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IDENTIFICACION DE NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS CON POTENCIAL PARA EL

MANEJO DE Dendroctonus frontalis (CURCULIONIDAE: SCOLYTINAE)

Gabriela Islas-Lopez, Brenda Torres-Huerta y Adriana Rosalia Gijon-Herndndez

RESUMEN

En el anio 2013 el 12% de los bosques de pino de Meéxico
presentaron brotes de escarabajos descortezadores; la mayor
incidencia ocurrio en el eje neovolcanico transversal, zona que
coincide con la mayor diversidad de pinos. El género Dendroc-
tonus Erichson contiene las especies de descortezadores consi-
deradas como plagas primarias de los bosques mexicanos de
coniferas, generan grandes pérdidas en la masa forestal y con
ello impactos ecologicos y economicos de gran magnitud. El
objetivo del trabajo fue identificar nematodos nativos con po-
tencial para el manejo de Dendroctonus frontalis. El muestreo
de suelo se realizo en abril de 2014 y septiembre de 2015, uti-
lizando larvas de Galleria mellonella como trampa. Se aislaron
tres cepas de nematodos (TMA2, GMA6, CGA7), siendo los tres

aislados identificados como Pristionchus americanus Herrmann
2006, por sus caracteristicas morfologicas y morfométricas.
Se corroboré la identificacion mediante andlisis filogenéticos
con una similitud del 99% con la especie. La patogenicidad de
los nematodos se probo in vitro sobre adultos de D. Frontalis
aplicando dosis de 1000 juveniles infectivos (JI) de los tres ais-
lamientos realizados y se contabilizo la mortalidad a las 48 y
96h. Los datos fueron procesados con el modelo lineal genera-
lizado (GLM) con distribucion cuasibinomial. Los andlisis indi-
caron que el aislamiento TMA2 obtuvo mejores resultados con
un porcentaje de mortalidad de 92,25%, mientras que la cepa
CGA7 y GMAG no presentaron diferencias, con mortalidad de
76,54 y 63% respectivamente.

Introduccion

Los escarabajos descortezado-
res del género Dendroctonus
(Coleoptera: Curculionidae:
Scolytinae) son las principales
plagas de los bosques de conife-
ras de México, de los cuales

forman parte natural y desempe-
flan una funcion primordial en
su dinamica al promover el re-
cambio de especies vegetales. Sin
embargo, algunas especies bajo
ciertas condiciones incrementan
sus densidades poblaciones y su
capacidad de infestacion, lo que

ocasiona la muerte de extensio-
nes grandes de arbolado (Diaz-
Nuiiez et al., 2006; Del-Val y
Saenz-Romero, 2017).

En el afio 2013 el 12% de los
bosques de pinos del pais presen-
taron brotes de descortezadores.
La mayor incidencia ocurrid en

el eje neovolcénico transversal,
zona que coincide con la mayor
diversidad de pinos (Salinas-
Moreno et al., 2010; Cibrian et
al., 2014; Del-Val y Saenz-
Romero, 2017). Dendroctonus
frontalis Zimmerman es consi-
derada una de las plagas
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IDENTIFICATION OF ENTOMOPATHOGENIC NEMATODES WITH POTENCIAL FOR THE CONTROL OF

Dendroctonus frontalis (CURCULIONIDAE: SCOLYTINAE)

Gabriela Islas-Lopez, Brenda Torres-Huerta and Adriana Rosalia Gijon-Hernandez

SUMMARY

In 2013, 12% of pine forests in Mexico had outbreaks of bark
beetles; the highest incidence occurred in the Trans-Mexican
Volcanic Belt, an area that coincides with the highest diversi-
ty of pine trees. The genus Dendroctonus Erichson contains the
species of bark beetles considered as primary pests of Mexi-
can coniferous forests, which generate large losses in the for-
est mass ecological and economic impacts of high magnitude.
The objective of this work was to identify native nematodes with
potential for the management of Dendroctonus frontalis. Soil
sampling was carried out in April 2014 and September 2015, us-
ing Galleria mellonella larvae as traps. Three nematode strains
(TMA2, GMAG6, GA7) were isolated, and based on morpholog-

ical and morphometric characteristics, the three isolates were
identified as Pristionchus americanus Herrmann 2006. Identi-
fication was corroborated by phylogenetic analysis with 99%
similarity to the species. The pathogenicity of the nematodes
was tested in vitro in adults of D. frontalis, doses of 1000 in-
fective juveniles (JI) of the three isolates were applied and mor-
tality was tested at 48 and 96h. The data were processed with
a generalized linear model (GLM) with quasi-binomial distribu-
tion. The analyses indicated that isolate TMA2 had the best re-
sults with a mortality percentage of 92.25%, while strains CGA7
and GMAG6 showed no differences, with mortality of 76.54% and
63%, respectively.

IDENTIFICAO DE NEMATOIDES ENTOMOPATOGENOS COM POTENCIAL PARA O CONTROLE DO Dendroctonus

frontalis (CURCULIONIDAE: SCOLYTINAE)

Gabriela Islas-Lopez, Brenda Torres-Huerta e Adriana Rosalia Gijon-Hernandez

RESUMO

Em 2013, 12% dos pinhais de Meéxico apresentavam focos de
escaravelhos;, a maior incidéncia ocorrendo no faixa neovulcd-
nica transversal, area que coincide com a maior diversidade de
pinheiros. O género Dendroctonus Erichson contém as espécies
de escaravelhos considerados pragas primarias de florestas de
coniferas mexicanas, gerando grandes perdas na massa florestal
e com isso impactos ecologicos e economicos de grande magni-
tude. O objetivo do studio foi identificar nematdides nativos com
potencial para o manejo de Dendroctonus frontalis. 4 amostra-
gem do solo foi realizada em abril de 2014 e setembro de 2015,
usando larvas da Galleria mellonella como armadilha. Trés li-
nhagens de nematoides (TMA2, GMA6, CGA7) foram isoladas, o

nematoide Pristionchus americanus Herrmann 2006 foi identifica-
do nos trés isolados por caracteristicas morfologicas e morfomé-
tricas e a identifica¢do foi corroborada por andlise filogenética
com 99% de similaridade com as espécies. A patogenicidade dos
nematoides foi testada in vitro em adultos de D. frontalis, doses
de 1000 juvenis infecciosos (JI) dos trés isolados foram aplica-
das e a mortalidade foi registrada em 48 e 96h. Os dados fo-
ram processados com o modelo linear generalizado (GLM) com
distribui¢do quasibinomial. As andalises indicaram que o isolado
TMA2 obteve melhores resultados com percentual de mortalidade
de 92,25% enquanto as cepas CGA7 e GMAG6 ndo apresentaram
diferencas, com mortalidades de 76,54 e 63% respectivamente.

primarias mas importantes del
pais, ya que ocasiona la muerte
de miles de arboles, lo que pro-
voca un desequilibrio ecoldgico
y pérdidas econdomicas de gran
magnitud (Reséndiz-Martinez et
al., 2016).

En el estado de Querétaro se
ha incrementado el indice de
infestacion por descortezadores
en bosques de pino, donde D.
frontalis es una de las especies
con mayor actividad (Gijon-
Hernandez et al., 2015). El
control de estos insectos esta
regulado por la Norma Oficial
Mexicana NOM-019-
SEMARNAT-2006, que esta-
blece medidas de control meca-
nico y quimico (DOF, 2008).
Una alternativa de control bio-
l6gico que ha sido poco

explorada en el area forestal es
el uso de organismos patdge-
nos, como lo son los nemato-
dos entomopatdgenos, que po-
seen un alto potencial para el
control de insectos plaga debi-
do a que mantienen una rela-
cion simbidtica con bacterias
que inducen la muerte por sep-
ticemia del huésped (Merino y
France, 2009).

Este tipo de nematodos tie-
nen caracteristicas que le brin-
dan potencial para ser agentes
de control bioldgico, buscar
activamente a sus hospederos y
matarlos rapidamente al entrar
en ¢l y liberar bacterias sim-
biontes (Liu y Poinar, 2000);
ademads son letales a un amplio
rango de insectos de importan-
cia econémica (Bathon, 1996).
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El objetivo de esta investiga-
cion fue aislar e identificar ne-
matodos entomopatégenos, asi
como evaluar in vitro su poten-
cial para el manejo de insectos
descortezadores.

Metodologia
Muestreo de suelo

Los muestreos se realizaron,
de abril a agosto 2014 y de abril
a septiembre 2015, en los para-
jes La Gachupina, El Tejamanil
y Campo Santo, municipio Pinal
de Amoles, Querétaro. Las
muestras de suelo fueron toma-
das al azar de la periferia de
arboles de pino con sintomas y
signos de descortezadores (gru-
mos de resina en el fuste y

presencia de galerias e insectos).
Se obtuvieron muestras com-
puestas de 1kg que contenian 24
submuestras, tomadas de 0 a
30cm de profundidad con una
pala recta desinfectada con hi-
poclorito de sodio al 5% (Stock
et al., 1999). Las muestras se
depositaron en bolsas negras
plasticas y fueron transportadas
al laboratorio de Sanidad fores-
tal del CENID-COMEF-INIFAP
para su procesamiento.

Aislamiento de nematodos de
suelo

Cada muestra de suelo fue
tamizada con la ayuda de ta-
mices analiticos; posteriormen-
te se humedeci6 y se homoge-
niz6 (Campos-Herrera et al.,
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2006). Los nematodos fueron
obtenidos de las muestras de
suelo usando la técnica de
‘Cebo de Galleria’ (Bedding y
Akhurst, 1975), para lo que se
colocaron 10 cajas de Petri por
muestra, depositando cuatro
larvas de ultimo instar de
Galleria  mellonella L.
(Lepidoptera: Pyralidae). Las
cajas fueron incubadas durante
15 dias en una camara biocli-
matica a 24 +3°C en oscuridad
(Campos-Herrera et al., 2006).

Las larvas muertas se reco-
lectaron y se desinfestaron con
hipoclorito de sodio al 1% y se
colocaron individualmente en
trampas White (White, 1927).
Las larvas se incubaron a 25°C
y fueron examinadas cada 24h
por 10 dias. Los juveniles in-
fectivos que emergieron se la-
varon con agua potable estéril
y se colectaron en tubos de
centrifuga (Campos-Herrera et
al., 2006).

Identificacion morfologica y
morfométrica

Los nematodos aislados se
deshidrataron por el método
descrito por Seinhorst (1959) y
fueron utilizados en el analisis
morfoldgico y morfométrico
(n=15) de machos y hembras.
El analisis fue comparado con
las descripciones de Herrmann
et al. (2006a). Con el proposito
de observar la region caudal de
los machos y la presencia y
disposicion de las papilas geni-
tales, los ejemplares se deshi-
drataron utilizando la técnica
descrita por Zhao et al. (2006)
para ser observados en un mi-
croscopio electronico de barri-
do (JEOL JSM-6390® Tokyo,
Japon).

Identificacion molecular

Para la extraccion del ADN
de los nematodos aislados se
utiliz6 la técnica descrita por
SENASICA (2013).

La PCR se realizd en mez-
clas de reaccion de 20ul que
contenian 2ul de ADN
(20ng-pl-1), 10ul SsoAdvanced
™ Universal Probes Supermix
(2X) de Biorad®, 6ul de agua
libre de nucleasas y 1ul de
cada uno de los cebadores
(10nmol) SSUF07
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(C’AAAGATTAAGCCATGCATG
3”) y SSUR26
(CATTCTTGGCAAATGCTTTCG
3”) del 18S ribosomal. Se utilizd
un termociclador T100 (Biorad®)
con el siguiente programa: des-
naturalizacion inicial 95°C por
6min, 35 ciclos con desnaturali-
zacion de 94°C por 30s, anilla-
miento de 55°C por 30s, exten-
siéon de 72°C por lmin y una
extension final de 72°C por
10min (Pedram, 2008). El frag-
mento esperado es de aproxima-
damente 1000 pb. Los productos
de PCR se visualizaron en gel
de agarosa al 1% en un fotodo-
cumentador (Infinity-ST5 Vilber
Loumat) y enviados a secuen-
ciar a Macrogen Inc., Korea.

Las secuencias obtenidas se
editaron en el programa
BioEdit Sequence Alignment
Editor version 7.2.5. Dichas
secuencias se compararon por
alineamiento con la informa-
cion disponible en la base de
datos del GenBank (NCBI;
National Center for
Biotechnology Information),
mediante el método BLAST
(http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST/).

Analisis filogenético

Se descargaron de la base de
nucledtidos del GenBank las se-
cuencias de la region SSU. Se
utilizé el programa MEGA7
(Tamura et al., 2011), con el que
se realizo el andlisis de maxima
parsimonia con el método
Bootstrap con 1000 repeticiones.

Pruebas de patogenicidad in
vitro

Para realizar los bioensayos
se colectaron descortezadores
en campo, para lo cual se ubi-
cO un area con brotes activos
en el municipio Pinal de
Amoles, Querétaro; se seleccio-
n6 un arbol >15cm de diame-
tro, con follaje verde y grumos
frescos, se derribd y cortd en
pequefios tocones que fueron
sellados con parafina con el
objetivo de mantener la hume-
dad del material, se deposita-
ron en bolsas negras que fue-
ron transportadas al area de
Sanidad Forestal del CENID-
COMEF. Los tocones se des-
cortezaron, se colectaron

adultos maduros y se colocaron
en frascos estériles. Se llevo a
cabo la identificacién taxono-
mica del 10% de la colecta to-
tal para corroborar que la es-
pecie fuera D. frontalis (Wood,
1985; Cibrian et. al, 1995).
Para el estudio de patogeni-
cidad se realiz6 un disefio ex-
perimental en bloques aleato-
rios con dos factores de trata-
mientos: cepa de nematodo y
tiempo. Para ello se prepararon
cajas de Petri con papel filtro
Whatman N° 1 y se afiadieron
cuatro tratamientos que consis-
tieron en 3ml de una suspen-
sion con 1000 JI de las cepas
TMAZ2 (El Tejamanil), GMA6
(La Gachupina), CGA7 (Campo
Santo) y un testigo (3ml de
agua estéril), con tres repeti-
ciones cada uno. Una vez hu-
medecido el papel filtro, se
colocaron en cada caja 20
adultos de D. frontalis sin sin-
tomas de enfermedad y con
alta movilidad; posteriormente
se incubaron a 25 £2°C. A las
48 y 96h se contaron y separa-
ron los escarabajos muertos,
los cuales posteriormente fue-
ron desinfestados con hipoclo-
rito de sodio al 1% durante
10s, se enjuagaron tres veces
con agua destilada estéril y se
disectaron bajo microscopio
estereoscopio con el objetivo
de verificar la muerte por ne-
matodos (Fan et al., 2000). La
cantidad de ejemplares muertos
de cada observacion fue suma-
da para registrar y calcular el
porcentaje de mortalidad final.

Andalisis estadistico

Antes de realizar el analisis
de los datos se aplicd la co-
rreccion de la mortalidad con
la formula de Abbott (1925)
para cada una de las cepas de
nematodos a partir de la mor-
talidad registrada para el testi-
go. Para probar el efecto del
tratamiento, el tiempo y su in-
teraccion sobre la mortalidad
de los descortezadores, se com-
pararon los datos mediante un
modelo lineal generalizado
(GLM) con distribucion quasi-
binomial y funcién logaritmica
en el programa R-project. Para
aquellos factores que fueron
significativos estadisticamente
se realizaron pruebas de Tukey

(p<0,05) con el
STATISTICA 7.

paquete

Resultados y Discusion

Se obtuvieron tres aislamien-
tos de nematodos con caracte-
risticas de entomopatdgenos, a
los cuales se les asigno el co-
digo de muestra TMA2,
GMAG6 y CGA7. Dichos aisla-
mientos se encuentran deposi-
tados en el laboratorio de
Sanidad Forestal en el Centro
Nacional de Investigacion
Disciplinaria en Conservacion
y Mejoramiento de Ecosistemas
Forestales del INIFAP.

Se procedi6 a la identifica-
cion morfoldgica y morfométri-
ca de los tres aislados de ne-
matodos entomopatogenos
(TMA2, GMA6 y CGAT7),
arrojando las caracteristicas
siguientes:

Medidas

La morfometria de los tres
aislados es similar (Tabla I).
Para el caso de las hembras la
maxima longitud del cuerpo
(L) se observé en la poblacion
CGA7 con 1719,4um, seguido
de la cepa GMAG6 que presentd
1608um y el aislado TMA
1508,3um; siendo este Gltimo
el que presento menor longitud.
Con respecto a la distancia del
extremo anterior al poro excre-
tor (PE), el aislado GMAG6 con
una distancia de 146,7um,
144,3um para la poblacion
CGA7, y TMA2 142,5um
(Tabla I). En relacion al ancho
de la cola a nivel del ano la
poblacion GMAG6 presento el
mayor valor con 559um;
54,9um para CGA7, y GMAG6
con 54,6um.

Descripcion

Macho. La cuticula es ani-
llada, con estrias longitudina-
les. La cabeza es ligeramente
redondeada y presenta seis
papilas labiales (Figura la). El
estoma es ancho y asimétrico,
en el metastoma se observa
una elevacion dorsal sobre la
que se asienta un diente en
forma de garra. El esdéfago
presenta un procorpus cilindri-
co y musculoso que ocupa dos
tercios del didmetro del
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TABLA I

MORFOMETRIA DE SEGUNDA GENERACION DE LAS CEPAS

Medidas Poblacién TMA2 Poblacién CGA7 Poblacién GMAG ﬁefg”nigg";“gﬁgggg‘g

Hembra Macho Hembra Macho Hembra Macho Hembra Macho

N 15 15 15 15 15 15 - -

L 1256-1508,3 | 1009-1353 | 1187-1719,4| 987-1319,2 | 1176-1608 | 1102,2-1329,7| 882-1510 | 938-1392

A 92,4-138,4 | 72,6-122,6 | 90,1-142,1 71,2-123 89,7-138,5 69,8-119,6 92-141 73-125

PE 73-142,5 65,7-124,3 72,2-144,3 65-129,4 75,9-146,7 65,2-132 - -

ES 105,9-122,3 93-117,2 107-121,2 92,7-115,3 | 109,3-123,2 92-116 101-121 90-115

Ancho de cola a nivel de 37,9-54,6 32,7-64,1 37,1-54,9 34,2-63 37,7-55,9 34,7-62,2 38-55 35-59

ano/cloaca

Longitud de la espicula 47-57.4 - 45,7-57,1 - 45-56 46-57

Longitud del gubernaculo 21,2-24,3 - 20,1-23,6 - 19-24 - 20-24

a (L/A) 9,5-10,8 11-15,1 9,8-10,6 10,7-15,4 9,7-11,6 11,1-15,7 9,5-10,7 11,1-12,8

b (L/ES) 8,3-12,3 11,5-16,7 8,2-12,5 11,4-15.4 8,0-13 11,9-11,4 8,7-12,4 10,4-12,1

¢ (PE/ES) 0,6-1,1 0,7-1 0,6-1,1 0,7-1,1 0,6-1,1 0,7-1,1 - -

Las medidas estan en um y en forma de S.D. (rango). N: numero de ejemplares, L:

tancia del extremo anterior al poro excretor, ES: longitud del eso6fago.

cuerpo, el metacorpus es mus-
cular de forma ovoide, el ist-
mo es alargado, estrecho y no
muscular, el bulbo basal es de
forma glandular, el anillo ner-
vioso esta rodeando el istmo a
media region. El poro excretor
se ubica en la porcion media
del esofago. Presenta una espi-
cula en forma de hoz estrecha
y el gubernéaculo es delgado y
similar en su forma a la espi-
cula (Figura 1b). Se observan
siete pares de papilas genitales
distribuidas en la siguiente
forma: dos pares precloacales
y seis post cloacales. La cola
es de forma conica que se
adelgaza progresivamente hasta
terminar en forma de latigo
(Figura Ic).

Hembra. El cuerpo es largo
y grueso. Son similares al ma-
cho, pero son mas grandes en
longitud. La cuticula es delga-
da y finamente anillada, pre-
sentan estriacion longitudinal
a lo largo de todo el cuerpo.
La cabeza es ligeramente re-
dondeada, la region anterior
tiene seis papilas labiales
(Figura 2a), cuatro papilas
cefalicas y una abertura anfi-
dial eliptica. El estoma ancho
y asimétrico, en el metastoma
se asienta un diente en forma
de garra. El poro excretor se
ubica en la parte media del
esofago (Figura 2b). Son di-
délficas, anfidélficas,

X 6000 2um

longitud total del cuerpo, A: anchura total del cuerpo, PE: dis-

X 1000 10pm

Figura 1. Pristionchus americanus macho. a: region posterior y papilas labiales, b: vista lateral de la region de
la espicula y el gubernaculo, c: vista lateral de la region de la cola. ad: papila genital dorsal anterior, v+ nu-
mero: papilas genitales ventrales, Ph: fasmidio.

presentan endotoquia matrici-
da. La vulva se encuentra en-
tre el 45-52% de la longitud
total del cuerpo (Figura 2c).
La cola es de forma coénica
que se adelgaza progresiva-
mente hasta terminar en forma
de latigo (Figura 2d).

De acuerdo con los trabajos
de Andrassy (1984) vy
Herrmann et al. (2006b) la des-
cripcion morfoloégica y morfo-
métrica de los aislamientos
coincide con la especie
Pristionchus americanus
Herrmann, 2006. Los aisla-
mientos TMA2, CGA7 vy
GMA6 mostraron alta similitud
morfométrica entre si, no se
presentaron variaciones repre-
sentativas en el tamafio ni en la
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forma de las espiculas y guber-
naculo, ni en la presencia y
disposicion de papilas genitales
por lo que se consideréd que
pertenecen a la misma especie.

Identificacion molecular

Las secuencias obtenidas de
la regién SSU de los aislados
TMA2, CGA7 y GMA6 mostra-
ron un porcentaje de identidad
del 99% con P. americanus 18S
ribosomal RNA gene (nimero
de accesion: KJ704995). Las
secuencias de los aislamientos
se encuentran depositados en la
base de datos de nucleotidos del
GenBank del National Center of
Biotechnology Information con
los niimeros de accesion: TMA2

(KX382830), CGA7 (KX382831)
y GMAG6 (KX382832).

Analisis filogenético

El analisis filogenético basa-
do en la region SSU (Figura 3)
mostré que las secuencias se
agruparon entre las especies P.
americanus 'y P. maupasi, pero
esta ultima fue descartada por
las caracteristicas morfologicas
como la disposicion de las pa-
pilas genitales. A ademas, la
especie P. maupasi es un ne-
matodo que presenta hermafro-
ditas (Herrnann, 2006b) a dife-
rencia de las cepas de este es-
tudio que presentan sexos sepa-
rados; por lo que se confirmo
la identidad de la especie.
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Figura 2. Pristionchus americanus hembra. a: papilas labiales, b: poro
excretor, c: vulva, d: vista ventral de la region posterior donde se obser-
va el ano y la cola en forma de latigo.
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KT188845. Pristionchus bulgaricus

FJ040441. Pristionchus entomophagus
95 | KJ877236. Pristionchus unibrmis
KT188842. Pristionchus claws
KT188844. Prstionchus lucani
KT188841. Pristionchus brevicauda
KT188854. Pristionchus trifrmis
g4 KT188850. Pristionchus japonicus
KT188848. Pristionchus arcanus
KT188849. Prstionchus exspectatus
U81584 Pristionchus pacificus
KT188829. Pristionchus atlanticus

FJ040446. Pristionchus Pauli

KT188836. Pristionchus marianneae

]

FJ040447. Prstionchus pseudaernworus
KT188832. Pristionchus aenvorus

KJ704895. Pristionchus americanus
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KF500237. Pristionchus maupasi
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KT188860.Pristionchus bucculentus

_83‘—— KJ877238. Pristionchus elegans
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10

Figura 3. Arbol filogenético inferido por maximo analisis de parsimonia
de cada conjunto de datos SSU individual. Los valores Bootstrap (por-
centajes de 1000 réplicas) se muestran en los nodos. Los nematodos en

este estudio estan en negritas.
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Pruebas de patogenicidad

Debido a que en el control
se obtuvo un 17% de mortali-
dad, se realizdé una correccion
del porcentaje de mortalidad
con la formula de Abbot. El
analisis estadistico registr6 un
efecto significativo del tiempo,
la especie de nematodo y de la
interaccion tiempo X especie
de nematodo sobre la mortali-
dad de D. frontalis (P<0,0001).

El tratamiento que obtuvo
mejores resultados en cuanto a
la mortalidad de descortezado-
res corresponde a la suspension
con 1000 JI del aislamiento
TMAZ2 con un porcentaje de
mortalidad de 92,25% a las 96
horas, mientras que las cepas
CGA7 y GMAG6 no presentaron
diferencias significativas, con
mortalidades de 76,54 y 63%
respectivamente (Figura 4). Los
resultados permiten ser compa-
rados con otros medios de con-
trol bioldgico del descorteza-
dor, como lo reportado por
Gijon-Hernandez et al. (2015)
en donde el aislamiento del
hongo nativo Trichoderma sp.
demostr6 una efectividad del
100% en la muerte de los in-
sectos descortezadores a nivel
de laboratorio.

El analisis estadistico indicod
un efecto significativo entre la
especie del nematodo y su in-
teraccion con el tiempo sobre
la mortalidad de D. frontalis,
con lo cual se puede observar
que los aislamientos TMA2 y
GMAG presentaron diferencias
significativas sobre la mortali-
dad a las 48 y 96h, en cambio
el aislamiento CGA7 presentd
similitud en ambas horas
(Figura 4).

Los aislamientos GMAG6,
CGA7 y TMAZ2 pertenecen a un
grupo de nematodos que presen-
tan una interaccidon con otros
organismos conocida como ne-
cromenica, en donde los nemato-
dos no se alimentan activamente,
sino que invaden al huésped y
permanecen detenidos en etapa
dauer hasta la muerte del hués-
ped y es entonces cuando se re-
anuda su desarrollo dentro del
cadaver (Dieterich et al., 2008).
Esta caracteristica les ha permi-
tido vivir en estrecha asociacion
con los escarabajos (Ragsdale et
al., 2015).

Durante el estudio de nemato-
dos entomopatogenos realizado
por Ye et al. (2015) en Carolina
del Norte, EEUU, se aisl6 la
especie Pristionchus aerivorus
de larvas de G. mellonella, que
murieron dentro de las primeras
48h, y donde se recuperd un
alto nimero de nematodos cinco
dias mas tarde. Se ha demostra-
do que especies pertenecientes
al género Pristionchus presentan
asociaciones con bacterias ento-
mopatdgenas, un ejemplo de ello
es P. entomophagus del cual se
aislo la bacteria Proteus vulga-
ris, una bacteria que es patoge-
na en insectos (Rae et al.,
2008).

El alto porcentaje de patoge-
nicidad de los nematodos de
las cepas P. americanus
TMA2, CGA7 y GMAG6 eva-
luados en este estudio sobre D.

frontalis, revelan que son capa-

ces de infectar a este insecto y
que podrian estar asociadas a
bacterias entomopatdgenas, lo
cual requiere estudios adiciona-
les para determinar a las bac-
terias asociadas de estos nema-
todos. Este estudio es el primer
reporte de P. americanus en
México que se propone como
potencial agente de control
bioldgico contra D. frontalis
bajo condiciones de
laboratorio.
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