17.32 7.77 Aditividad
XRPC4-1 | Bt HD1 63.55 96.66 = 5.77 11.34 Aditividad
XRPC4-2 | Bt HD1 19.55 93.33 £5.77 58.32 Sinergismo
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9. Discusion

Los nematodos entomopatdgenos son considerados como una alternativa en el control bioldgico de
insectos, su capacidad infectiva se basa en la simbiosis que presentan con bacterias; estas bacterias
son capaces de entrar al hospedero utilizando al nemdatodo para después proliferar (Cubillas &

Flores, 2016; Goodrich & Clarke, 2007; Kaya & Gaugler, 1993; Uribe ef al., 2005).

Las bacterias asociadas a los nematodos entomopatdgenos son capaces de causar una enfermedad
mediada por factores de patogenicidad como toxinas y enzimas (Jurat & Jackson, 2012). En los
ecosistemas existen una variedad de relaciones entre microorganismos de diferentes especies, la
importancia de las interacciones bacterianas esta en el aumento de la mortalidad de los insectos
portadores y su importancia para el descubrimiento y desarrollo de productos bioldgicamente

activos (Jurat & Jackson, 2012; Moreno, 2017; Saenz, 2005).

En el presente trabajo se analizaron las interacciones entre 6 cepas bacterianas aisladas de nematodos
entomopatogenos, complementando los estudios sobre estas y permitiendo el desarrollo de nuevos

métodos mas efectivos para el control bioldgico.

Se realizaron pruebas de inhibicién en medio sélido de las cuales nueve combinaciones no mostraron
inhibicion, y siete combinaciones mostraron inhibicion entres si indicando antagonismo entre ellas;
estos datos pueden considerarse como pioneros dado que no se reportan investigaciones entre los
géneros de estas cepas. Es importante resaltar que a pesar de estos enfrentamientos en medio sélido,
cabe la posibilidad de que el comportamiento cambie totalmente ya que los mecanismos de
inhibicion son mediados por medio de sustancias o competencia por sustratos y en campo los

factores abidticos alteran positiva o negativamente las interacciones (Moreno, 2017).

Por lo mencionado anteriormente era necesario realizar bioensayos de patogenicidad de las cepas
que no presentaron inhibicion para rectificar los resultados de la prueba de inhibicion y determinar

la interaccion de estas cepas.

En este estudio se utilizaron dos métodos para la evaluacion de la patogenicidad (Cruz, 2018; Regev
et al., 1996) como fueron alimentacion e inyeccion; era importante realizar los bioensayos por

alimentacion ya que esta es la técnica utilizada en el control de plagas de campo.
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En los bioensayos por alimentacion se observo que las larvas que no murieron presentaron un retraso
en su crecimiento haciendo extremadamente baja la probabilidad de que las larvas subdesarrolladas

sobrevivan en el entorno natural (Regev et al., 1996).

Regev y colaboradores (1996) en su evaluacion de la actividad sinérgica de B. thuringiensis y las
endoquitinasas de S. marcescens sobre S. littoralis observaron que al agregar una concentracion
mayor de endoquitinasas que proteinas Cry, el peso de las larvas aumentaba permitiendo su
desarrollo; por lo que se puede decir que en los tratamientos de las combinaciones que tienen cepas
como DS-R y MC5-R, obtuvieron una mortalidad baja y las larvas vivas crecieron mas que otros
tratamientos. Por lo tanto para completar este trabajo se tendria que tomar en cuenta el realizar mas
bioensayos evaluando estos tratamientos con diferentes dosis de las cepas pertenecientes al género
Serratia. De igual forma, realizar bioensayos con larvas de estadios mas avanzados para observar el

efecto de las interacciones en el desarrollo de las larvas.

La mortalidad observada fue mayor en los bioensayos por inyeccion con hasta el 100%, mientras
que los valores mas altos de mortalidad en los bioensayos de alimentacion fue de 73.33%; los
porcentajes de mortalidad tan altos en los bioensayos por inyeccion coinciden con Campos y
colaboradores (2009), quienes evaluaron la patogenicidad de la bacteria simbionte Xenorhabdus de
un nematodo aislado en Espafia, en donde utilizaron larvas de S. littoralis inyectandoles 20ul a una
concentracion de 10* células reportando a las 48 horas un porcentaje de mortalidad de hasta 100%.
De igual manera, Salvadori y colaboradores (2012) realizaron pruebas de patogenicidad sobre S.
frugiperda de bacterias simbiontes pertenecientes a los géneros Photorhabdus y Xenorhabdus de
varias especies de nematodos entomopatdégenos en Brasil; inyectando las bacterias a una
concentracion de 10* células presentando hasta un 90% de mortalidad después de 3 dias(Campos et

al., 2009; Salvadori et al., 2012).

En el presente trabajo se pueden observar porcentajes de mortalidad de hasta 96.66% en los
tratamientos con combinaciones a las 24 horas, teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente en
el trabajo de Salvadori y colaboradores (2012) se puede decir que algunos tratamientos con las

combinaciones causaron un efecto mayor y en menor tiempo.

Por otro lado, Sanchez y colaboradores (2003) concluyeron que las quitinasas de S. marcescens
aumentan la capacidad insecticida de las cepas de B. thuringiensis sobre S. exigua y S. littura,
tomando como ejemplo el trabajo de Regev y colaboradores (1996) sobre el efecto de las quitinasas

de S. marcescens a la proteina Cry 1C aumentando la toxicidad contra S. littoralis hasta 6 veces; por
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tanto, se podria decir que es mas probable observar un sinergismo entre los géneros de Serratia y
Bacillus. En el presente trabajo se observo el sinergismo entre las cepas de estos géneros, como el

tratamiento DS-R & DS-B.

Al realizar la determinacién de las interacciones con los bioensayos de patogenicidad tanto por
inyeccion como por alimentacion se comprobd que las combinaciones que no presentaron
antagonismo en las pruebas en medio s6lido tampoco lo presentaron en los bioensayos ya
mencionados. Asi mismo las combinaciones que presentaron sinergismo en los bioensayos de
patogenicidad por alimentacion no fueron las mismas en los bioensayos de patogenicidad por
inyeccion, esto se puede deber al método utilizado ya que en los bioensayos por inyeccion se libera
la bacteria en el hemocele simulando el papel del nematodo. Mientras que en los bioensayos por
alimentacion las bacterias tienen que pasar todas las barreras quimicas y fisicas para lograr este
efecto; por lo que seria importante realizar nuevas pruebas que permitan determinar que el efecto de
las combinaciones coincida en todos los métodos, tanto en las pruebas en caja como en los

bioensayos de patogenicidad por inyeccion y alimentacion.
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10. Conclusiones

Se observo el sinergismo en cuatro tratamientos de los bioensayos por inyeccion, estos fueron DSR
& DS-B, DS-R & XRPC4-2, DS-B & XRPC4-1 y XRPC4-2 & Bt HD1; asi como tres tratamientos
de los bioensayos por alimentacion que fueron DS-B & XRPC4-2, XRPC4-1 & XRPC4-2 y XRPC4-
1 & Bt HDI.

Asi mismo, se observo cinco tratamientos de los bioensayos por inyeccidn que presentaron
aditividad, como fueron DS-B & MC5-R, DS-B & Bt HD1, XRPC4-1 & XRPC4-2 y XRPC4-1 &
Bt HD1; por otro lado, en los bioensayos por alimentacion se observaron seis tratamientos como
DS-R & DS-B, DS-R & XRPC4-2, DS-B &MC5-R, DS-B & XRPC4-1, DS-B & Bt HD1 y XRPC4-
2 & Bt HDI.

Las cepas que presentaron inhibicidn en las pruebas en medio solido fueron siete, DS-R & MC5R,
DS-R & XRPC4-1, DS-R & Bt HD1, MC5-R & XRPC4-1, MC5-R & XRPC4-2 y MC5-R & Bt
HDI.

11. Perspectivas

* Identificar las cepas DS-B, DS-R, MC5-R, XRPC4-1 y XRPC4-2; con el fin de conocer mas
especificamente las especies bacterianas de las interacciones de este trabajo.

* Determinar la patogenicidad de los tratamientos con las combinaciones a diferentes dosis de
cada cepa.

* Realizar bioensayos de virulencia de las interacciones

* Determinar la DL50 y la CL50 de las interacciones
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12. Glosario

Antagonismo

Es la actividad que presentan dos antimicrobianos juntos y es significativamente menor que la suma

de las actividades de los dos antimicrobianos cuando actuan separados (De La Fuente et al., 2015).

Bacteriemia

Se define bacteriemia como la invasion del torrente circulatorio por microorganismos.

Concentracion letal media

Es la concentracion, obtenida por estadistica, de una sustancia de la que puede esperarse que produzca
la muerte, durante la exposicion o en un plazo definido después de ésta, del 50% de los animales

expuestos a dicha sustancia durante un periodo determinado.

Dosis letal media

Es la cantidad de un material determinado completo de una sola vez, que provoca la muerte del 50%
(una mitad) de un grupo de animales de prueba. La LD50 es una forma de medir el envenenamiento

potencial a corto plazo (toxicidad aguda) de un material.

Entomopatogeno

Cualquier agente biodtico, normalmente microscopico que origina enfermedad en artrépodos (Cabello,

2010).

Foresis

Tipo de comensalismo en que individuos de una especie usan los de otra especie como medio de

transporte.
Patogenicidad

La patogenicidad es la capacidad de un agente infeccioso de producir enfermedad en un huésped
susceptible. (Perea et al, 1992).
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Simbiosis

Asociacion intima de organismos de especies diferentes para beneficiarse mutuamente en su desarrollo

vital.

Sinergismo

Indica que la actividad conjunta de dos antimicrobianos es mayor que la suma de las actividades

individuales de los antimicrobianos (De La Fuente et al., 2015)

Tiempo Letal Medio
Valor medio del intervalo de tiempo, calculado estadisticamente, durante el cual se espera que muera
el 50% de una poblacion dada, tras la administracion aguda de un agente quimico o fisico, a una

determinada concentracion y bajo un conjunto de condiciones definidas.

Toxicidad

Capacidad para producir dafio a un organismo vivo, en relacion con la cantidad o dosis de sustancia
administrada o absorbida, la via de administracion y su distribucioén en el tiempo (dosis Unica o
repetidas), tipo y severidad del dafio, tiempo necesario para producir éste, la naturaleza del

organismo afectado y otras condiciones intervinientes.

Virulencia

La virulencia es un término cuantitativo que define el grado en que un patégeno puede causar

enfermedad (Perea et al, 1992)
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