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RESUMEN
La presente investigacion tuvo como objetivo general evaluar la actividad antagénica de
microorganismos con uso potencial contra el parasito de ovinos Haemonchus contortus. Esta
investigacion consto de cuatro estudios. En el primer estudio se obtuvo e identifico morfoldgica y
molecularmente el aislamiento de una bacteria a partir de nematodos fitopatogenos. Los
resultados obtenidos del andlisis molecular mostraron un 95% de similitud con la region 16S
rRNA de la bacteria Comamonas aquatica. A pesar de que los iniciadores utilizados en el
presente estudio fueron especificos para Pasteuria-like, los antecedentes de esta bacteria al
parecer no tienen relaciébn con ninguna actividad antagoénica en contra de nematodos; y
regularmente no produce esporas. Por lo que el hecho de que las esporas adheridas a la cuticula
de los nematodos correspondan o no a C. aquatica queda sin aclarar. Los resultados son
considerados como inconsistentes; por lo que estudios posteriores como por ejemplo clonacion
del ¢cDNA de la bacteria Pasteuria-like y otras pruebas moleculares utilizando a la bacteria
Pasteuria-like como control positivo; ademas de técnicas complementarias de microscopia
electronica de barrido y de transmision deberan ser llevadas a cabo de manera complementaria
para estar completamente seguros de la correcta identificacion de este microorganismo.Por otra
parte, se evaluo la actividad de adosamiento in vitro de esporas de la bacteria Pasteuria-like (P-1)
en contra de diversos estadios de desarrollo de Haemonchus contortus; ademas de los nematodos
Meloidogyne spp. (Jo) y Rhabditis sp. Los resultados mostraron los siguientes porcentajes de
adhesion: para huevos de H. contortus=0%; L;=12%; L,=20%; L;=4%, L4s=40%; para Rhabditis
sp.=4% y Meloidogyne spp.=28%. Por primera vez se reporta el hallazgo de la presencia de
esporas bacterianas adosadas a la pared cuticular del tercer estadio de desarrollo H. contortus. En
el segundo estudio, se evalud la actividad del acaro Lasioseius penicilliger en contra de

H.contortus (L), Rhabditis sp. y Panagrellus redivivus. Los resultados mostraron porcentajes de



reduccion de 79.5% para H. contortus, 64.3% para P. redivivus y 80.7% para Rhabditis sp. Este
resultado podria tener una implicacién potencial en el empleo de dcaros de esta especie en el
control de nematodos parasitos de importancia pecuaria. Se reporta por primera vez la actividad
depredadora del acaro L. penicilliger en contra de un nematodo parasito de animales. En el tercer
estudio se evalud el efecto depredador in vitro del nematodo Butlerius sp. en contra de tres
diferentes nematodos: Haemonchus contortus (L;), Panagrellus redivivus y Rhabditis sp. La
interaccion entre Butlerius y H. contortus; resultoé en una reduccion de 91.8% de la poblacion del
parasito; mientras que la poblacion de Butlerius se incrementd 131.6 veces. Para el caso de la
interaccion entre Butlerius y P. redivivus; la poblacion del nematodo de vida libre se redujo en
80.9%; mientras que el nematodo depredador se incrementd 268.3 veces. La reduccién de
Rhabditis por accion del nematodo depredador fue de 62.5%; mientras que, el nematodo
Butlerius se increment6 82.7 veces. El nematodo Butlerius sp. mostrd ser un eficiente antagonista
natural de larvas infectantes del nematodo H. contortus. En el cuarto estudio se evalu6 el efecto
de la suplementacion de comprimidos multinutricionales conteniendo clamidosporas del hongo
Duddingtonia flagrans en ovinos de la raza Santa Cruz sobre la poblacion de larvas de H.
contortus en heces y sobre la ganancia de peso. Los resultados mostraron una reduccién en la
poblacion de larvas infectantes de H. contortus en cultivos fecales de los ovinos suplementados
con los comprimidos multinutricionales (CM) en un rango de 42.1-84.3% durante 11 semanas
que dur6 el experimento, excepto en el 3% y 4°° muestreo. La ganancia de peso diaria fue muy
similar en ambos grupos de ovinos; siendo 136 g para el grupo suplementados con alimento
comercial para ovinos y 163 g para el grupo suplementado con CM conteniendo clamidosporas
del hongo D. flagrans. Con respecto al parametro de volumen celular aglomerado, el grupo
suplementado con CM mostré valores ligeramente mas bajos que el grupo con alimento

comercial para ovinos; sin embargo, la ganancia de peso no se vio afectada. El parametro de



condicion corporal fue muy similar en ambos grupos. Respecto a la viabilidad de las
clamidosporas de D. flagrans in vitro después de su paso a través del tracto digestivo de los
ovinos, se observo en las placas de agar adicionadas con heces de los animales la formacion y
presencia de redes tridimensionales del hongo mostrando la presencia de nematodos atrapados.
En esta investigacion se concluye que los microorganismos evaluados actian como antagonistas
de H. contortus y podrian ser utilizados en futuros estudios para determinar su potencial
antagonico en contra de la hemoncosis y de otras enfermedades causadas por nematodos de

importancia en la industria ovina.

Palabras clave: Control biologico, Pasteuria-like, Lasioseius penicilliger, Butlerius sp.

Duddingtonia flagrans, Haemonchus contortus.



ABSTRACT
This research was aimed to evaluate the antagonistic activity of microorganisms with potential
use against the sheep parasitic nematode Haemonchus contortus. The work was divided into four
studies. In the first one, the isolation of a bacterium attached to phytopathogenic nematodes
followed by its morphological and molecular identification was achieved. Results of the
molecular analysis showed 95% alignment with the 16S rRNA region of the bacterium
Comamonas aquatica. Although, the primers used in the present study were specific for
Pasteuria-like bacteria, the background of this bacterium seems to have no relationship to any
antagonistic activity against nematodes also; and no spores are regularly produced by this
microorganism. So, it was unclear wether the spores attached to the nematode cuticle
corresponded or not to C. aquatica. Such results are considered inconclusive and further studies
ie., cDNA cloning of the bacterium and molecular assays using DNA of Pasteuria-like as a
positive control and also the use of scanning and transmission electronic microscopy
complementary techniques should be performed to be completely sure about the identification of
this microorganism. However, the in vitro Pasteuria-like (P-l) spore attachment was also
evaluated against various developmental stages of Haemonchus contortus, Meloidogyne spp. (J>)
and Rhabditis sp. The results showed the following attachment percentages: H. contortus
eggs=0%; L= 12%; L,=20%; L;=4%, L4=40%; for Rhabditis sp. =4% and for Meloidogyne spp.
=28%. For the first time, the presence of spores of a bacterium attached to the cuticle of the third
larval stage of H. contortus has been recorded. In the second study, the predatory activity of the
mite Lasioseius penicilliger against H. contortus (L;), Rhabditis sp. and Panagrellus redivivus,
was evaluated. The results showed the following reduction percentages: 79.5% for H. contortus,
64.3% for P. redivivus and 80.7% for Rhabditis sp. This is the first record of the predatory

activity of the mite L. penicilliger against a parasitic nematode of sheep.This result has potential



for exploitation of the use of mites of this species for the control of parasitic nematodes affecting
sheep. In the third study, the in vitro predatory activity of the nematode Butlerius sp. against three
different nematodes: Haemonchus contortus (L;), Panagrellus redivivus and Rhabditis sp. was
evaluated. The interaction between Butlerius sp. and H. contortus resulted in 91.8% reduction in
the population of the parasite; meanwhile, the Butlerius sp. population increased by 131.6-folds.
Regarding the interaction between Butlerius sp.and P. redivivus, the population of the free-living
nematode was reduced to 80.9%; meanwhile the population of the predatory nematode was
increased 268.3-folds. On the other hand, the Rhabditis sp. population was decreased to 62.5%
and Butlerius sp. population increased 82.7-folds. Butlerius sp. proved to be an efficient natural
antagonist of H. contortus infective larvae. In the fourth study, the effect of supplying
multinutritional pellets (MP) containing Duddingtonia flagrans chlamydospores on the reduction
of the population of the parasitic nematode Haemonchus contortus in feces of St. Croix sheep,
and on the daily weight gaining, was evaluated. The results showed a significant reduction of the
infective stages of the parasite in fecal cultures of MP-supplied sheep ranging from 42.1-84.3%
during the whole experiment, with exception of the third and fourth sampling. Daily weight gain
was very similar in both MP-supplied (136 g) and MP-non-supplied (164 g) groups of sheep. The
cell blood package values in the MP-supplied group were slightly lower than values in the control
group supplied with sheep commercial food. However, daily weight gain was not affected.
Likewise, body condition parameter in the two groups of sheep was very similar. Regarding the
in vitro viability of D. flagrans spores after passing through the digestive tract of the sheep, the
presence of tri-dimensional traps and trapped nematodes on agar plates added with the animal
feces were observed. The results obtained in the present research work lead to the conclusion that

the assessed microorganisms act as efficient natural antagonists of H. contortus infective larvae



and that they could be used in further works to determine their antagonistic potential against

sheep haemonchosis and other diseases caused by nematodes of importance in the sheep industry.

Key words: Biocontrol, Pasteuria-like, Lasioseius penicilliger, Butlerius sp. Duddingtonia

flagrans, Haemonchus contortus.



l. CONTEXTO GENERAL DE LA INVESTIGACION
1.1.  Laovinocultura en México
La relacion del hombre con el ovino surge por una exigencia, para obtener diversos productos
que satisfagan sus necesidades, como animales de caza, proporcionandoles carne como alimento,
pieles para vestimentas, a medida que se fueron domesticando se adiciono la leche y la lana como
fibra textil (De Lucas y Arbiza-Aguirre, 2000). Los ovinos llegaron a territorio mexicano con los
primeros espafioles, los primeros ovinos de razas ibéricas como la Churra y la Manchega
cubiertos con una lana gruesa y escasa produccion céarnica, encontrando en los pastos mexicanos
un excelente alimento y en su clima un ambiente muy propicio para el desarrollo de grandes
poblaciones lanares (De la Cruz-Moreno, 2007). El ovino de pelo fue traido a América en la
época de la colonia junto con los esclavos procedentes del Africa. En México el ovino de pelo
ingreso a través de la Peninsula de Yucatan, debido al comercio que esta parte del pais sostenia
con la Isla de Cuba (Lara-Pastor, 2007). El valor alimenticio de la carne ovina posee un alto
contenido nutritivo: la humedad es 75%, proteina del 20%, grasa del 3% y con 105 kilocalorias.
En relacion a los minerales y vitaminas, es quizds uno de los proveedores mas importantes de
hierro (1.6 a 2.0 mg por 100 g de carne), de zinc, potasio y fosfatos de muy alta absorcion.
También muy rica en vitaminas hidrosolubles del grupo B (De Lucas, 2008).La carne ovina tiene
caracteristicas organolépticas particulares sobre todo en lo concerniente al sabor y olor, ademas
proporciona aminoacidos y acidos grasos esenciales en la dieta humana (De Lucas, 2008).
Respecto a la produccion anual de lana, ésta se estima para los Gltimos afios en 4,170 toneladas
(SAGARPA, 2002). El consumo de carne de ovino en México es principalmente en platillos
tipicos como la barbacoa, forma en que se consume mas de 95% de la produccion, el consumo
per capita de carne ovina para 2006 fue de alrededor de 800 gramos (Cuellar, 2007; Arteaga-

Casteléan, 2010).



1.2.  Desarrollo de la ovinocultura en México
La produccién ovina se ha desarrollado practicamente en todo el mundo; no obstante los
principales paises productores y que son considerados potencias en produccion ovina son China,
Australia, Espafia, India y Nueva Zelanda. En el afio 2004, México ocupaba el lugar 37 (FAO,
2004). Esta actividad, se desarrolla principalmente bajo sistemas de pastoreo. La produccion
ovina en México esta concentrada principalmente en el centro y sur del pais y de acuerdo a los
datos de la SAGARPA en el censo del afio 2010, la produccion alcanzé una cifra de 6.4 millones
de cabezas distribuidas principalmente en la zona centro (55%), centro-norte (23%) y sur (16%)
del pais (Martinez et al., 2010). En la zona centro norte predomina la raza Rambouillet; mientras
que en la zona centro se encuentran principalmente las razas Hampshire, Suffolk y Dorset y en
las zonas tropicales y subtropicales prevalecen principalmente los ovinos de pelo de las razas
Pelibuey y Black Belly (SAGARPA, 2002). Recientemente se han introducido al pais razas
como: Katahdin, Dorper, Damara, Romanov, East Friesian, Ille de France, Corriedale, Charollais,
Texel, entre otras (Arteaga, 2003). La produccion ovina ha tenido un auge importante en los
ultimos afios, registrandose un sustancial incremento que se aprecia al pasar de 29, 887 ton en
1995 a 51, 396 ton en 2008 (SIAP, 2008). Actualmente la produccién ovina vislumbra un futuro
promisorio ya que al mejorar las condiciones de alimentacion a través de un manejo adecuado de
praderas, la alimentacion suplementaria, y al mejorar las condiciones sanitarias la actividad ovina

se ha consolidado como una actividad econdmicamente importante (FAO, 2010).

1.3. Raza Santa Cruz

El ovino de la raza Santa Cruz es de color blanco sélido de conformacién carnica, no posee
cuernos, de tamafio mediano, tiene una alta prolificidad, rusticidad y adaptabilidad a cualquier

medio, soportan altas temperaturas y humedad (Godfrey y Weis, de la Isla de Saint Croix en las



Bahamas, esta variedad de ovinos de pelo ha tenido un especial crecimiento en las regiones
nortefias de México, en los Estados de Nuevo Ledn y Tamaulipas y recientemente en la zona del

Bajio (Figura 1).

Figura 1. Ovino de la raza Santa Cruz. (Fuente: Vroegh, 1996).

Son animales de formas redondeadas, con buenas masas musculares y con un cierto crecimiento
de “lanilla” en el lomo durante los meses de invierno, misma que desaparece al iniciarse la época
de calor. El ovino de la raza Santa Cruz presenta una elevada tasa reproductiva y son buenas
madres, su talla es media, siendo el peso promedio de las borregas adultas de unos 45 kg y de los
sementales 67-75 kg (Lara-Pastor, 2007).
1.4.  Factores que limitan la produccién ovina

A pesar de que la ovinocultura nacional ha ganado terreno en la produccion con respecto a otros
aflos; existen factores que de alguna manera limitan su potencial y que necesitan ser enfrentados.
Dentro de los principales problemas que afectan a la produccion ovina nacional se encuentran en

primer lugar los altos costos de los alimentos, seguidos de la falta de disponibilidad de pastos de
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alta calidad nutricional y una mala calidad genética (Kunene et al., 2011). Aunado a esto existen
problemas de sanidad animal originados por agentes infecciosos que disminuyen de manera
considerable el potencial zootécnico de los animales. Tal es el caso de las enfermedades
parasitarias, causadas por un grupo de nematodos que provocan una gastroenteritis parasitaria y

que pueden conducir a la muerte de los animales (Macedo-Barragan et al., 2009).

1.5.  Las parasitosis como un problema de gran importancia en salud animal
Las parasitosis es uno de los principales problemas que afectan la salud de los ovinos y esto se
refleja en la productividad, estas infecciones son causadas principalmente por parasitos
nematodos gastrointestinales (ngi) (Vazquez-Prats, 2004; Hoste et al., 2011). Los ngi constituyen
uno de los problemas sanitarios mas frecuentes en las explotaciones ovinas de tipo extensivo,
principalmente en las que el pastoreo y las praderas constituyen la base de la alimentacion. Estas
afecciones son mas frecuentes durante la época de lluvia, en la pradera pastoreando durante las
primeras horas de la mafiana, con altas cargas de animales (Mederos et al., 2010). Generalmente,
el cuadro clinico incluye diarrea intermitente de color café oscuro, emaciacion, mucosas palidas y
presencia de edema submaxilar (Macedo-Barragan et al., 2009). En los sistemas de produccion
animal, el impacto econémico causado por los ngi se refleja en los animales como retraso del
crecimiento, desnutricion, baja conversion alimenticia, pérdida del apetito, llegando incluso a
causar la muerte. La importancia del impacto economico causado por los ngi varia de acuerdo
con las condiciones climatologicas en los diferentes sistemas de produccion. Los ngi que afectan
a los rumiantes pertenecen a la Familia Trichostrongylidae, dentro de los géneros importantes se
encuentran: Haemonchus contortus, Trichostrongylus columbriformis y Oesophagostomum

columbianum, tienen un ciclo de vida directo (Khalafalla et al., 2011).
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1.6. Impacto econémico de las parasitosis gastrointestinales en la produccién ovina
Las pérdidas economicas debidas a las enfermedades parasitarias ocasionadas por ngi, pueden ser
cuantiosas, no solo por la mortalidad, sino por la disminucion de la capacidad productiva de los
animales, ya que en los animales productivos los ngi reducen la produccion de carne, lana y otros
productos para el consumo y uso humano. Las pérdidas en relacion con la presencia de parésitos
en los animales de interés zootécnico a nivel mundial fueron de 2.28 billones de dodlares al afio, lo
que representa un 10% del valor de la produccion (Orihuela y Vazquez-Prats, 2008).

En México, no se cuenta actualmente con un estudio preciso que haya estimado el impacto
economico causado por las parasitosis gastrointestinales en ovinos. En el CONASA se esta
actualmente preparando una propuesta nacional para llevar a cabo un diagnéstico del impacto
economico por concepto de las parasitosis internas del ganado (Torres Acosta y Mendoza de
Gives, 2011, -Comunicacion personal- ); no obstante debido a los estragos en la salud y el
deterioro general de los animales, hace pensar en pérdidas de una gran magnitud econémica en
nuestro pais. En otros paises como en la Gran Bretafia se han estimado gastos importantes de mas
de 84 millones de dolares anuales por el uso de antihelminticos (Nieuwhof y Bishop, 2005).

1.7. Maétodos de control de las parasitosis gastrointestinales
1.7.1. Quimioterapia

Hasta ahora el principal método de control de los ngi es mediante la utilizacion de medicamentos
de origen quimico (antihelminticos), el uso indiscriminado ha desencadenado a nivel mundial el
fenémeno de la resistencia antihelmintica (Molento, 2009; Glendinning et al., 2011). Debido al
creciente desarrollo de la resistencia antihelmintica es necesario investigar nuevas estrategias

alternativas al control quimico de los ngi. Aunado a esto, en afios recientes se ha puesto mucho

"Miembros del Comité de Parasitologia del Comité Consultivo Nacional de Sanidad Animal (CONASA).
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énfasis a nivel mundial en disminuir el uso de medicamentos de origen quimico en los animales
para consumo humano, ya que los productos y subproductos pueden contener residuos quimicos
contaminantes ademds de amenazar al ambiente ya que algunos medicamentos pueden ser
eliminados en su forma activa junto con las heces poniendo en riesgo a organismos benéficos

(Dobson et al., 2011).

1.8.  Resistencia antihelmintica
La resistencia a los antihelminticos es un fenomeno de seleccion genética, donde el, o los genes
que le confieren resistencia a los nematodos se presentan en una poblacion parasitaria para
sobrevivir ante la accion letal de un compuesto quimico antihelmintico. Bajo estas circunstancias,
la resistencia surge como una mutacion resultado de la seleccion a través de una serie repetida de
exposiciones de la poblacion parasitaria a un antihelmintico: esta resistencia se puede definir
como una reduccion heredable de la sensibilidad de una poblacion de pardsitos a la accion del
farmaco (Lopez-Arellano et al., 2010). La resistencia antihelmintica es un problema que debe ser
diagnosticado a tiempo y buscar la manera de frenar la diseminaciéon pues algunos paises han
experimentado brotes fatales de nematodiasis asociadas a la resistencia antihelmintica (Molento

etal., 2011).

1.9.  Alternativas de control diferentes a los quimicos
Dentro de las alternativas que estan siendo investigadas para el control de ngi se encuentra: a) La
produccion de vacunas contra helmintos (Zhao et al., 2011; Knox, 2011); b) La inmunonutricién
(Hoste et al., 2008); c¢) La seleccion de animales genéticamente resistentes a los ngi (Diaz-Rivera
et al., 2000; Alba-Hurtado et al., 2010); d)La suplementacion proteica en la dieta (Cabrera-Nufiez
et al., 2007; Chandrasekharaiah et al., 2011); e) La utilizacion de particulas de cobre; f) el uso de

taninos condensados (Galindo-Barboza et al., 2011);g) El uso de extractos de plantas (De Jesus-
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Gabino et al., 2010; De Oliveira et al., 2011) y h) EI control biolégico basado en el uso de
enemigos naturales de las larvas en el medio ambiente, del cual se abordara ampliamente en el

desarrollo de la presente investigacion.

1.10. Resistencia genética en ovinos hacia las parasitosis gastrointestinales
Dentro de las diferentes razas ovinas en el mundo existen diferencias muy marcadas en sus
comportamientos nutricionales, fisioldgicos, metabdlicos, reproductivos y de resistencia o
rusticidad ante circunstancias adversas del ambiente (Zavala-Elizarraraz et al., 2008; Vilaboa-
Arroniz et al., 2010). En ovinos se han encontrado diferencias entre razas en la resistencia a la
hemoncosis, como por ejemplo en ovinos Florida Native (Radhakrishnan et al., 1972; Diaz-
Rivera et al., 2000), en ovinos de la raza Scottish Blackface (Altaif y Dargie, 1978), Barbados
Blackbelly (Courtney et al., 1985), Saint Croix (Gamble y Zajac, 1992) y Red Maasai (Mugambi
et al., 1997). Los estudios sobre la seleccion de animales genéticamente resistentes a los ngi se
han realizado principalmente en Australia y Nueva Zelanda con ovinos Romney Marsh (Baker et
al., 1991). En un estudio realizado por Courtney et al. (1985), se comparé la resistencia a una
primera y segunda infeccién experimental con H. contortus en corderos Saint Croix, ¥ Saint
Croix, Florida, Blackbelly y cruzados de razas domésticas, los parametros evaluados fueron
nimero de pardsitos adultos, huevos por gramo en heces y volumen celular aglomerado
(hematocrito). Los resultados que encontraron fueron que los corderos de la raza Saint Croix y %
Saint Croix fueron mas resistentes en la segunda infeccion, los Florida y Blackbelly fueron
intermedios y los corderos domésticos los menos resistentes. Los ovinos y caprinos nativos del
Africa son mas resistentes que los introducidos y que los animales cruzados son los mejores que
las razas puras. Esto ocurre como resultado de la adaptacion y el desarrollo de mecanismos de

inmunidad que resultan de la infeccion continua y prolongada a la que han expuesto a los
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animales nativos por afnos en su lugar de origen (Baker, 1994). Otros ovinos considerados
resistentes a la enfermedad han sido los pertenecientes a la raza Santa cruz, quienes mostraron en
varios estudios realizados tanto con infestaciones naturales, como con infecciones experimentales
menores cargas parasitarias(Gamble y Zajac, 1992).Algunas poblaciones de corderos de la raza
Santa Cruz han sido reportadas como resistentes a infecciones naturales e inducidas por H.
contortus manifestando hasta un 99% menos de parasitos adultos en abomaso en comparacion

con corderos Dorset (Courtney et al., 1985; Zajac et al., 1990; Gamble y Zajac, 1992).

1.11. Efecto de la nutricién sobre la resistencia a las parasitosis en ovinos
Los pequefios rumiantes poseen mecanismos de defensa en contra de una gran variedad de
patdgenos, incluyendo a los parasitos. El sistema inmunolégico de los animales es el encargado
de generar respuestas de defensa ante una invasion parasitaria mediante la produccion de
linfocitos y una variedad de células y sustancias conocidas como leucinas producidas por estas
células, una vez que se han detectado antigenos eliminados por los parasitos. Dichas células
conforman un complejo de defensa en contra de los parasitos (Aguilar-Caballero et al., 2008;
Bautista-Garfias, 2009). Para la formacion de las moléculas encargadas de generar una respuesta
inmune protectora, se requiere de proteinas que dan origen a las células de defensa del
organismo; por tal motivo, existe una importante correlacion directa entre la calidad y cantidad de
nutrientes en la dieta de los animales y la respuesta inmunoldgica protectora en contra de una
gran variedad de parasitos incluyendo a los ngi (Hoste et al., 2005, 2008). Por tal motivo, dentro
de las medidas que han sido consideradas como cruciales para minimizar los estragos causados
por los nematodos parasitos en el rebafio, se menciona una buena nutricion basada principalmente

en un balance de proteina y energia metabolizable que ayuda considerablemente a mejorar la
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inmunidad de los animales y que se manifiesta como una reduccion en la cuenta de huevos de

nematodos eliminados por gramo de heces (Aguilar-Caballero et al., 2008).

1.12. Control biolégico
Grenvold et al. (1996) definen al control bioldgico como un método ecoldgico disenado por el
hombre para disminuir las poblaciones parasitarias a un nivel subclinico aceptable, conservando
estas poblaciones en un nivel no perjudicial gracias a organismos antagonistas o enemigos vivos
naturales. Resulta fundamental entender que el control biolégico como una medida reguladora
cuyo objetivo no es acabar con el organismo blanco, sino controlar su poblacion para reducir sus
efectos nocivos (Larsen, 2000), diferencidandose de los compuestos antihelminticos, que fueron

elaborados con el proposito de eliminar la totalidad de los parasitos (ngi) del animal.

1.13. Enemigos naturales
El suelo es un habitat donde diversos grupos taxonémicos de organismos comparten un mismo
espacio estableciéndose entre ellos diferentes asociaciones biologicas (Mendoza de Gives et al.,
1999). Los nematodos en el suelo tienen varios enemigos naturales, dentro de los principales
enemigos de los nematodos en el suelo se encuentran diversos grupos de organismos incluyendo:
protozoarios, virus, turbelarios, insectos, acaros, tardigrados, nematodos depredadores de otros
nematodos, bacterias y hongos nematdfagos (Duddington, 1955; Mendoza de Gives et al., 1999;

Palizi et al., 2009).

1.14. Protozoarios
Dentro de los protozoarios se encuentra una ameba llamada Theratromyxa weberi, que fue
descrita por Weber y Paramonov en 1954 y que pertenece al Orden Proteomayxida. La Familia

Vampyrellidae, fue aislada a partir de muestras de suelo. La ameba T. weberi se ha evaluado en
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contra de nematodos fitopatogenos como Meloidogyne incognita y Aphelenchoides rutgersi y se
ha considerado como un posible agente de control bioldgico (Sayre, 1973; Sayre y Wergin, 1989)

(Figura 2).

Figura 2. Microfotografia mostrando el aspecto de una ameba de la especie Theratromyxa weberi,
enquistando a un nematodo (Fuente: Sayre y Wergin, 1989).

1.15. Bacterias
Existe un grupo de bacterias consideradas como enemigos naturales de nematodos parasitos de
animales, plantas y de importancia en salud ptblica, se encuentran abundantemente en el suelo y
presentan diferentes mecanismos de accion como la producciéon de toxinas, antibidticos y
enzimas, compiten por nutrientes e inducen resistencia sistémica promoviendo la salud en las
plantas (Baoyu et al., 2007). Algunas bacterias han exhibido una actividad letal para nematodos
de diferentes grupos taxonémicos, dentro estas bacterias se han identificado a Microbacterium
nematophilum (Hodgkin et al., 2000), Bacillus thuringiensis (Vazquez-Pineda et al., 2011) y

Pasteuria penetrans (Mendoza de Gives et al., 1999).

1.15.1. Microbacterium nematophilum
La bacteria Microbacterium nematophilum fue observada inicialmente como un contaminante en

cultivos del nematodo de vida libre Caenorhabditis elegans. Los nematodos infectados con esta
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bacteria presentaban la parte posterior inflamada con una tension variable en la que el
crecimiento bacteriano habia formado un tapén en el intestino. Posteriormente identificaron a la
bacteria como M. nematophilum, el mecanismo de infeccion por M. nematophilum inicia con la
adherencia a la cuticula rectal y post-anal de nematodos susceptibles y posteriormente inducen la
inflamacion local del tejido hipodermal subyacente. La inflamacion local, lleva al estrefiimiento y
al crecimiento retardado en nematodos de C. elegans infectados (Hodgkin et al., 2000)

(Figura 3).

Figura 3. Microfotografia mostrando la parte anterior de dos nematodos de la especie
Caenorhabditis elegans, infectados por la bacteria Microbacterium nematophilum. En la parte
superior se encuentra una larva del 4° estadio de desarrollo y en la parte inferior se aprecia un
espécimen adulto del nematodo. En ambos casos se aprecia un tapon bacteriano luminoso a través
de epifluorescencia (Fuente: Hodgkin et al., 2000).
1.15.2. Bacillus thuringiensis

Dentro del grupo de bacterias antagonicas de nematodos se encuentra Bacillus thuringiensis (Bt)
que es una bacteria Gram-positiva, aerobia estricta, que durante su ciclo de vida presenta dos

fases principales de desarrollo: 1) crecimiento vegetativo, donde las bacterias se duplican por

biparticion, y 2) esporulacién, un programa de diferenciacion de bacteria a espora. Bt es
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considerada una bacteria ubicua, ya que se ha aislado de todas partes del mundo y de muy
diversos sistemas, como suelo, agua, hojas de plantas, insectos muertos y telaranas (Soberén y

Bravo, 2008) (Figura 4).

Figura 4. Microfotografia tomada en un microscopio electronico de transmision, mostrando el
cristal proteico romboide compuesto de toxinas Cry (a) y una espora en proceso de formacion en
el interior de una célula vegetativa de Bacillus thuringiensis (b) (Fuente: Soberén y Bravo, 2008).
Las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis se caracterizan por producir un cuerpo para-esporal
conocido como cristal durante su fase de esporulacion, el cual es de naturaleza proteica y tiene
propiedades insecticidas.

El cristal proteico esta constituido por proteinas denominadas d-endotoxinas también conocidas
como proteinas Cry 6 Cyt. Se han encontrado d-endotoxinas activas contra insectos lepidopteros
(mariposas), coledpteros (escarabajos), dipteros (mosquitos), himenopteros (hormigas), acaros y
también contra otros invertebrados como nematodos, gusanos planos y protozoarios (Soberén y
Bravo, 2008). Del mismo modo se han encontrado algunas cepas de esta bacteria que ejercen un

efecto letal en contra de diversos estadios de desarrollo de algunos nematodos parésitos de

animales (Vazquez-Pineda et al., 2011).
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1.15.3. Pasteuria penetrans
La bacteria Pasteuria penetrans es una bacteria endoparasita no movil, obligada, Gram-positiva
de nematodos parasitos de plantas y pulgas de agua (Daphnia spp.; Cladocera: Anomopoda). Esta
bacteria produce endosporas que miden entre 1.0-3.0 um, son de forma obleada, esferoide y
elipsoidal (Charles et al., 2005). Las especies del género Pasteuria son: P. penetrans, P. thornei,
P.nishizawae, P.usgae, P.hartismeri y estudios recientes se han encontrado dos especies mas
Pasteuria ramosa que infecta a Daphnia spp. (Ebert et al., 1996) y Pasteuria penetrans que
infecta nematodos parasitos de plantas, como Meloidogyne spp. que es un fitoparasito que forma
agallas en la raiz de diferentes plantas como jitomate, pepino y chile (Davies, 2009). Todas se
encuentran distribuidas a nivel mundial. Se ha observado que Pasteuria-like infecta a algunos
parasitos de plantas, a nematodos de vida libre y a nematodos entomopatogenos (EI-Boray,
2002). Esta bacteria produce endosporas que se adosan en la pared cuticular de algunas especies
de nematodos, penetrando su pared cuticular y causan diversos estragos en los nematodos que
conducen a disminuir su poder infectivo y su patogenicidad en los nematodos parasitados

(Davies, 2009) (Figura 5).

Figura 5. Microfotografia tomada al microscopio de barrido mostrando una endospora de la
bacteria Pasteuria penetrans adosada a la cuticula del nematodo Meloidogyne incognita (J,) (a) y
un orificio causado por otra endospora de esta especie (barra=1 pm) (b) (Fuente: Davies, 2009).
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1.16. Acaros

Los acaros nematéfagos han sido considerados como enemigos naturales de los nematodos
(Bilgrami, 1994). En la naturaleza existen diversos acaros nematofagos los que se les encuentra
viviendo en el suelo en forma libre y dentro de su dieta normal requieren alimentarse de diversos
organismos entre los que se encuentran los nematodos. Con la finalidad de alimentar a los 4caros
y mantener colonias de manera abundante, se han utilizado con éxito nematodos del tipo
rhabditidos 6 tylénquidos (Singh y Rodriguez, 1966).

Entre los acaros que se han utilizado con éxito en el control bioldégico de nematodos parasitos de
plantas, se ha mencionado a algunos miembros de la familia Macrochelidae (Quintero-Martinez,
1996; Krantz, 1998). También se ha identificado al género Lasioseius como una especie
depredadora (Christian y Karg, 2006). Imbriani y Mankau en 1983, reportaron que esta especie se

alimenta de nematodos del suelo (Figura 6).

Figura 6. Microfotografia mostrando la parte dorsal de un acaro depredador del género Lasioseius
sp. (X150) (Fuente: Sayre y Walter, 1991).
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1.17. Tardigrados
Los tardigrados constituyen un Phyllum de invertebrados protéstomos segmentados
microscopicos (Beltran-Pardo y Bernal-Villegas, 2009) que en condiciones normales se
alimentan de plantas y han sido reportados como antagonistas naturales de nematodos parasitos
de plantas, como Meloidogyne incognita, Ditylenchus dipsaci y Panagrellus redivivus (Sayre,
1969). Asimismo, se ha identificado al tardigrado Hypsibius myrops du Bois Reymond Marcus,
1944 (Sayre y Walter, 1991). Existe la hipotesis de que estos organismos utilizan a los nematodos

para obtener sus nutrientes (Figura 7).

Figura 7. Microfotografias mostrando a un Tardigrado del género Hypsibius sp. (a),
alimentandose de un nematodo (b) (X375). (Fuente: Sayre y Walter, 1991).

1.18. Nematodos depredadores
Existe un grupo de nematodos depredadores que presentan diferentes mecanismos de accion para

depredar a nematodos presa y utilizarlos como principal fuente de alimentacion (Bilgrami y Brey,

2008) (Figura 8).
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Figura 8. Aspecto de un nematodo depredador del género Mononchus sp. alimentandose de un
nematodo fitopatogeno Pratylenchus sp. (10X) (Foto proporcionada por el Dr. Anwar Bilgrami).

Dentro de este grupo de nematodos se encuentran a los Dorylaimidos, a los Mononquidos y a los
Diplogastéridos que en trabajos recientes han demostrado poseer un importante potencial para
destruir nematodos parésitos de animales y podria llegar a tener un impacto en el control de las
enfermedades parasitarias del ganado causadas por nematodos del tracto digestivo de los
rumiantes (Rodriguez-Esparza et al., 2007; Vazquez de Jests, 2009).
1.19. Hongos

Los hongos nematdfagos han sido considerados dentro de los principales enemigos naturales de
los nematodos. Se conocen aproximadamente 150 especies de hongos que se alimentan de
nematodos en la naturaleza (Barron, 1977). Estos microorganismos, poseen la capacidad para
desarrollar 6rganos especializados para capturar y destruir a los nematodos (Duddington, 1955).
Dentro de estos organos se encuentran anillos, ramas, conidios y esporas adhesivas, que sirven

para capturar y posteriormente, digerir al parasito (Barron, 1977).
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Algunas especies de hongos nematéfagos como Duddingtonia flagrans son capaces de producir
espontaneamente en gran cantidad estructuras llamadas clamidosporas que son estadios de
resistencia de estos hongos y les confieren una mayor capacidad de sobrevivir después de su paso
a través del tracto gastrointestinal de rumiantes, sin perder su actividad depredadora contra

nematodos (Llerandi-Juarez y Mendoza de Gives, 1998; Ojeda-Robertos et al., 2009) (Figura 9).

Figura 9. (a-b) Microfotografias mostrando a una larva infectante de Haemonchus contortus
atrapada por los anillos tridimensionales del hongo nematéfago (Duddingtonia flagrans) cepa
mexicana (FTOH-8) (X10) (Fotografias originales tomadas por la autora de la presente Tesis).

Se han reportado resultados exitosos en el uso de hongos nematdéfagos en el control de parasitos
de ovinos. El tratamiento oral con clamidosporas del hongo D. flagrans en ovinos ha dado como
resultado una sustancial reduccion en el nimero de larvas de los nematodos gastrointestinales en
las heces (Mendoza de Gives, 1998; Arroyo-Balan et al., 2008). Esta metodologia sirve como un
método de control bioldgico indirecto, ya que rompe el ciclo biologico de los parasitos a nivel de
heces e impide la diseminacion de la infeccion al resto del pastizal (Mendoza de Gives et al.,
2006; Casillas-Aguilar et al., 2008). El estudio de los enemigos naturales de nematodos puede

llegar a tener un importante uso potencial y ser considerados como una herramienta util en el
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control de las nematodiasis causadas por los ngi en rebafios ovinos del pais; sin embargo, hasta
ahora se desconocen diversos aspectos sobre su interaccion con nematodos de importancia en la
industria ovina. Por lo expuesto anteriormente, resulta necesario profundizar el estudio de estos
aspectos considerando, no solo el efecto de los agentes de control bioldgico sobre los parasitos;

sino también tomar en cuenta la respuesta en los animales de produccion.
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1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antagénica de microorganismos con uso potencial contra el nematodo de

ovinos Haemonchus contortus.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
2.1.1.  Genotipificacion de una bacteria Pasteuria/Pasteuria-like y evaluacion del
adosamiento de esporas a Haemonchus contortus y a otros nematodos, incluyendo al
género Rhabditis sp. (nematodo de vida libre, no parasito) y a especies del nematodo
fitopatogeno Meloidogyne spp.
2.1.2. Evaluar la actividad depredadora in vitro del acaro Lasioseius penicilliger sobre
larvas infectantes (L;) de Haemonchus contortus (Nematoda: Trichostrongylidae) y
nematodos de vida libre.
2.1.3.  Comparar el efecto depredador in vitro del nematodo Butlerius sp., en contra de
tres diferentes nematodos: Haemonchus contortus (L;), Panagrellus redivivus y
Rhabditis sp.
2.1.4. Evaluar el efecto de la suplementacion de ovinos de la raza Santa Cruz con
comprimidos multinutricionales conteniendo clamidosporas del hongo Duddingtonia
flagrans (cepa mexicana: FTOH-8) sobre la poblacion de larvas de Haemonchus contortus

en heces y sobre la ganancia de peso.
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I1l.  HIPOTESISGENERAL
Los microorganismos evaluados en la presente investigacion ejercen una elevada actividad
antagonica en contra de nematodos de importancia en la ovinocultura; afectando a mas de 90% de

la poblacion parasitaria.

3.1. HIPOTESIS ESPECIFICAS
3.1.1. Las endosporas de la bacteria Pasteuria/Pasteuria-like tienen la capacidad de
adosamiento a la cuticula de diferentes estadios evolutivos de Haemonchus contortus y a
otros nematodos.
3.1.2.  El acaro Lasioseius penicilliger ejerce un 90% de actividad de depredacion sobre
larvas infectantes (Ls;) de Haemonchus contortus (Nematoda: Trichostrongylidae) y
nematodos de vida libre.
3.1.3.  El nematodo depredador Butleriussp. ejerce un 90% de actividad de depredacion
sobre tres diferentes nematodos: Haemonchus contortus (L;), Panagrellus redivivus y
Rhabditis sp.
3.1.4. La suplementacion de ovinos de la raza Santa Cruz con comprimidos
multinutricionales conteniendo clamidosporas del hongo Duddingtonia flagrans (cepa
mexicana: FTOH-8) reduce la poblacion de larvas de Haemonchus contortus en heces y

promueve una importante ganancia de peso.
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IV.GENOTIPIFICACION DE UNA BACTERIA Pasteuria/Pasteuria-like Y
EVALUACION DEL ADOSAMIENTO DE ESPORAS A Haemochus contortus Y A
OTROS NEMATODOS
41. RESUMEN
En el presente estudio, se identifico la presencia de esporas bacterianas adheridas a la cuticula de
nematodos fitopatégenos en raices de jitomate en Santa Catarina, Morelos, México. Muestras de
suelo y raices conteniendo nematodos infectados fueron recolectadas, trituradas y pulverizadas
para llevar a cabo un analisis molecular con la finalidad de identificar bacterias pertenecientes al
género Pasteuria sp. o bacterias relacionadas con este género Pasteuria-like (PI). Los resultados
mostraron la presencia de una bacteria con un 95% de similitud con la region 16S rRNA de la
bacteria Comamonas aquatica. A pesar de que los iniciadores utilizados en el presente estudio
fueron especificos para Pl, los antecedentes de esta bacteria al parecer no tienen relacion con
ninguna actividad antagonica en contra de nematodos; y regularmente no produce esporas. Por lo
que el hecho de que las esporas adheridas a la cuticula de los nematodos correspéndan o no a
C.aquatica queda sin aclarar. Los resultados son considerados como inconsistentes; por lo que
estudios posteriores como por ejemplo clonacion del cDNA de la bacteria Pl y otras pruebas
moleculares utilizando a la bacteria Pl como control positivo, ademas de técnicas
complementarias de microscopia electronica de barrido y de transmision deberan ser llevadas a
cabo de manera complementaria para estar completamente seguros de la correcta identificacion
de este microorganismo. Adicionalmente, se llevd a cabo la evaluacion de la actividad de
adosamiento in Vitro de esporas de la bacteria Pl en contra de diversos estadios de desarrollo de
Haemonchus contortus; ademas de los nematodos Meloidogyne spp. (J») y Rhabditis sp. Los
resultados mostraron los siguientes porcentajes de adhesion: para huevos de H. contortus=0%;

L1=12%; L,=20%; L3;=4%, L4,=40%; para Rhabditis sp.=4% y Meloidogyne spp.=28%. Por
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primera vez se reporta el hallazgo de la presencia de esporas bacterianas adosadas a la pared

cuticular del tercer estadio de desarrollo H. contortus.

Palabras clave: Control biologico, Pasteuria-like, Comamonas aquatica, Haemonchus
contortus, Meloidogyne javanica, M. arenaria, M. incognita.
4.2. ABSTRACT

In the present study, bacteria spores attached to the cuticle of phytopathogenic nematodes were
identified in tomato roots from Santa Catarina, Morelos, Mexico. Soil samples and roots
containing infected nematodes were collected, grinded and pulverized to perform a molecular
analysis seraching for the presence of Pasteuria sp. or bacteria related to this genus Pasteuria-
like (P-l). Results showed 95% alignment with the 16S rRNA region of the bacterium
Comamonas aquatica. Although, the primers used in the present study were specific for P-1, the
background of this bacterium seems to have no relationship to any antagosnistic activity against
nematodes; and no spores are regularly produced by this microorganism. So, there was unclear if
the spores attached to the nematode cuticle corresponded or not to C. aquatica. Such results are
considered as non-consisting and further studies ie., cDNA cloning of the bacterium and
molecular assays using DNA of P-l as a positive control and also the use of screening and
transmission electronic microscopy complementary techniques should be performed to be
completely sure about the identification of this microorganism. Additionally, the in vitro P-I
spore attachment was evaluated against various developmental stages of Haemonchus contortus
and Meloidogyne spp. (J,) and Rhabditis sp. The results showed the following attachment
percentages: H. contortus eggs=0%; L= 12%; L,=20%; L3;=4%, L4=40%; for Rhabditis sp. =4%
and for Meloidogyne spp. =28%. For the first time the presence of spores of a bacterium attached

to the cuticle of the third larval stage of H. contortus is being recorded.
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Key words: Biocontrol, Pasteuria-like, Comamonas aquatica, Haemonchus contortus,

Meloidogyne javanica, M. arenaria, M. incognita.

4.3. INTRODUCCION
Los nematodos parasitos gastrointestinales son considerados como uno de los principales
problemas de salud, que afectan seriamente la economia de la industria ovina; especialmente en
areas tropicales y subtropicales alrededor del mundo (Molento et al., 2011). Existe el método de
control quimico de tales enfermedades parasitarias; sin embargo, el problema de la resistencia de
los parasitos contra tales drogas se ha incrementado dramaticamente cada afio (Maroto et al.,
2011; Patten et al., 2011). De tal manera que, las nuevas tecnologias de control anti-parasitario se
han considerado necesarias para disminuir el uso de antihelminticos (Lopez-Arellano et al.,
2010). En el suelo los nematodos tienen numerosos antagonistas naturales y se establece una
lucha intensa entre tales organismos como reguladora natural de las poblaciones biologicas. Los
principales organismos identificados como enemigos naturales de los nematodos incluyen otros
nematodos (nematodos depredadores), acaros, virus, hongos, bacterias y substancias nematicidas
producidas por algunas plantas (Tribe, 1980; Sayre y Walter, 1991; Davies, 2009; Ojeda-
Robertos et al., 2009; Mendoza de Gives et al., 2012). El grupo de antagonistas de nematodos
que ha sido mas ampliamente estudiado a la fecha corresponde a los hongos nemat6fagos,
particularmente Duddingtonia flagrans (Mendoza de Gives et al., 1998, Ojeda-Robertos et al.,
2005; Mendoza de Gives, 2011, Mendoza de Gives y Torres Acosta, 2012). También algunas
bacterias como Bacillus thuringiensis (Lopez-Arellano et al., 2006, Vazquez-Pineda et al., 2010)
y Pasteuria penetrans (Mendoza de Gives et al., 1999) estan siendo analizadas como posibles
antagonistas de nematodos parasitos de rumiantes. Pasteuria penetrans es una bacteria Gram (+)

formadora de endosporas que ha sido identificada como una bacteria hiperparasita, cuyas
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endosporas se encuentran adheridas a la cuticula del nematodo parasito de plantas Meloidogyne
spp. (Nematoda: Heteroderidae) (Davies, 2009) y también a una gran lista de hospederos
nematodos: se estima que los hospederos de Pasteuria son mas de 300 géneros de nematodos
(Chen y Dickson, 1998), incluyendo principalmente a otros grupos de nematodos parasitos de
plantas tales como Tylenchida y en algunos Dorylaimida (Sturhan, 1996; Sturhan et al., 2005).
No obstante, el amplio rango de nematodos hospederos afectados por Pasteuria penetrans;
también se ha informado una alta especificidad de especie en aislados de P. penetrans de
diferentes origenes y nematodos. Algunos aislamientos bacterianos que a pesar de su gran
similitud morfoldgica con el género Pasteuria, pero que al ser analizados para determinar su
clasificacion taxonémica a través de métodos moleculares no logra una similitud contundente con
la informacion registrada para este género, se le ha denominado como “Pasteuria-like” (El-Borai
et al., 2002; Davies et al., 2011). La identificacion taxonomica de los microorganismos se realiza
y clasifica por su aspecto al microscopio, por el tipo de colonias al crecer en medios de cultivo,
por los nutrientes que utilizan o por su tincion con colorantes (reactivos como el Gram). Sin
embargo la identificacion fenotipica mencionada no permite determinar con certeza el parentesco
entre microorganismos (Martinez-Romero, 2010). En el caso de las bacterias, para una
identificacion mas precisas en la actualidad existen diversas técnicas de biologia molecular como
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) que permite multiplicar ("amplificar" es, en
realidad, el término que se ha impuesto) pequenas cantidades de ADN entre cientos de miles y
millones de veces (Cortazar-Martinez y Silva-Rincon, 2004). Identificando los genes codificantes
para la regién conservada, se puede identificar de manera rapida y confiable la cepa de la bacteria
de la que se trata, ademas de obtener su relacion filogenética comparada con las cepas ya
identificadas a través de esta region (Martinez-Romero, 2010). Asi, el andlisis y comparacion de

secuencias nucleotidicas de genes permiten no soélo identificar, sino clasificar y establecer las
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relaciones filogenéticas entre organismos o microorganismos (Fox et al., 1980).No existe
evidencia documentada de la interaccion entre las endosporas de Pasteuria sp. y un nematodo
parasito de animales. El objetivo de la presente investigacion fue genotipificar una bacteria
Pasteuria/Pasteuria-like y evaluacion del adosamiento de esporas a Haemonchus contortus y a
otros nematodos, incluyendo al género Rhabditis sp. (nematodo de vida libre, no parasito) y a

especies del nematodo fitopatogeno Meloidoyne spp.

4.4. MATERIALES Y METODOS
4.4.1. Localizacion
Esta investigacion se llevd a cabo en el Departamento de Helmintologia, del Centro Nacional de
Investigacion Disciplinaria en Parasitologia Veterinaria (CENID-PAVET, INIFAP), Jiutepec,
Estado de Morelos, México.
4.4.2. Zona de Muestreo
Se utilizaron muestras de raices de una poblacion de M. incognita, M. javanica y M. arenaria
(Figura la-d), colectadas en areas infestadas en cultivos de Jitomate (Lycopersicum esculentum

L.) producidos en condiciones de campo abierto en el pueblo de Santa Catarina, Estado de

Morelos, México.

Figura 1. a) Terreno infestado por los nematodos M. incognita, M. javanica y M. arenaria. b)
Aspecto de las plantas de jitomate infestadas con Meloidogyne sp.
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Figura 1. c,d,e) Seleccion de plantas infestadas, raices con suelo para evitar pérdida de masa de
huevos del nematodo.

4.4.3. Aislamiento de las endosporas de la bacteria Pasteuria/Pasteuria-like

Se obtuvo una poblacion de endosporas de una bacteria Pasteuria-like, a partir de una poblacion
mixta de los nematodos M. incognita, M. javanica y M. arenaria (J,), tanto de raices con agallas
como de suelo de un cultivo de jitomates. Las raices agalladas y el suelo fueron colectados y
transportados en bolsas de plastico al Laboratorio de Helmintologia del CENID-Parasitologia
Veterinaria del INIFAP en Jiutepec, Estado de Morelos, México. Las raices fueron lavadas con
agua de la llave y cortadas en pequefias fragmentos (1-2 cm) (Figura 1 d-e). Posteriormente, las
raices fueron secadas a temperatura ambiente por 24 h. Las agallas secas fueron molidas
utilizando un pistilo y un mortero para obtener un polvo fino que se mantuvo en tubos Eppendorf
siliconizados de 1.5 mL a 4 °C bajo condiciones de oscuridad hasta su uso (Stirling y Watchel.,
1980; Mendoza de Gives et al., 1999). Se reviso la cuticula de los nematodos de las raices
agalladas y los nematodos de las muestras de suelo, bajo un microscopio estereoscopico (4X) y
un microscopio optico (100X) para identificar la presencia de endosporas de Pasteuriasp. o de la
bacteria Pasteuria-like. Para contar las endosporas referidas, se prepararon suspensiones acuosas

del material vegetal obtenido a partir de raices agalladas pulverizadas conteniendo las esporas.
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Las esporas fueron cuantificadas utilizando una camara de Neubauer. Una parte de la suspension

de esporas fue almacenada a 4 °C, como reserva (Mendoza de Gives et al., 1999).

4.4.4. Extraccion de DNA (Metodo tradicional)

Para la extraccion de DNA de las bacterias contenidas en las muestras se realizo siguiendo la
metodologia descrita por Reyes-Ramirez e Ibarra (2005). Inicialmente se pesaron 500 mg de la
muestra y esta fue resuspendida en 4 mL de Solucion Amortiguadora “J” y se centrifugd 5
minutos a 3,000 rpm. Posteriormente, se adicionaron 400 pL de lisozima a una concentracion
final de 40 mg/mL y se incubd por 30 minutos a 37 °C. Transcurrido este tiempo se agregaron
400 mL de SDS al 20% y se incub6 por 20 minutos a 70 °C, se adicionaron 50 pL. de RNasa a
una concentracion de 10 mg/mL y se incubd por 30 minutos a 50 °C. Posteriormente, se
agregaron 120 pL de proteinasa K (10 mg/mL) y se incubd a 55 °C por 12 horas, se adicionaron
1.15 mL de NaCl (5 M) y se incubd por 15 minutos (durante este proceso la muestra que se
encontraba en un tubo de plastico de 15 mL se coloc6 en hielo) y se centrifugd a 3900 rpm por 20
minutos a 4 °C, se recuperd el sobrenadante y se precipitd la muestra con Isopropanol en una
relacion 1:1, posteriormente, el pellet fue resuspendido en etanol al 70% y el sobrenadante fue
decantado y la muestra se dejé secar a temperatura ambiente (formando un sedimento o una
pastilla, en el fondo del tubo de plastico). Finalmente, el sedimento fue resuspendido en agua
libre de nucleasas para cuantificar la concentracion de DNA, utilizando el equipo de Nanodrop
(Thermo Scientific). Por ultimo, las muestras fueron mantenidas a -20 °C para llevar a cabo la

técnica de PCR.
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4.4.5. Oligonucledtidos y condiciones de la PCR

La amplificacion del DNA se obtuvo mediante la técnica de PCR de punto final. Los iniciadores
que se utilizaron fueron los siguientes: 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y 1522R
(5’- AAGGAGGTGATCCARCCGCA-3’), los cuales se utilizaron para amplificar la region 16S

rRNA (Sturhan et al., 2005) Figura 2.

27F 16S 1522R

= —

.

Figura 2. Representacion de los iniciadores 27F, 1522R y la region 16S rRNA para la
identificacion de la bacteria Pasteuria sp. (Disefio de la autora del presente estudio).

La mezcla de reaccidon para la obtencion de los amplicones de la muestra fue la siguiente: DNA
74.7 ng (2 pL), oligonucleodtidos 27F y 1522R (100 ng/uL) de cada uno, Mezcla SYBR Green
Master® (Roche) 10 pL, a un volumen final de 25 uL de la mezcla de reaccion.El PCR se
optimiz6 partiendo de las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial de 95 °C por 5 min,

alineamiento 62 °C por 30 s y extension a 80 °C por 7 min.
4.4.6. Electroforesis

El producto de PCR (16S rRNA) fue visualizado en un gel de agarosa al 4% utilizando TAE 1X
como amortiguador de corrida a 100 volts durante 1 h. Posteriormente, se realizaron dos

limpiezas del producto de PCR con el kit Gel and PCR clean-Up System (PROMEGA) siguiendo
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el procedimiento especificado por el fabricante y se confirm6 la limpieza del producto de PCR
(16S rRNA) por electroforesis sin bromuro de etidio con la finalidad de confirmar que no llevara

residuos contaminantes de algun fluoréforo, para poder secuenciar el producto de PCR.
4.4.7. Analisis de Secuencias por GenBank

La secuenciacion del fragmento amplificado de la muestra bajo estudio, se llevo a cabo utilizando
como iniciador a 27F. La secuenciacion se realizd en un secuenciador de Applied Biosystems
modelo 7,700 en el Instituto de Biotecnologia (UNAM) ubicado en la Ciudad de Cuernavaca,
Morelos. Con objeto de analizar si el fragmento amplificado por PCR pertenece a la bacteria
Pasteuria sp., la secuencia obtenida se compar6 con el banco de secuencias del BLASTn del
GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov). Asimismo, se obtuvo el porcentaje de similitud con objeto de

verificar si se trataba del género Pasteuria spp. o de alguna bacteria relacionada.

4.4.8. Produccion de especies de nematodos fitopatdgenos Meloidogyne incognita, M.

javanicay M. arenaria (J,) en macetas de jitomate

Semillas de jitomate (Lycopersicon esculentum L.) fueron sembradas y cultivadas en macetas.
Posteriormente, fueron infectaron con 500 nematodos Meloidogyne sp. (J,) y se mantuvieron al
aire libre (10-28 °C), desde el mes de febrero hasta mayo de 2009. Un mes después de la
infeccion de las plantas, las raices con agallas fueron colectadas y procesadas para obtener
especimenes del géneroMeloidogyne sp. (J,). Las masas de huevos fueron removidas de las raices
agalladas utilizando agujas de diseccion y fueron transferidas a placas de Petri con agua destilada

estéril, e incubadas a 30 °C durante72 h, para inducir la eclosion de los juveniles (J,).
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4.4.9. Produccion de diferentes estadios evolutivos de Haemonchus contortus

Se utilizé un ovino macho de seis meses de edad como donador de huevos de H. contortus. El
ovino fue previamente desparasitado y posteriormente infectado oralmente con 350 larvas
infectantes de H. contortus (L3) por kg de peso vivo. Después de 21 dias de periodo pre-patente,
se colectaron muestras fecales directamente del recto, se disgregaron mezclando con hule espuma
en recipientes de pléstico; asimismo, se les adicion6 agua de la llave para mantener la humedad.
Los cultivos fecales fueron cubiertos con una tapa de aluminio y se incubaron a temperatura
ambiente (25-30 °C). Los coprocultivos en palangana se removieron diariamente utilizando una
cuchara de madera para oxigenar ¢l desarrollo de las larvas (Gonzalez-Cruz et al., 1998). La
obtencion de los diferentes estadios evolutivos de H. contortus se realizaron en el siguiente
orden: para obtener los huevos de H. contortus, las heces frescas del ovino infectado fueron
maceradas y coladas a través de una malla de 400 aberturas y lavadas con agua de la llave
posteriormente transferidos a placas de Petri de vidrio. Las placas de Petri de vidrio, conteniendo
los huevos de nematodos fueron colocadas en una caja con hielo, para detener el desarrollo hasta
su uso.El primero, segundo y tercer estadios evolutivos fueron obtenidos siguiendo el mismo
método; las placas de Petri conteniendo huevos fueron incubados a temperatura ambiente (25-30
°C) por 1, 3 y 7 dias, respectivamente (Liébano-Hernandez, 2004). El cuarto estadio evolutivo se
obtuvo bajo una atmosfera de CO, controlada, usando larvas infectantes desenvainadas (Ramirez
et al., 2006). Las larvas infectantes desenvainadas fueron tratadas con una mezcla de antibiotico-
antimicdtico e incubadas a 37 °C en una solucion salina amortiguadora de fosfatos (pH 4) en un
agitador mecanico por 2 h. Las larvas fueron incubadas en medio Hank's conteniendo una mezcla
de antibidtico-antimicotico, y eritrocitos de ovino a 37 °C en una atmosfera al 5% de CO, y 95%

aire por 21 dias, siguiendo la técnica descrita por Ramirez et al. (2006).
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4.4.10. Produccion de Rhabditis sp.

Los especimenes de Rhabditis fueron obtenidos de muestras de suclo de Jiutepec, Morelos,
México. Los nematodos fueron extraidos usando la técnica del embudo de Baermann por 12 h. La
produccion masiva de nematodos se llevd a cabo transfiriendo nematodos a placas de Petri
conteniendo agua-agar al 2% suplementadas con 0.5 g de crema de cacahuate comercial e

incubados a temperatura ambiente (25-30 °C) durante cinco dias.
4.4.11. Bioensayos

La evaluacion de la capacidad de adosamiento in vitro de esporas de un aislamiento de la bacteria
Pasteuria (Pasteuria-like) a la cuticula de diferentes estadios evolutivos de Haemonchus
contortus y a otros nematodos. Se realizd colocando los diferentes grupos taxonémicos de los
nematodos con las endosporas de la bacteria Pasteuria-like en tubos Eppendorf siliconizados,
como se describe a continuacién: Para H. contortus, se formaron cinco grupos de 5 tubos
Eppendorf, cada uno, conteniendo los siguientes estadios (huevos, L;, L, Ls3) y larvas
histotrépicas (L4).Se depositaron 500 puL. de agua destilada conteniendo 500 especimenes/estadio
del nematodo correspondiente a evaluar y fueron depositados en tubos Eppendorf siliconizados.
Se adicionaron a cada tubo Eppendorf. 1x10° endosporas de la bacteria Pasteuria-like (contenidas
en 0.1 g de raices pulverizadas). Este mismo procedimiento se llevo a cabo con los nematodos
Meloidogyne sp. (J») y Rhabditis sp. (Mezcla de estadios). En todos los casos, los tres tubos
Eppendorf siliconizados fueron considerados como tres réplicas. Los tubos fueron centrifugados
a 10,000 g por 5 minutos.Para la obtencion de resultados de este experimento, se llevo a cabo la
técnica descrita por Hewlett y Dickinson. (1993) y Mendoza de Gives et al. (1999), en la que de
cada tubo Eppendorf se colectaron de 19 a 25 especimenes de cada poblacion de nematodos

mismos que fueron revisados usando un microscopio compuesto con los aumentos 4X, 10X, 40X
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y 100X para identificar la presencia de endosporas de Pasteuria-like adheridas a la cuticula del
nematodo observado. Finalmente se llevo a cabo una categorizacidon semi-cuantitativa del niimero
de esporas adheridas a la cuticula de los diferentes nematodos, otorgando valores a cada grupo
con base en el siguiente criterio: (0=0) ninguna espora por nematodo; (+=1-10) esporas por
nematodo; (++=1-40) esporas por nematodo (Mendoza de Gives et al., 1999). Debido a que los
resultados fueron considerados con base en una categorizacién semi-cuantitativa, al igual que en

los trabajos publicados por Fargette et al. (1994) no se llevo a cabo un analisis estadistico.

45. RESULTADOS Y DISCUSION

4.5.1. ldentificacion morfoldgica de nematodos fitopatégenos
Inicialmente, las lesiones causadas por los nematodos en el sistema radicular del jitomate
concordaron con la formacion de agallas tipicas inducidas por el género Meloidogyne en la raiz
de la planta (Sanchez-Portillo, 2010). Adicionalmente, la identificacion de especies de este
género se baso en los detalles morfologicos caracteristicos a nivel de la region perineal que
correspondio a las especies Meloidogyne incognita, M. javanica y M. arenaria.

4.5.2. Genotipificacion de una bacteria Pasteuria/Pasteuria like

45.2.1. Fragmento de ADN y Productos de PCR

La figura 3, muestra la banda de ADN de la muestra. En esta figura se observan dos fragmentos
de la extraccion de DNA gendmico de la muestra de la bacteria. Cabe mencionar que en la

columna de la izquierda se aprecia el marcador molecular utilizado (50 a 1,000 pb, BIOLABS).
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1000

Figura 3. Visualizacion de ADN gendmico de la bacteria bajo estudio. Gel de agarosa al 4%.
MM= Marcador molecular. Pp1=Muestra de la bacteria, Pp2= Muestra de la bacteria.

La figura 4, muestra la amplificacion de la region 16S rRNA, utilizando los oligonucleétidos
generales 27F y 1522F de la bacteria Pasteuria sp. El marcador molecular que se utilizo fue O
GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas). En esta figura se puede observar un fragmento
situados en 1500 pb para la muestra aislada. Con objeto de secuenciar el fragmento observado
en el gel de agarosa (4%), la muestra fue procesada en un kit comercial para su limpieza como
producto finales (PROMEGA), la cual se confirmé en un segundo gel sin bromuro de etidio.
Asimismo, se estimé la concentracion del producto de PCR obtenido y fue de 78.3 ng/uL,
finalmente se llevo a cabo la secuenciacion en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM

(Figura 6 a, b).
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Figura 4 (a, b). a) Visualizacion del producto de PCR de la bacteria aislada en gel de agarosa al
4 %, b) Producto de PCR en gel de agarosa al 4% sin bromuro de etidio. MM=Marcador
molecular. Pp=Muestra de la bacteria.

4.5.2.2. Secuenciacion
El resultado de la secuencia obtenida de ADN genomico de la bacteria bajo estudio, realizada
por la técnica de secuenciacion automatizada en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM se
muestra en la figura 5.

GCAGAATTTAACTTTCACTTCCCCCAGTCACGAACCCCGCCGTGGAGCGCCCTCCTTGCGGTAGGCTA
CCTACTTATGGLGAGACCCGCTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTC
ACCGTGACATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATLC
CGGACTACGACTGGCTTTATGGGATTAGCTCCCCCTCGCGGGTTGGCAACCCTTTGTACCAGCCATTG
TATGACGTGTGTAGCCCCACCTATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTG
TCACCGGCAGTCCCATTAGAGTGCCCTT ICGTAGCAACTAATGGCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGA
CTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTACGGCTCTCTTICT
AGCACTCCTCTATCTCTAAAGGATTCCGTACATGTCAAAGGTGGGTAAGGTTTT TCGCGTTGCATCGA
ATTAAACCACATCATCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTT TCAACCTTGCGGCCGT
ACTCCCCAGGCGGTCAACTTCACGCGTTAGCTTCGTTACTGAGTCAGTTAAGACCCAACAACCAGTTG
ACATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCATGAGC
GTCAGTACAGGCCCAGGGGATTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCGCATATCTACGCATTTCACTGCTA
CACGCGGAATTCCATCCCCCLTCTGLOGTACTCTAGCCT TGCAGTCACAAAGGCAGGTCCCAGGTTGA
GCGCGGGGAGTCATCCTCTGTCTACARAAAACGACTGCGCACGCTTTACGTCCAGCCAATCCGATTAA
CGCATTGCACCCTACGTATTAACTGCGGCTGGCTGGCAGTAGTAAGACAGGTGGCTTATTCTTACTGTA
ACGTCATGATCCCACGGGAATAAAATCAACGGGCTGTTCTGTTCTGTTCTCACGCAGG TTATATTCAAA
GAGAACGGTGTCGAGTTCCTGCAGCCAGTCTGGATCAGCGGTGTTCATCGCCTGA

Figura 5. Secuencia obtenida de ADN genomico de la bacteria bajo estudio.
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Los resultados obtenidos de la muestra aislada, previamente citada se presentan a continuacion

con base en su homologia (NCBI-BLASTn). La homologia de la secuencia bajo estudio

present6 el 95% de similitud con la region 16S rRNA de la bacteria Comamonas aquatica

(Cuadro 1).

Cuadro 1.Secuencia obtenida de la bacteria bajo estudio identificada a través de la base de datos
de secuencia (NCBI-BLASTn) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Identificacion por Blast

Comamonas aquatica

Homologia

Description Hox

Comamonas aquatica strain F-1 168 ribosomal RNA gene, partial seq 1533
Comamonas aquatica strain 617 165 nbosomal RNA gene, partial seq 1333
Comamonas aquatica strain 532 165 ribosomal RNA gene, partial seq 1535
Comamonas aquatica strain 434 165 nbosomal RNA gene, partial seq 1533

Comamonas aquatica strain 431 165 ribosomal RNA gene, partial seq 1535
Comarmonas aquatica strain 429 165 ribosomal RNA gene, partial seq 15

Total E M
score  value — ident
1535 0.0 95%
1535 0.0 95%
1535 0.0 95%
1535 0.0 95%
1535 0.0 95%
1535 0.0 95%

La homologia
de la
secuencia
bajo estudio
presentd el
95% de
similitud con
la region 16S
rRNA de la
bacteria
Comamonas

aquatica.
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Figura 6. Secuencia de la bacteria bajo estudio, marcando la region amplificada por la técnica
de PCR. En color amarillo se muestra la regiéon 16s no reportada y en color azul la secuencia
16s reportada.
En el programa bioinformatico Vector NTI Advance ™ 10 (Invitrogen), se analiz6 la secuencia
problema verificando de esta secuencia perteneciera a la region 16s rRNA esperada del
producto de PCR (Figura 6).

4.5.2.4. Alineamiento Multiple

Se realizd un alineamiento multiple utilizando el programa Clustalw2 Multiple Sequence

Aligment EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) y CLC Sequence Viewer,

Version 6.3., de la secuencia de la bacteria bajo estudio con la secuencia que arrojo un 95% de

similitud en el NCBI-BLAST y la secuencia parcial 16s de la bacteria Pasteuria spp (Figura 7).
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Figura 7. Representacion grafica de la region 16s rRNA que presento mayor similitud de las
secuencias de la bacteria bajo estudio y la secuencia de la bacteria Comamonas aquatica y

Pasteuria sp.
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Cuadro 2. Porcentajes de similitud de la region 16s rRNA de las secuencias de la bacteria bajo
estudio y la secuencia de la bacteria Comamonas aquatica y Pasteuria sp.

SegA Name Length Name Length Score
1 Secuencia de la bacteria bajo 1115 Comamonas 1446 94.0
estudio
2 Secuencia de la bacteria bajo 1115 Pasteuria sp. 1378 74.0
estudio
3 Comamonas aquatica 1446 Pasteuria sp. 1378 77.0

El porcentaje de similitud entre la secuencia de la bacteria bajo estudio y la secuencia de la
bacteria Pasteuria sp. reportada fue de 74%, y para la secuencia de la bacteria bajo estudio y la

secuencia de la bacteria Comamonas aquatica reportada fue de 94%.
4.5.2.5. Arbol Filogenético

Una vez realizado el alineamiento multiple entre las bacterias bajo estudio, Comamonas
aquatica y Pasteuria sp., se procedio a generar un arbol filogenético de la bacteria bajo estudio,
utilizando el programa CLC Sequence Viewer, Version 6.3. La bacteria Comamonas aquatica y
la bacteria bajo estudio presentaron una alta similitud debido a que las dos pertenecen al mismo
phylum. No obstante, la relacion evolutiva entre la bacteria Comamonas aquatica y la bacteria

bajo estudio es diferente de la bacteria Pasteuria sp. (Figura 8).

+Secuencia en estudio

oo~ Pasteuria H
Pasteuria P

~—— Pasteuria N

0.280
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Figura 8. Arbol filogénetico mostrando la representacion de la similitud entre la secuencia de
bacteria en estudio (Comamonas aquatica) y Pasteuria hartismeri (Pasteuria H), P. penetrans
(Pasteuria P) y P. nishisague (Pasteuria N).

Los resultados del analisis de genotipificacion de la bacteria bajo estudio, mostraron una alta
similitud con la especie Comamonas aquatica que es una bacteria Gram + que ha sido asociada
a actividades biologicas como antifungal, en la degradacion de aguas residuales y en sistemas
de biodegradacion (Sasikala et al., 2011). A este respecto, cabe mencionar que cuando se llevo
a cabo la extraccion del ADN genomico en las muestras (conteniendo raices agalladas de
jitomate, nematodos y suelo circundante a las plantas), se llevo a cabo la técnica de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (Punto Final), en la que se utilizaron iniciadores generales para la
bacteria Pasteuria con la finalidad de amplificar la region conservada 16s rRNA. Una vez que
el método de Alineamiento Blast mostr6 la elevada similitud con la bacteria C. aquatica se
procedid a realizar la técnica de Alineamiento Multiple para comparar la secuencias entre las
bacterias relacionadas entre si. Los resultados de este alineamiento también dieron una
similitud elevada con C. aquatica (94%); mientras que se encontr6 una similitud de solamente
74% con Pasteuria spp. Estos resultados fueron contrarios a los esperados, ya que los
iniciadores utilizados han sido reportados como especificos para la bacteria Pasteuria en
nematodos de la familia Plectidae (Sturhan et al., 2005). La bacteria C. aquaticus ha sido
reportada con actividad antagdénica contra patdégenos de plantas, tales como la antibiosis a
través de la produccion de altos niveles de acido cianhidrico (HCN) que es toxico para hongos
patogenos de plantas, por lo que esta bacteria ha sido considerada como posible agente de
control biologico de patdégenos de plantas (El-Banna, 2007). Sin embargo, hasta ahora no existe
ningun antecedente que indique que esta bacteria esta asociada a la produccion de endosporas
con actividad en contra de nematodos. El hecho de que en el andlisis de alineamiento (Blast) se

haya mostrado la alta similitud con la bacteria C. aquaticus en vez de Pasteuria, causa
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incertidumbre y confusion. Una probable explicacion a este hecho es que quizé la cantidad de
material genomico de C. aquaticus se encontraba en mucho mayor cantidad que el de
Pasteuriaen las muestras utilizadas y como los iniciadores a pesar de que eran especificos para
Pasteuria estan disenados para reconocer la region 16s (Maucline et al., 2010) y al haber una
mayor cantidad de rARN de C. aquaticus estos iniciadores pudieron haber reconocido la region
16s de esta bacteria. Los resultados de genotipificacion de la bacteria bajo estudio no son
contundentes y un estudio molecular adicional tendra que ser llevado a cabo para dilucidar esta
interrogante. La clonacién de rARN utilizando plasmidos para generar ADN y la utilizacion de
ADN puro de Pasteuria como control positivo arrojaria resultados fidedignos en futuras
pruebas para determinar con precision la identidad de la bacteria bajo estudio. Debido a que la
presente investigacion aun se requiere mas estudios para confirmar con precision la especie de
la bacteria aislada, para referir a este organismo en el presente estudio se decidid continuar
denominandola como Pasteuria-like.
4.5.3. Evaluacion del adosamiento de esporas de Pasteuria-like a Haemonchus

contortus y a otros nematodos

Los resultados mostraron ausencia de adhesion de las esporas de la bacteria Pasteuria-like
sobre los huevos de H. contortus. En general, los nematodos infectados mostraron una tasa muy
baja de adhesion a sus cuticulas que oscilo entre 1 a 10 esporas por nematodo. Las proporciones
y porcentajes de los diferentes estadios de H. contortus infectados con esporas de la bacteria
relacionada taxonémicamente con el género Pasteuria sp. se muestran en el Cuadro 3. Los
porcentajes de adhesion en los grupos 1 y 2 (Esporas de la bacteria Pasteuria-like contra los
estadios L; y L, de H. contortus fueron de 20 y 38.9%, respectivamente. En contraste, la

adhesion contra las larvas infectivas (L3) fue solamente de 3.1% (Figura 9g). El porcentaje de
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infeccion para el cuarto estadio del parasito fue de 48.4% (Figura 9h). Las proporciones y
porcentajes de esporas de la bacteria Pasteuria-like adheridas a los otros nematodos fueron de
36.8% para la mezcla de la poblacion de M. incognita, M. javanica y M. arenaria (Cuadro 4)
(Figura 10a, b) y de 7% para Rhabditis sp. (Cuadro 5).

Cuadro 3. Proporciones y porcentajes de nematodos que presentaron endosporas adheridas a su
cuticula.

Estadio Réplica Proporciones de Pasteuria-like adheridas a H. contortus Nematodos
Infectados

1 3/19 15.7%
2 4/19 21.0%

Ly 3 2/19 10.5%
4 6/19 31.5%
5 4/19 21.0%

Media=19.9+7

1 10/25 40 %
2 9/25 36 %
3 8/25 32%

L, 4 5/25 20 %
5 5/25 20 %

Media=29.6+9.2%

1 0/25 0 %
2 1/25 4%
3 1/25 4%

L; 4 0/25 0%
5 1/25 4%

Media=2.4 + 2.1%

1 10/25 40 %
2 9/25 36 %
3 8/25 32%

” 4 9/25 36 %
5 10/25 40 %

Media=36.8+3.3%
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Figura 9. Microfotografias mostrando el aspecto de diversos estadios evolutivos (L;, Lo, L3, y La)
del nematodo Haemonchus contortus. (a-d) Larvas del grupo testigo. (e-h) Larvas del grupo
tratado con esporas de la bacteria Pasteuria-like. Nota: Las esporas adheridas a la cuticula de los
nematodos se indican con flechas.
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Cuadro 4. Resultados del nimero de especimenes de la mezcla de la poblacion de M. incognita,
M. javanica y M. arenaria positivos a la presencia de esporas de la bacteria Pasteuria-like
adheridas a su cuticula a través de la prueba de adosamiento por centrifugacion.

Grupo Proporcion de la mezcla de la poblacion de M. incognita, M.  Nematodos

Réplica javanica y M. arenaria (J,) Infectados con Pasteuria-like infectados
| 7/25 28 %
1 2 8/25 32%
3 6/25 24 %
Media= 28+4

* Se utilizé una poblacion mixta con diversos estadios evolutivos del nematodo.

Cuadro 5. Resultados del nimero de especimenes del nematodo Rhabditis sp.positivos
a la presencia de esporas de la bacteria Pasteuria-like adheridas a su cuticula a través de
la prueba de adosamiento por centrifugacion.

Proporcion de Rhabditis sp.* Nematodos
Grupo Réplica

Infectados con Pasteuria-like infectados
2/25 8%

1/25 4 %

2

1/25 4%
Media= 5.3£23

* Se utilizé una poblacion mixta de estadios evolutivos del nematodo.
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Figura 10. (a, b) Microfotografias mostrando el adosamiento de endosporas de la bacteria
Pasteuria-like a la cuticula de nematodos juveniles del 2° estadio de la mezcla de la poblacion de
M. incognita, M. javanica y M. arenaria (100X).

Por otro lado, se sabe que algunas bacterias son consideradas como enemigos naturales de los
nematodos con una potencial implicacion en el control de nematodos parasitos de plantas. Se ha
encontrado que Pasteuria penetrans infecta un amplio rango de hospederos susceptibles (mas de
300 géneros/especies) de diferentes grupos taxondmicos incluyendo nematodos de vida libre,
depredadores, parasitos de plantas y nematodos entomopatégenos (Cheng y Dickson, 1998).
También, se ha informado que las endosporas de la bacteria Pasteuria-like se adhieren a
nematodos parasitos de plantas incluyendo Meloidogyne, Helicotylenchus, Pratylenchus spp. (Ko
et al., 1995) y Rotylenchulus reniformis (Hewlet et al., 2009). Sin embargo, hasta la fecha no hay
reportes de endosporas de ninguna clase de bacteria adheridas a nematodos parasitos de animales.
En la presente investigacion, las endosporas de Pasteuria-like mostraron un comportamiento de
adhesion muy interesante contra los diferentes grupos de nematodos evaluados. Los resultados
mostraron evidencia de que las esporas de la bacteria Pasteuria-like no tuvieron afinidad para

adherirse a los huevos de H. contortus.
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Sin embargo, se observéd que algunas endosporas de dicha bacteria estaban adheridas a la cuticula
de cada uno de los estadios evolutivos del parasito. Aunque la tasa de adhesion fue muy baja, este
es el primer informe a nivel mundial sobre la adhesion de las endosporas de la bacteria Pasteuria-
like a la cuticula de un nematodo parésito de animales. El promedio de adhesion mas alto de las
endosporas fue observado en la larva histotropica (Ls) del nematodo pardsito de animales H.
contortus, ya que casi la mitad de los especimenes probados mostraron endosporas adheridas. El
promedio de adhesion mas bajo (aparte de los huevos del parasito) se observo en las larvas
infectivas (L3). En un ensayo in vitro publicado por Mendoza de Gives et al. (1999), ninguna
endospora de Pasteuria spp. se observo adherida a la cuticula de larvas pertenecientes a un grupo
de nematodos parasitos de animales incluyendo H. contortus, Heligmosomoides polygyrus,
Ostertagia circumcincta, Trichostrongylus axei, y Ancylostoma ceylanicum. Aunque existen
diversos trabajos de investigacion publicados acerca del amplio rango de nematodos hospederos
susceptibles de ser infectados por endosporas la bacteria Pasteuria-like, en la literatura disponible
no existe informacion sobre alglin estudio enfocado a evaluar la posible infeccion de nematodos
parasitos de animales con esporas de Pasteuria o de la bacteria Pasteuria-like. En el proceso de
infeccion por endosporas de Pasteuria a la cuticula de hospederos nematodos susceptibles, la
capa externa tiene un papel importante en la adhesion de las endosporas a la cuticula de los
nematodos; ya que ésta contiene cuticlinas, lipidos, proteinas asociadas a la superficie y
carbohidratos (Davies, 2009). En el desarrollo de los diferentes estadios evolutivos de los
nematodos parasitos de animales, su cubierta superficial cambia rapidamente; por ejemplo, la
eclosion de los huevos de H. contortus ocurre aproximadamente en un dia en el cual el primer
estadio larval (L;) emerge del huevo y esta listo para evolucionar al segundo estadio (L,) y
dependiendo de las condiciones micro-ambientales, principalmente temperatura y humedad, se

pueden transformar hasta larvas infectivas (L3) en aproximadamente seis dias (Olsen, 1974). Esos
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cambios abruptos en la cubierta superficial antigénica podrian actuar como barrera contra
enemigos naturales de los nematodos usando una molécula glicoproteica de reconocimiento de
los sistemas presentes en la cubierta superficial de los nematodos y evitar su actividad patogénica
(Garet-Jones, 1994). En el presente estudio, las endosporas de la bacteria Pasteuria-like se
encontraron adheridas a la cuticula de diferentes estadios evolutivos del nematodo parésito de
animales; aunque esta caracteristica se presentd en un bajo porcentaje. Estos resultados, muestran
evidencia, de que no solamente los nematodos parasitos de plantas, sino también los nematodos
parasitos de animales pueden ser infectados por esta clase de bacteria. Este hallazgo sugiere que
los estadios de vida libre de los nematodos parasitos de animales en el suelo no escapan a la
accion de los enemigos naturales de nematodos y deben ser explorados a profundidad para
investigar su posible uso como herramientas para el control de dichos parasitos economicamente
importantes para la ganaderia. Por otro lado, aunque se ha informado que un amplio rango de
nematodos hospederos es susceptible de ser infectado con P. penetrans, este género esta siendo
asociado comunmente al nematodo agallador Meloidogyne spp. y hay numerosos trabajos
publicados que investigan la actividad biologica entre estos dos organismos (Chen y Dickson,
1998). El promedio de adhesion de endosporas de la bacteria a la cuticula de los nematodos
puede variar no solo entre un aislamiento y otro de la bacteria; sino entre los diferentes
aislamientos de nematodos (Davies, 2009). Resultados prometedores se estan logrando con
Pasteuria spp. en el control de nematodos parasitos de plantas (Gowen et al., 2008). Se han
publicado varios trabajos experimentales desde la década de los 80’s sobre el uso de la bacteria
Pasteuria spp. contra nematodos que afectan a diferentes cultivos. La adicion de J, de
Meloidogyne incognita infectados con endosporas de Pasteuria sp. al suelo de plantas de
jitomate, resultdé en una reduccion significativa (86%) en la invasion de raices de tomate por la

segunda generacion de nematodos (Davies, 1988). También se ha reportado que P. penetrans
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actiia como agente de control bioldgico contra Heterodera cajani, ya que redujo la poblacion del
nimero de juveniles del parésito en un 99%; mientras que la poblacion de quistes del parasito en
el suelo se redujo en un 87% (Sing y Dhawan, 1994). En un reciente estudio, se establecio la
infeccion y propagacion in vitro de endosporas de Pasteuria spp. a través de cadaveres del
nematodo reniforme Rotylenchulus reniformes infectados con la bacteria (Hewlett et al., 2009);
lo cual podria tener una implicacién importante en la reduccion de las infecciones por nematodos.
Otras especies de bacterias también se encuentran afectando la cuticula de diferentes nematodos;
por ejemplo, Microbacterium nematophilum, organismo coryneforme Gram +, que fue
accidentalmente encontrado en cultivos contaminados de Caenorhabditis elegans en el
laboratorio (Hodking et al., 2000). Esta bacteria se adhiere a la cuticula de la region perianal de
los nematodos, afectando su fertilidad. La cuticula de los nematodos también se ha reportado
como susceptible de ser infectada por otros organismos como el hongo Drechmeria coniospora
que produce esporas adhesivas a la cuticula de nematodos (Jansson, 1994). La actividad biolégica
de estos microorganismos esta siendo evaluada solo contra un reducido rango de
géneros/especies de nematodos. A la fecha no se encontr6 ningun trabajo publicado sobre su
posible actividad contra nematodos pardsitos de animales. La tnica especie de bacteria cuya
actividad letal para nematodos parasitos de animales que esta siendo estudiada es Bacillus
thuringiensis y que ha generado informacion con resultados promisorios en el control de esos
parasitos (Lopez-Arellano et al., 2006; Vazquez-Pineda et al., 2010). Se ha descubriendo que las
bacterias son importantes enemigos naturales de los nematodos en diferentes sistemas de cultivos
agricolas (Gomez et al., 2010). Los nematodos parasitos de animales comparten el mismo habitat
con los antagonistas de nematodos de plagas agricolas. La supervivencia de los organismos en la
naturaleza requiere de un estrecho y continuo proceso de coevolucion entre ellos. Las bacterias

que producen endosporas tales como las del género Pasteuria sp. y otros microorganismos
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podrian tener un uso potencial en el control de nematodos parasitos de animales; sin embargo, los
estudios sobre las interacciones entre nematodos y sus organismos patdégenos necesitan ser
explorados a profundidad para entender el funcionamiento de estos sistemas biologicos y su

posible aplicacion biotecnoldgica en el campo.

4.6. CONCLUSIONES
La identificaciéon molecular a través de la secuencia nucleotidica 16s rRNA de la bacteria
Pasteuria (Pasteuria-like) muestra un 94% de similitud con la bacteria Comamonas aquatica. La
bacteria Pasteuria (Pasteuria-like) aislada en el presente estudio, posee la capacidad de
adosamiento in vitro a la cuticula de diferentes estadios evolutivos de Haemonchus contortus; asi

como a los nematodos Rhabditis sp., Meloidogyne javanica, M. arenaria y M. incognita.
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V. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DEPREDADORA DEL ACARO Lasioseius
penicilliger SOBRE Haemonchus contortus (L3) (Nematoda: Trichostrongylidae) Y
NEMATODOS DE VIDA LIBRE
5.1. RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la actividad depredadora in vitro del acaro
Lasioseius penicilliger sobre larvas infectantes de Haemonchus contortus (L;) (Nematoda:
Trichostrongylidae) y nematodos de vida libre. La cepa del acaro depredador de nematodos
Lasioseius penicilliger fue aislada a partir de suelo proveniente de una muestra de Martinez de la
Torre, Veracruz, depositada en placas de Petri con medio agua-agar para la obtencion de hongos
nematofagos. La confrontacion acaros/nematodos fue llevada a cabo en cajas de Petri de plastico
tipo relojero (CPR) con agua agar y dur6 5 dias. Se conformaron tres series de CPR con 10
repeticiones cada una. En la serie 1, se adicionaron 1500 larvas de Haemonchus contortus. En la
serie 2, se adicionaron 1000 larvas de Panagrellus redivivus. En la serie 3, se agregaron 1000
larvas de Rhabditis sp.En cada una de las cajas de de las series 1, 2 y 3 se depositaron 5 acaros
adultos de L. penicilliger y se incubaron a temperatura ambiente. Las observaciones fueron
llevadas a cabo diariamente durante 5 dias, utilizando un microscopio estereoscopio (4X). La
viabilidad y la alimentacion de L. penicilliger sobre los nematodos, fue revisada y se llevo a cabo
un registro de los datos diariamente. Los resultados mostraron un porcentaje de reduccién de
79.5% para H. contortus, 64.3% para P. redivivus y 80.7% para Rhabditis sp. con relacion a sus
propios controles. Este es el primer registro de un acaro depredador de nematodos alimentandose
de un nematodo parasito de animales.

Palabras clave: Control biologico, Haemonchus contortus, Lasioseius penicilliger, acaro

depredador de nematodos.
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5.2. ABSTRACT

The aim of the present study was to assess the in vitro predatory activity of Lasioseius
penicilliger mite on Haemonchus contortus (L3;) (Nematoda: Trichostrongylidae) and free living
nematodes. The population of the mite Lasioseius penicilliger was casually isolated as a
contaminant from corn meal agar plates added with a soil sample from Martinez de la Torre
municipality, Veracruz State, prepared to obtain nematophagous fungi. The confrontation
between mites and nematodes was carried out in water agar watchmaker plastic Petri dishes
(WPD) for five days. Three series of WPD were established. Everyone of WPD from series 1 was
added with 1500 Haemonchus contortus infective larvae. In Series 2, 1000 Panagrellus redivivus
(a mixed stage population) were added. Series 3, received 1000 Rhabditis sp. larvae per WPD.
Everyone of the experimental WPD from series (1, 2, and 3) was added with five adult specimens
of L. penicilliger mites. Each series considered 10 replicates. The interaction between
mites/nematodes was daily observed using a stereomicroscope. Results were obtained by
quantifying the number of nematodes recovered from WPD after 5 days interaction.The results
showed the following reduction percentages with respect to their own control group: 79.5% for
H. contortus, 64.3% for P. redivivus and 80.7% for Rhabditis sp. This is the first report of a
predator mite feeding on a ruminant parasitic nematode.

Key words: Biological control, Haemonchus contortus, Lasioseius penicilliger, mite predator of

nematodes.
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53. INTRODUCCION
En la naturaleza existe una amplia variedad de antagonistas que habitan el suelo y forman parte
del ecosistema y que han despertado un gran interés en los sistemas de produccidon organica como
herramientas ttiles en el control de plagas agricolas (Tribe, 1980; Small, 1987). Dentro de los
antagonistas naturales de nematodos se incluyen hongos como Duddingtonia flagrans (Mendoza
de Gives et al.,, 2011; Mendoza de Gives y Torres Acosta, 2012), bacterias como Bacillus
thuringiensis (Lopez-Arellano et al., 2006) y Pasteuria penetrans (Mendoza de Gives et al.,
1999), nematodos depredadores de nematodos (nematodos canibales) (Rodriguez-Esparza et al.,
2007; Bilgrami et al., 2008; Vazquez de Jesus, 2009) y acaros nematdfagos (Bilgrami, 1994). Los
acaros Mesostigmata del género Lasioseius (Berlese, 1916) pertenecen a la Familia Podocinidae
(Berlese) y consiste de 5 subgéneros: Lasioseius s. str., Borinquolaeps Fox, 1946 n. comb.,
Crinidens Karg, 1980 n. comb., Cuspiacus n. subgen., y Endopodalius n. subgen. El género
Lasioseius tiene una distribucion mundial y también se ha encontrado que habitan nidos de
roedores y aves. Las especies de este género se consideran depredadores (Christian y Karg, 2006)
y pueden encontrarse en una diversidad de sustratos, como en suelos, hojarasca y en asociacion
con insectos y vertebrados (Hughes, 1976; Walter y Lindquist, 1997). Lasioseius es considerado
como uno de los grupos de dcaros mas abundantes y representativos de la mesofauna (Christian y
Karg, 2006). L. penicilliger es identificado como una especie depredadora. Imbriani y Mankau en
1983, reportaron que esta especie se alimenta de nematodos del suelo. Este comportamiento de
alimentacion también fue reportado por Sharma (1971). El ciclo bioldgico de Lasioseius sp.,
comprende distintas etapas de desarrollo desde huevo, protoninfa, deuto-ninfa y adulto, el
desarrollo de cada estadio depende principalmente de la temperatura y requiere de 9 a 19 dias
para completar el ciclo (Christian y Karg, 2006). Por otro lado, los nematodos son unos de los

grupos mas representativos de la fauna del suelo y su poblacién puede contener hasta 20 millones



77

de individuos por metro cuadrado de suelo (Barron, 1977). Durante el proceso evolutivo de
millones de afios los nematodos se han adaptado y desarrollado la capacidad de establecerse en
habitats bioldgicos y ecologicos distintos que incluyen plantas, animales y seres humanos (Lee y
Atkinson, 1977). Uno de los nematodos parasitos de rumiantes mas importantes a nivel mundial
es Haemonchus contortus (Khalafalla et al., 2011). Este nematodo causa un importante impacto
economico principalmente en rebafios de ovinos y caprinos. El principal cambio patogénico que
provoca este pardsito a los animales infectados es gastritis con edema de la submucosa del
abomaso debido a la presencia del parasito, principalmente por los habitos de hematofagia de la
etapa histotropica y adulta (Hidalgo-Arguello y Cordero del Campillo, 1999). Estos cambios
patolégicos provocan en los animales pérdida de apetito, crecimiento lento, malnutriciéon (Holmes
y Coop, 1994) y el ataque masivos de H. contortus puede ocasionar la muerte de animales
jovenes (Macedo-Barragan et al., 2009). Hasta ahora, el tnico método empleado para controlar
poblaciones de parasitos es la quimioterapia. Este método consiste en el tratamiento periddico y
regular de los animales con el uso de compuestos quimicos antihelminticos, para reducir la
poblacion de nematodos parasitos en los rebafios (Mendoza de Gives y Herrera-Rodriguez,
2004). Sin embargo, la inminente presencia de resistencia antihelmintica en los parasitos a la
mayoria de las drogas quimicas comercialmente disponibles, amenazan de manera seria la
eficacia de tales compuestos (Encalada-Mena et al., 2008; Sager et al., 2010). Los antagonistas
naturales de los nematodos estan considerados como herramientas potenciales y como agentes de
control bioldgico de varias enfermedades. Los dcaros nematofagos han demostrado un habito
alimenticio voraz contra nematodos fitopatdgenos. Aunque existen algunos trabajos cientificos
acerca de la actividad depredadora de Lasioseius contra nematodos; no existe hasta el momento
evidencia de la actividad depredadora de esta especie contra nematodos parasitos de animales. En

la presente investigacion, se evaluo la actividad depredadora del acaro L. penicilliger sobre larvas
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del 3er. estadio de desarrollo de Haemonchus contortus (Nematoda: Trichostrongylidae) y
nematodos de vida libre.
54. MATERIALESY METODOS
5.4.1. Localizacion
Esta investigacion se llevd a cabo en el Departamento de Helmintologia, del Centro Nacional de
Investigacion Disciplinaria en Parasitologia Veterinaria (CENID-PAVET, INIFAP), Jiutepec,
Estado de Morelos, México y la Seccién de Artropodologia, Departamento de Parasitologia,
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (UNAM), Coyoacén, Distrito Federal, México.
5.4.2. Material Bioldgico
5.4.2.1. Acaros

Los acaros fueron aislados a partir de una caja de Petri con agar conteniendo una muestra de
suelo proveniente de Martinez de la Torre, Veracruz, preparada para la obtencion de hongos
nematofagos. Los acaros fueron transferidos a placas de Petri con medio agua-agar al 2%,
posteriormente se adiciondé un nimero indeterminado de individuos de vida libre de nematodos
Rhabditis sp. como fuente principal de alimento para facilitar su reproduccion e incrementar la
poblacion. Se realizaron pases periddicos de acaros (cada 5 dias) a cajas con agar estéril con la
finalidad de obtener una colonia pura de acaros. Algunos individuos fueron transferidos a
portaobjetos para su montaje con el uso del medio de Hoyer (Faraji y Karg, 2006) para su
identificacion. Los acaros fueron examinados bajo un microscopio (4X). Las caracteristicas
morfologicas se observaron con un microscopio de contraste de fases (10X, 40X, y 100X).La
identificacion taxonémica de los acaros fue realizada utilizando las claves de Hughes (1976). Los

cultivos de acaros fueron mantenidos a temperatura ambiente bajo condiciones de oscuridad

(Bilgrami, 1994).
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5.4.2.2. Nematodos
54.2.2.1. Larvas de Haemonchus contortus (L3)
Se empled la cepa “Hueytamalco” de H. contortus perteneciente al Departamento de
Helmintologia, Centro Nacional de Investigacion Disciplinario en Parasitologia Veterinaria,
INIFAP, México. La cepa fue originalmente aislada de un ovino infectado naturalmente en el
municipio de Hueytamalco, Estado de Puebla, México y mantenido bajo condiciones de
criopreservacion y con reinfeccion periodica en ovinos (Liébano-Hernandez et al., 1996). La
produccion de larvas infectantes se realizd inoculando por via oral a un ovino, utilizando una
dosis de 350 larvas por kg de peso corporal. Después de un periodo pre-patente de 21 dias, las
heces fueron colectadas directamente del recto de animales infectados. Se empled la técnica de
McMaster para observar la presencia de huevos de nematodos y para estimar el nimero de
huevos eliminados por gramo de heces. Posteriormente, los cultivos fecales fueron colocados en
recipientes plasticos y mezclados con particulas de poliestireno. El material fecal fue macerado y
mezclado con una cuchara de madera y se incorpor6 agua con la finalidad de mantener la
oxigenacion y humedad adecuada de los cultivos y de esta manera promover la 6ptima eclosion
de los huevos (Liébano, 2004). Seis dias después las larvas fueron recuperadas de los cultivos
fecales utilizando la técnica del embudo Baermann por un periodo de 12 h (Valcarcel-Sancho et
al., 2009).
5.4.2.22. Panagrellus redivivus

Se empled una cepa del nematodo de vida libre P. redivivus, proporcionada por el Dr. Roberto de
Lara de la Universidad Auténoma Metropolitana (UAM, Xochimilco, México). Los nematodos
fueron cultivados en recipientes de plastico empleando hojuelas de avena comercial y agua como
sustrato. Las hojuelas de avena y el agua se mezclaron y se esterilizaron en un horno de

microondas (De Lara et al., 2007). Algunos nematodos fueron transferidos al sustrato. Los
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recipientes fueron cubiertos con una tapa de aluminio con una ventana de malla de tela fina para
permitir la oxigenacion. Los cultivos se mantuvieron a temperatura ambiente (25-30 °C).
Después de una semana la poblacion de nematodos se incrementé de manera considerable.
5.4.2.2.3. Rhabditis sp.
Se empled una cepa del nematodo de vida libre Rhabditis sp. aislada a partir de una muestra de
suelo en el municipio de Jiutepec, Estado de Morelos, México. Esta cepa fue mantenida mediante
pases periodicos a placas de Petri que contenian agua-agar. Se colocaron 0.05 g de crema de
cacahuate en el centro de cada placa Petri, como una fuente de energia para promover un
crecimiento importante de la poblacion de nematodos. Después de cincos dias, la poblacion de
nematodos se incrementd considerablemente.
5.4.3. Disefio experimental
La confrontacion acaros/nematodos fue realizada en cajas de plastico de 2 cm de didmetroy 1 cm

de alto, tipo relojero (CPR) (Figura 1). Las CPR contenian medio agua-agar al 2%.

Figura 1. Fotografia de una caja tipo relojero (CPR).
Se conformaron tres series de CPR. En la serie 1, se adicionaron 1500 larvas de H. contortus. En
la serie 2, se adicionaron 1000 larvas de P. redivivus. En la serie 3 se agregaron 1000 larvas de

Rhabditis sp. A las series 1, 2 y 3 se agregaron 5 acaros adultos de L. penicilliger (Figura 2).
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Cada serie tuvo 10 repeticiones. Diariamente se llevaron a cabo observaciones de las CPR,
utilizando un microscopio estereoscopio (4X). La confrontacion entre acaros y nematodos durd 5
dias. Transcurridos los 5 dias se retiraron los &caros de cada CPR de la serie, y 2 y 3. Los
nematodos se recuperaron lavando cada CPR con agua destilada, el liquido se almacend en tubos

Eppendorf de plastico de 1.5 mL.

.

Figura 2. Aspecto de larvas de P. redivivus y 5 acaros adultos de L. penicilliger, en cajas de
relojero (CPR) vistos al microscopio estereoscopico (4X). Barra escala=500pm.

La cuantificacion de los nematodos se realizd tomando 10 alicuotas de 5 pL cada una y se
colocaron en un portaobjetos de vidrio para observarse en un microscopio optico (10X). Los
habitos alimenticios del acaro contra nematodos de las tres especies fueron observados y
registrados.

El porcentaje de reduccion de la poblacion de nematodos por la accion de L. penicilliger fue
estimada utilizando la siguiente férmula:

. . X testigo - X tratado
Porcentaje de reduccion de nematodos= g

X 100
X testigo
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Doénde:
Grupo testigo=Media de grupo control de nematodos recuperados;
Grupo tratado = Media del grupo tratado de nematodos recuperados;
(Casillas-Aguilar et al., 2008).

5.4.4. Analisis estadistico
Los datos fueron analizados usando el software Statistical Analysis System (SAS) (SAS Institute,
1998). Se us6 un analisis ANOVA con un disefio completamente al azar, considerando el valor
promedio de los nematodos recuperados en cada grupo de la variable/respuesta, posteriormente se
realizd una comparacion multiple de medias mediante la prueba de Tukey. El andlisis considerd

un valor de a=0.05.

55. RESULTADOS Y DISCUSION
Las caracteristicas morfologicas del acaro aislado, concuerdan con la descripcion de Lasioseius

penicilliger descrita por Christian y Karg, en el 2006 (Figura 3).

Figura 3. Fotografia mostrando la parte ventral del 4caro nematdofago L. penicilliger.
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La Figura 4 muestra una secuencia fotografica sobre la actividad depredadora del acaro L.

penicilliger en contra de larvas infectantes de H. contortus.

Figura 4 (a-¢). Actividad depredadora de L. penicilliger sobre larvas infectantes de H. contortus.

Figura 5 (1-3). Actividad depredadora de L. penicilliger sobre larvas de Panagrellus redivivus.

El promedio de nematodos recuperados y los porcentajes de reduccion del nimero de nematodos
por el efecto depredador de L. penicilliger, se muestra en el cuadro 1. Los resultados muestran las
medias de los porcentajes de reduccion de la poblacion de nematodos de 79.5, 64.3 y 80.7% para

las especies H. contortus, P. redivivus y Rhabditis sp., respectivamente.
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Cuadro 1. Promedios y porcentajes de reduccion de tres diferentes géneros de nematodos
recuperados después de 5 dias de interaccion in vitro con el acaro Lasioseius penicilliger.

Grupo testigo Grupo tratado
Nematodo % de reduccion
X(+DE) X(+£DE)

H. contortus 895.2 +(209.5) 183 +(195.7) 795 04
CV=170%

P redivivus 1779.6 +(931.8) 634 +(482.9) 64.3%°
CV=138%

Rhabditis sp. 959.2 £(471.7) 184.8 £(254.5) 80.7%"
CV=76%

CV=Coeficiente de variacion

*Letras distintas en cada media de columna indica diferencias estadisticas (p<0.05).

Numero de repeticiones=10

DE=Desviacion estandar

El uso de antagonistas naturales de nematodos estd ganando interés en el control de plagas
agricolas y de enfermedades parasitarias en la ganaderia debido al uso indiscriminado de
plaguicidas y drogas de origen quimico para el control de los nematodos pardsitos (Marquez-
Lara, 2008). La utilizacion de estos productos es un riesgo de contaminacion ambiental,
principalmente cuando los animales tratados con estos productos quimicos, eliminan a través de
las heces u orina algunos compuestos bio-activos al suelo dejando residuos toxicos, exponiendo a
organismos benéficos a un riesgo letal; ademds de quedar como residuos toxicos en productos de
origen animal para el consumo humano (Martinez y Cruz, 2009). En la presente investigacion, se
evaluo la actividad depredadora del acaro L. penicilliger sobre larvas del 3er. estadio de

desarrollo de Haemonchus contortus (Nematoda: Trichostrongylidae) y nematodos de vida libre.

El primer registro de un 4caro alimentandose de nematodos fue reportado por Linford y Oliviera
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en 1938. Estos autores encontraron una actividad depredadora de Tyrophagus putrescientiae
(Sarcoptiformis: Acaridae) sobre nematodos fitopatogenos agalladores. Rodriguez et al. (1962),
observaron que el acaro depredador Macrocheles muscadomestica mostraba una clara preferencia
por alimentarse de nematodos del género Rhabditis sp. que por huevos de la mosca del cuerno
Haematobia irritans. Posteriormente, se registrd el comportamiento depredador de un acaro
oribatido Pergalumna sp. que se observé alimentandose de los nematodos fitoparasitos Pelodera
lambdiense y Tylenchorhynchus martini (Rockett y Woodring, 1966). Otros géneros y especies
de acaros, como T. putrescentiae, han sido reportados como importantes depredadores utilizando
una amplia variedad de nematodos como presa, incluyendo nematodos saprofagos, fitopatdogenos
y nematodos depredadores (Bilgrami, 1994). Por otro lado, el género Lasioseius también ha sido
registrado como miembro del grupo de &caros nematofagos. Imbriani y Mankau. (1983),
reportaron la actividad depredadora de L. sculpatus sobre el nematodo fitopatogeno Aphelenchus
avenae y del nematodo muscicola Cephalobus sp.; en este estudio los autores también reportaron
un incremento en la poblacion de acaros y un significante descenso de la poblacion depredada. La
presente investigacion reporta por primera vez evidencia de la actividad depredadora in vitro de
L. penicilliger sobre larvas infectantes del nematodo parasito de ovinos H. contortus. El acaro L.
penicilliger presenta algunas ventajas en sus caracteristicas bioldgicas como un posible agente
potencial de control de nematodos parasitos de animales; por ejemplo, un ciclo de vida corto (19
dias) y una reproduccion partenogenética, estas caracteristicas bioldgicas permiten incrementar su
poblacion a mediano plazo. La principal caracteristica de esta especie depredadora es su
comportamiento agresivo contra las larvas infectantes de H. contortus, tal como lo reportan los
autores de la presente investigacion. Por otro lado, el hecho de que L. penicilliger mostrara una
actividad depredadora contra los nematodos de vida libre puede ser una caracteristica indeseable;

ya que estos nematodos juegan un papel biologico y ecologico importante en el suelo; mas atn,



86

estos acaros son controladores naturales de los nematodos de vida libre en el suelo; la actividad
depredadora de los 4caros de los nematodos de vida libre es una actividad regular que ocurre en
el suelo para establecer el equilibrio entre las diferentes poblaciones de nematodos en la
naturaleza (Hyvonen y Persson, 1996). Los dcaros nematofagos son organismos interesantes, ya
que es factible incrementar substancialmente el numero de individuos de su poblacion
(Wallwork, 1967) para utilizarse como agentes potenciales de control biologico y de esta manera
reducir las poblaciones de nematodos parasitos de plantas y animales. Sin embargo, no existen
registros disponibles acerca de la actividad nematofaga de algin acaro contra un nematodo
parasito de animales. Este descubrimiento es considerado como el primer registro en este sentido
y aunque solo es un trabajo inicial, puede tener una implicacién en futuros trabajos de
investigacion para establecer el uso de estos organismos en el control de nematodos parasitos de

animales.

56. CONCLUSIONES
El acaro Lasioseius penicilliger muestra un comportamiento depredador, con porcentajes de
reduccion de la poblacion de nematodos de 79.5, 64.3 y 80.7% para las especies H. contortus
(L3), P. redivivus y Rhabditis sp., respectivamente.

5.7. LITERATURA CITADA
Barron, G.L. 1977. The Nematode-destroying Fungi.lSt Guelph, Ontario, Canada Canadian

Biological Publications Ltd. pp: 1-16.
Berlese, A. 1916. Centuria prima di Acari nuovi. Redia 12:19-67.

Bilgrami, A.L. 1994. Predatory behavior of a nematode feeding mite Tyrophagus putrescentiae

(Sarcoptiformes: Acaridae). Fundamental and Applied Nematology. 17(4):293-297.



87

Bilgrami, A.L., Brey, C., Gaugler, R. 2008. First field release of a predatory nematode,
Mononchoides gaugleri (Nematoda: Diplogasterida), to control plant-parasitic nematodes.

Nematology.10:143-146.

Casillas-Aguilar, J.A., Mendoza-de Gives, P., Lopez-Arellano, M.E., Liébano-Hernandez, E.
2008. Evaluation of multinutritional pellets containing Duddingtonia flagrans
chlamydospore for the control of ovine Haemonchosis. Animal Biodiversity and emerging

diseases: Annals of New York Academy of Sciences. 1149:161-163.

Christian, A., Karg, W. 2006. The predatory mite Lasioseius Berlese, 1916 (Acari, Gamasina).

Abhandlungen Berichte Naturkundemus Gorlitz. Gorlitz, Germany. pp: 99-25.

De Lara, R., Castro, T., Castro, J., Castro, G. 2007. Cultivo del nematodo Panagrellus redivivus
(Goodey, 1945) en un medio de avena enriquecida con Espirulina sp. Revista de Biologia

Marina y Oceanografia. 42(1):29-36.

Encalada-Mena, L.A., Lopez-Arellano, M.E., Mendoza-de Gives, P., Liébano-Hernandez, E.,
Vézquez-Prats, V., Vera-Ycuspinera, G. 2008. Primer informe en Mé¢xico sobre la
presencia de resistencia a ivermectina en bovinos infectados naturalmente con nematodos

gastrointestinales. Veterinaria México. 39(4):423-428.

Faraji, F., Karg, W. 2006. A new species of Lasioseius Berlese from Spain (Acari: Podocinidae).

Mitteilungen aus dem. Museum fiir Naturkunde in Berlin. 82(2):239-242.

Hidalgo-Arguello, M.R., Cordero del Campillo, M. 1999. Parasitosis del aparato digestivo. En:
Cordero-del Campillo, M, Rojo Vazquez, F.A. (Eds.)Parasitologia Veterinaria.

Parasitologia Veterinaria. Madrid, Espafia, McGraw-Hill Interamericana. . pp 196-212



88

Holmes, P.H., Coop, R.L. 1994. Pathophysiology of gastrointestinal parasites. Veterinary

Parasitology. 54:299-304.

Hughes, A.M. 1976. The mites of Stored Food and Houses. (Eds.) London. Her Majesty’s

Stationery Office. London. England. pp: 334-335.

Hyvonen, R., Persson, T. 1996. Effects of fungivorous and predatory arthropods on nematodes
and tardigrades in microcosms with coniferous forest soil. Biology and Fertility of Soils.

21:121-127.

Imbriani, J.L., Mankau, R. 1983. Studies on Lasioseius scapulatus, a mesostigmatid mite

predaceous on nematodes. Journal of Nematology. 15(4):523-528.

Khalafalla, R.E., Elseify, M.A., Elbahy, N.M. 2011.Seasonal prevalence of gastrointestinal
nematode parasites of sheep in Northern region of Nile Delta, Egypt. Parasitology

Research. 108(2):337-340.

Lee, D.L., Atkinson, H.J. 1977. Physiology of nematodes. 2. Columbia University Press, New

York, USA. pp: 1-2.

Liébano-Hernandez, E., Lopez-Arellano, M.E., Vazquez-Prats, V.M., Mendoza de Gives, P.
1996. Criopreservacion de larvas infectantes de Haemonchus contortus. Revista

Latinoamericana de Microbiologia. 38:111-114.

Liébano, H.E. 2004. Identificacion morfométrica de larvas infectantes de nematodos
gastrointestinales y pulmonares en rumiantes domésticos de México. In: Vazquez VP.

(Eds.) Diagnéstico y control de los nematodos gastrointestinales de los rumiantes de



89

México. Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias. México.

pp: 26-77.

Linford, M.B., Oliviera, J.M. 1938. Potential agent of biological control of plant parasitic

nematodes.Phytopathology. 28:14.

Loépez-Arellano, ME., Flores, J., Mendoza-de Gives, P., Vazquez-Prats, V., Liébano-Hernandez,
E., Bravo de la Parra, A., Herrera, D., Godines, E., Vargas-Uridstegui, P., Zamudio, F.
2006. Use of Bacillus thuringiensis toxin as an alternative method of control against
Haemonchus contortus. Animal Biodiversity and emerging diseases: Annals of New York

Academy of Science. 1081:347-354.

Macedo-Barragan, R., Arredondo-Ruiz, V., Ramirez-Rodriguez, J., Garcia-Marquez, L. J. 2009.
Grazing sheep poisoned by milkweed Asclepias curassavica or gastrointestinal nematosis?

A case report finding. Veterinary Parasitology. 40 (3):275-281.

Marquez-Lara, D. 2008. Residuos quimicos en alimentos de origen animal: problemas y desafios
para la inocuidad alimentaria en Colombia. Revista Corpoica-Ciencia y Tecnologia

Agropecuaria. 9(1):124-135.

Martinez, M. 1., Cruz, R.M. 2009. The use of agricultural and livestock chemical products in the
cattle-ranching area of Xico, central Veracruz, Mexico, and their possible environmental

impact. Acta Zoologica Mexicana 25(3):637-681.

Mendoza de Gives, P., Davies, K.G., Morgan, M., Behnke, J.M. 1999. Attachment test of
Pasteuria penetrans to the cuticle of plant and animal parasitic nematodes, free living

nematodes and srf mutants of Caenorhabditis elegans. Journal of Helminthology. 73:67-71.



90

Mendoza de Gives, P., Herrera-Rodriguez, D. 2004. Terapia antihelmintica contra las
nematodiasis gastrointestinales en rumiantes. 115-128 pp. In: Herrera-Rodriguez, D.,
Liébano-Hernandez, E., Lopez-Arellano, M.E., Mendoza de Gives, P., Vazquez-Prats, V.
(Eds.) Diagnostico y control de los nematodos gastrointestinales de los rumiantes en
México. Libro Técnico No. 1. Publicado por el Centro Nacional de Investigacion

Disciplinaria en Parasitologia Veterinaria, del INIFAP, Morelos, México.

Mendoza de Gives, P. 2011. Hongos que capturan, matan y se alimentan de nematodos parasitos
del ganado. En: Epidemiologia de Enfermedades Parasitarias en Animales Domésticos. (1*
Edicion (Editores: Héctor Quiroz-Romero, Juan Antonio Figueroa Castillo, Froylan Ibarra
Velarde y Maria Eugenia Lopez Arellano). Editado por UNAM. Cd. de México, México.

Mendoza de Gives, P., Torres-Acosta, J.F.J. 2012. Biotechnological Use of Fungi in the Control
of Ruminant Parasitic Nematodes. In: “Fungi: Types, Environmental Impact and Role in
Diseases”, Adolfo Paz and Maria Sol Arias Véazquez. Nova Science Publishers, Inc.
Hauppauge, New York, 11788-3619 (In Press).

Rockett, C.L., Woodring, J.P. 1966. Oribatid mites as predators of soil nematodes. Annals of the
Entomological Society of America.59: 669-671.

Rodriguez-Esparza, J.R., Mendoza-de Gives, P., Liébano-Hernéndez, E., Lopez-Arellano, M.E.,
Cid del Prado, 1.V., Franco, F., Lopez-Mayagoitia, V. 2007. In vitro predatory activity of
“Cannibal” nematodes against Haemonchus contortus and Rhabditis sp. Abstracts of the
Proceedings of the WAAVP 21" International Conference Reference 282, Edited by E

Claerebout and J Vercruysse 19"-23" August Gent, Belgium. p 273.



91

Rodriguez, T.G., Wade, C.F., Wells, C.N. 1962. Nematodes as natural food for Macrocheles
muscaedomesticae (Acarina: Macrochelidae) a predator of the house fly egg. Annals of the

Entomological Society of America.55:507-511.

Sager, H., Rolfe, P., Strehlau, G., Allan, B., Kaminsky, R., Hosking, B. 2010. Quarantine
treatment of sheep with monepantel-Rapidity of fecal egg count reduction. Veterinary

Parasitology.170:336-339.

SAS, Institute. (1998) Language guide for personal computer release. 6.03 Edition. SAS Institute.

Cary. North Carolina, USA. 1028.

Sharma, R.D. 1971. Studies on the plant parasite nematode Tylenchorynchus dubius, Meded.

Landbouwhogeschool wageningen. 71:98-104.

Small, R.-W. 1987. A review of the prey of predatory soil nematodes.Pedobiology 30:179-206.

Tribe, H.T. 1980. Prospects for the biological control of plant-parasitic nematodes.

Parasitology.81:619-639.

Valcarcel-Sancho, F., Rojo-Vazquez, F.A., Olmeda-Garcia, A.S., Arribas-Novillo, B., Marquez-
Sopenia, L.F. Pat. N. 2009. Atlas de Parasitologia Ovina. Editorial Servet. Zaragoza,

Espafia. p 137.

Vazquez de Jesus, E. 2009. Evaluacion de cuatro métodos de cultivo in vitro para la
reproduccion de nematodos depredadores para el control de nematodos pardsitos. Tesis de
Maestria. Facultad de Ciencias Agropecuarias. Universidad Autéonoma del Estado de

Morelos, México. pp: 1-32.



92

Wallwork, J.A. 1967. Acari. In: “Soil Biology”. Ed. by Burges, A. and F. Raweds. Academic

Press London, England. pp: 363-395.

Walter, D.E., Lindquist, E.E. 1997. Australian species of Lasioseius (Acari: Mesostigmata:
Ascidae): the porulosus-group and other species from rainforest canopies. Invertebrate

taxonomy. 11:525-547.



93

VI. EVALUACION DEL EFECTO DEPREDADOR DE NEMATODOS Butlerius sp.
(NEMATODA: DIPLOGASTERIDAE) SOBRE TRES DIFERENTES NEMATODOS:
Haemonchus contortus (L), Panagrellus redivivus Y Rhabditis sp.

6.1. RESUMEN
Este trabajo evaluo el efecto depredador in vitro de nematodos Butlerius sp.sobre tres diferentes
nematodos: Haemonchus contortus (L;), Panagrellus redivivus y Rhabditis sp. El nematodo
depredador fue aislado a partir de una muestra de suelo de un jardin del poblado de Tres Marias,
Municipio de Huitzilac, del Estado de Morelos. La confrontacion entre el depredador Butlerius
sp. y los diferentes nematodos presas se llevo a cabo en coprocultivos de ovinos incubados
durante 30 dias. Se conformaron siete series de cultivos fecales (n=9). Las series 1, 2 y 3,
contenian 20 ejemplares del nematodo Butlerius sp. y 2000 especimenes del nematodo
correspondiente (H. contortus (Ls3), Rhabditis sp. y Panagrellus redivivus), respectivamente. Por
otra parte, las series 4, 5 y 6 contenian solamente 2000 especimenes de H. contortus (L),
Rhabditis sp. o P.redivivus, de forma independiente, respectivamente y fungieron como grupos
testigo. La serie 7 contenia 20 ejemplares del género Butlerius sp. para fungir como testigo. Se
llevé a cabo la recuperacion de los nematodos de cada cultivo después de 12 horas de haberse
colocado en el aparato de Baermann y se obtuvieron los promedios del nimero de nematodos
recuperadosde cada serie para su comparacion y estimacion de una tasa de reduccién con
respecto a su correspondiente control. Los datos fueron analizados mediante un disefio
completamente al azar utilizando el programa SAS, y una comparacién de medias Tukey
(0=0.05). La interaccion entre Butlerius sp. y H. contortus; registr6 una reduccion de la poblacion
del parasito en 91.8%; mientras que la poblacion de Butlerius se incrementd 131.6 veces. Para el
caso de la interaccion entre Butlerius y P. redivivus; la poblacion del nematodo de vida libre se

redujo en 80.9%; mientras que el nematodo depredador se increment6 en 268.3 veces. Los
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valores de reduccion de Rhabditis sp. por accion del nematodo depredador fueron de 62.5%;
mientras que el nematodo Butlerius sp. se increment6 82.7 veces. Estos resultados contribuyen a
sentar las bases para el posible uso potencial de Butlerius sp. como una posible herramienta de
control de parasitos del ganado.

Palabras clave: Control bioldgico, nematodo depredador, Butlerius sp., Haemonchus contortus.

6.2. ABSTRACT

The in vitro predatory effect of the nematode Butlerius sp. on three different nematodes:
Haemonchus contortus (L), Panagrellus redivivus and Rhabditis sp. was assessed. The predatory
nematode was isolated from a garden soil sample obtained at Tres Marias village, Huitzilac
municipality, Morelos state. Interaction between the predatory nematode Butlerius sp. and the
different target nematodes was carried out in sheep fecal cultures; then were incubated during 30
days. Seven series of fecal cultures (n=9) were set up. Series 1, 2 and 3 contained 20 specimens
of Butlerius sp. and 2000 specimens of the corresponding nematode (H. contortus (L3), Rhabditis
sp. and Panagrellus redivivus), respectively. On the other hand, series 4, 5 and 6 contained only
2000 specimens of H. contortus (Ls), Rhabditis sp. or P. redivivus, in an independent manner,
respectively and served as control groups. Series 7 contained 20 specimens of Butlerius sp. as
control. After wards the nematodes were collected from the cultures to compare and to obtain the
average number of nematodes recovered from each series and to estimate the reduction rate with
respect to their corresponding control. Data were analyzed using a completely randomized design
in the SAS program and a comparison of means by the Tukey test (a=0.05) was used. The
interaction between Butlerius sp. and H. contortus showed a reduction of 91.8% in the parasite
population whereas the Butlerius sp. population increased 131.6 times. In the interaction between
Butlerius sp. and P. redivivus, the population of the free living nematode was reduced in 80.9%;

while the predatory nematode population increased 268.3 times. The reduction of the Rhabditis
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population as a consequence of the predatory nematode action was 62.5%; while Butlerius sp.
increased 82.7 times. These results contribute to set up the basis for the potential use of Butlerius
sp. as a tool for the control of livestock parasites.

Key words: Biologic control, predatory nematode, Butlerius sp., Haemonchus contortus.

6.3. INTRODUCCION

Los nematodos son un grupo de metazoarios seudocelomados capaces de habitar casi cualquier
nicho sobre la Tierra (Maggenti, 1981). Entre las aproximadamente 15,000 especies de
nematodos hasta hoy reconocidas, se encuentran aquéllas que son de vida libre y los que habitan
en mares, aguas continentales o en ambientes edaficos, ademas de las que son parasitas, tanto de
plantas como de animales, incluyendo al hombre. Los habitats ocupados por los nematodos son
mas variados que otros grupos de organismos, excepto por los artropodos (Jairajpuri y Ahmad,
1992). Existen diversas clasificaciones de los nematodos dependiendo de sus habitats, pudiendo
encontrarse poblaciones que a través del proceso adaptativo de millones de afios han logrado
desarrollarse en la naturaleza en diversos sustratos. Algunos nematodos permanecen en el suelo
de donde obtienen sus nutrientes; tal es el caso de los nematodos de vida libre como Rhabditis sp.
y Panagrellus redivivus quienes generalmente se alimentan de bacterias, levaduras, hifas de
hongos y de algas (De Lara et al., 2003). El nematodo P. redivivus es dioico y oviviparo y tiene
un ciclo de vida corto, el primer estadio de desarrollo ocurre en el utero de la hembra y es
denominado J; con una duraciéon aproximada de 20 h, cuando el estadio J; muda da lugar a los
juveniles (J), que emergen del huevo y son expulsados por la vulva de la hembra. Los J,
continian su crecimiento pasando por otros dos estadios juveniles J3 y Js4, hasta alcanzar el estado
adulto en 96 horas de su nacimiento. Cada estadio se caracteriza por la morfologia externa como
la forma del cuerpo que es cilindrico y no segmentado, presentan un color que es blanco

transparente, el tamafio del cuerpo oscila de 0.5 a 2 mm de largo y 0.05 mm de diametro
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(adultos), presenta un sistema muscular longitudinal que le permite desplazarse con movimientos
de adelante hacia atras. Se encuentra recubierto por una cuticula inicia desde la parte anterior y
termina en la parte posterior, esta estructura los protege de la deshidratacion y de condiciones
adversas del ambiente (Burke y Samoiloff, 1980). Los nematodos de vida libre son organismos
que en los ultimos afios han cobrado importancia para la investigacion cientifica mundial, debido
a la facilidad de cultivo y su ciclo de vida corto, asi como su tolerancia a variaciones del
ambiente (De Lara et al., 2003). Su importancia ecologica es de gran relevancia ya que
intervienen en la degradacion de la materia organica para el cumplimiento de los ciclos
biogeoquimicos (Rupert y Barnes, 1996). De manera similar otros nematodos han evolucionado
adaptandose a otros habitats, incluyendo a otros organismos como plantas y animales
estableciéndose asociaciones biologicas de tipo parasitismo. Haemonchus contortus es un
nematodo gastroentérico que se localiza en abomaso y afecta a los rumiantes, por su caracteristica
reproductiva, es considerado uno de los nematodos de mayor diseminacion en los potreros debido
a su gran prolificidad, ya que una hembra adulta y madura sexualmente llega a ovopositar de
5,000 a 10,000 huevos por dia. Debido a sus hébitos hematofagos éste nematodos es considerado
como altamente patdgenico ya que ha observado que un parasito adulto es capaz de producir una
pérdida de 500 pL diarios de sangre en los animales produciéndoles anemia y finalmente la
muerte, en caso de una infeccidn aguda (Vazquez-Prats, 2004). Existen otros grupos de
nematodos que han sido clasificados como nematodos “depredadores” y son los nematodos que
se alimentan de otros nematodos (Bilgrami, 2008). Los nematodos depredadores se clasifican en
los siguientes grupos taxonomicos: Mononchida (Bilgrami, 1992), Dorylaimida (Bilgrami, 1993),
Diplogasterida (Bilgrami y Jairajpuri, 1989), Aphelenchida (Hechler, 1963), Enoplida,
Actinolaimoidea y Thalassogeneridae (Bilgrami, 1997). Cada grupo posee un aparato bucal

diferente y esto depende de los mecanismos y preferencias alimenticias. Dentro de organismos
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que incluyen sus preferencias alimenticias a nematodos se encuentran los siguientes organismos:
bacterias, rotiferos, tardigrados, anélidos y nematodos, por lo que desempeian un papel muy
importante en el equilibrio poblacional de especies de nematodos presentes en el suelo (Bilgrami
et al., 2008; Eisenhauer et al., 2011). Las especies del orden Mononchida se caracterizan por
tener una cavidad bucal desarrollada, armada por dientes y denticulos y con una fuerte
musculatura como ejemplo se encuentran los géneros Mononchus, Mylonchulus, lotonchus
(Bilgrami et al., 1986; Jairajpuri y Bilgrami, 1990). Existe estudios de 39 nematodos
depredadores del orden Mononchida que se han propuesto como candidatos y utilizarse como
enemigos naturales de nematodos fitopatogenos (Khan y Kim, 2006;) como Meloidogyne hapla
(Bilgrami, 2008), Rotylenchus reniformis (Choudhary y Sivakumar, 2000), Tylenchus, Xiphinema
(Coomans y Lima, 1965) y Radopholus similis (Mankau, 1980). Las especies del orden
Dorylaimida, se caracterizan por tener una estructura llamada odontoestilete, que introduce a su
presa depositando una sustancia que secreta y la paraliza, posteriormente succiona los fluidos
corporales (Bilgrami, 1990). La mayoria de estos nematodos son considerados omnivoros y han
sido poco estudiados. Los nematodos depredadores, que pertenecen al orden Diplogasterida,
poseen una cavidad bucal pequefia, en comparacion con el orden Mononchida, armada con
dientes de diferente tamano que se encuentran en diferentes posiciones del estoma, ademas
poseen un diente dorsal movil desarrollado, que le permite cortar, aspirar y posteriormente
succionar a su presa como ejemplo se encuentra el género Mononchoides (Bilgrami, 2008).
Dentro de la alimentacion de los nematodos depredadores se basa en el consumo de
microorganismos que habitan en el suelo y bacterias. El ciclo de vida se encuentra en un rango de
8 a 15 dias, poseen una alta capacidad reproductiva, ademas de tener una resistencia a
condiciones adversas del medio ambiente (Vazquez de Jesus, 2009). Los Diplogasteridos han

sido considerados como posibles agentes de control bioldgico (Khan y Kim, 2006; Bilgrami,
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2008). En el orden Diplogasterida se encuentran el género Butlerius sp. (Figura 1), que se aislo de
muestras de un jardin en la localidad de Tres Marias, Municipio de Huitzilac, del Estado de
Morelos, México (Vazquez de Jesus, 2009). Butlerius sp. se ha reproducido exitosamente
utilizando el método de coprocultivo in vitro (Vazquez de Jesus, 2009). En la presente
investigacion se llevd a cabo la evaluacion del efecto depredador del nematodo Butlerius sp.

sobre tres diferentes nematodos: Haemonchus contortus (Ls), Panagrellus redivivus y Rhabditis

sp.

Figura 1. Esquema de Butlerius buttleri Goodey 1929. A) Hembra B) Macho (Ahmad et al.,
2009).
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6.4. MATERIAL Y METODOS
6.4.1. Localizacion
Esta investigacion fue llevada a cabo en el Departamento de Helmintologia, del Centro Nacional
de Investigacion Disciplinaria en Parasitologia Veterinaria (CENID-PAVET, INIFAP), Jiutepec,
Estado de Morelos, México.
6.4.2. Material Bioldgico
6.4.2.1. Obtencion del nematodo depredador Butlerius sp.

La cepa del nematodo depredador Butlerius sp. fue originalmente aislada a partir de suelo de un
jardin en el poblado de Tres Marias, Municipio de Huitzilac, del Estado de Morelos. El suelo
estaba compuesto por una mezcla de material de tipo arcilloso, pasto nativo y composta organica

elaborada con desechos de cocina (Vazquez de Jesus, 2009) (Figura 2).

Figura 2. Aspecto del ecosistema en Huitzilac, Morelos y colecta de muestras de suelo para el
aislamiento de nematodos depredadores.

Para la obtencion de los nematodos a partir de muestras de suelo, se llevo a cabo la técnica de
charola de Whitehead y Hemming (Hooper, 1986). Cada muestra colectada (400 g), se pasé a
través de una charola de plastico (30x22x5 cm) cuya parte interior estuvo cubierta con tela tipo

peyon. Posteriormente, la muestra fue colocada dentro de una charola de plastico (51x35x3 cm).
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Posteriormente se adiciond agua de llave hasta cubrir la superficie, y se dejo reposar durante 24

horas (Hooper, 1986) (Figura 3).

Figura 3. Técnica de charola de Whitehead y Hemming

La recuperacion de los nematodos se realizo retirando el agua y depositdndola en un vaso de
precipitados de vidrio, después se pasé a través de un tamiz de 400 mallas (con una abertura de
37 micras), con la finalidad de reducir el volumen hasta 40 mL, para finalmente obtener los
nematodos. La muestra que contenia los nematodos fue limpiada mediante la técnica de
separacion por gradientes de densidad (Ramirez-Vargas et al., 2006). La suspension de larvas fue
depositada en tubos Falcon de plastico de 50 mL, para ser centrifugada a 2,500 rpm (1,048 g)
durante 5 minutos. Posteriormente, el sobrenadante fue descartado, y se volvio a centrifugar
utilizando una soluciéon de sacarosa al 46%, para permitir que se formara el gradiente que
contenia los nematodos limpios y flotaran en el sobrenadante, quedando los detritus junto con el
sedimento en el fondo de los tubos Falcon. Posteriormente se realizaron 3 lavados con agua de la
llave, con la finalidad de eliminar los residuos de la sacarosa. Una vez que los nematodos fueron

obtenidos libres de detritos y residuos de sacarosa, se depositaron en placas de Petri de 8 cm de
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diametro con agua simple, para llevar a cabo las pruebas de depredacion (Vazquez de Jests,

2009).

6.4.2.2. ldentificacion taxondémica de Butleriussp.
Para la identificacion taxondmica de los especimenes de nematodos depredadores obtenidos, se
usaron las claves taxonémicas de Hunt (1980), Bilgrami (1990) y Ahmad et al. (2009).
6.4.2.3. Produccion in vitro de Butlerius sp.
Para obtener una poblacion abundante del nematodo depredador Butlerius sp. se llevo a cabo la
metodologia descrita por Vazquez de Jesus. (2009). Se elaboraron cultivos fecales con 20 gramos
de heces de ovino esterilizadas en frascos de 10 cm de didmetro por 15 cm de altura (tipo
“Gerber”) (Liébano, 2004). En cada frasco, se adicionaron 20 especimenes del nematodo
depredador (Butlerius sp.) y 100 larvas (L3) de H. contortus como presa, con la finalidad de que
el nematodo depredador los utilizara como fuente de alimentacion y de esta manera incrementara
su poblacion. Los frascos fueron cubiertos con una malla de gasa a presion, utilizando una liga de
hule para evitar la entrada de insectos y permitir el intercambio gaseoso. Los frascos se
mantuvieron a temperatura de laboratorio (25-29 °C) con una humedad de 40 a 50 %
aproximadamente, durante 20 dias. Posteriormente, se observd el nimero de nematodos

depredadores presentes con la ayuda de un estereomicroscopio (4X) (Vazquez de Jesus, 2009).

6.4.2.4. Larvas de H. contortus (Ls)
Se empled la cepa “Hueytamalco” de H. contortus, perteneciente al Departamento de
Helmintologia del Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Parasitologia Veterinaria,
INIFAP, México. La cepa fue originalmente aislada a partir de un ovino infectado de manera
natural en el municipio de Hueytamalco, Estado de Puebla, México y mantenido a través de pases

periodicos en ovinos. Las larvas obtenidas son sometidas al proceso de criopreservacion para
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mantenerlas disponibles hasta el momento de su utilizacion. Para activar la poblacion de larvas
criopreservadas, un ovino fue inoculado oralmente con estas larvas para lograr el establecimiento
de la infeccion y de esta manera contar con heces conteniendo huevos del parasito para continuar
nuevamente con el proceso (Liébano-Hernandez et al., 1996). Para lograr la infeccion de los
ovinos, se utilizoé una dosis oral de 350 larvas infectantes por kg de peso corporal. Después de un
periodo pre-patente de 21 dias, las heces fueron colectadas directamente del recto de animales
infectados y la técnica McMaster fue realizada para observar la presencia de huevos de
nematodos y para estimar el nimero de huevos por g de heces. Posteriormente, las heces fueron
maceradas y mezcladas con una cuchara de madera y se agregd agua simple para mantener una
oxigenacion y humedad adecuadas para promover una mejor eclosion de los huevos del parasito
(Liébano, 2004). Cinco dias después de elaborados los cultivos las larvas infectantes fueron
recuperadas de los cultivos utilizando la técnica del embudo Baermann por un periodo de 12 h
(Valcarcel-Sancho et al., 2009).
6.4.2.5. Panagrellus redivivus

Se empled una cepa del nematodo de vida libre P. redivivus, proporcionada por el Dr. Roberto de
Lara de la Universidad Autébnoma Metropolitana (UAM, Xochimilco, México). Los nematodos
fueron cultivados en recipientes de pléstico, empleando hojuelas de avena y agua como sustrato.
Las hojuelas y el agua fueron previamente mezcladas y esterilizadas en un horno de microondas
(De Lara et al., 2007). Algunos nematodos fueron transferidos al sustrato para su reproduccion.
Los recipientes fueron cubiertos con una tapa de papel aluminio con una ventana de malla fina
para permitir la ventilacion. Los cultivos se mantuvieron en incubacion a temperatura ambiente
(25-30 °C). Con la realizacion de esta metodologia se esperaba que después de una semana, la

poblacion de nematodos se incrementara de manera considerable.
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6.4.2.6. Rhabditis sp.
Se empled una cepa de una especie de Rhabditis aislada de una muestra de suelo en el municipio
de Jiutepec, Estado de Morelos, México. Esta cepa fue mantenida con pases periddicos a placas
de agua agar. Se coloco crema de cacahuate (0.5 g) al centro de cada placa como una fuente de
energia para promover un crecimiento importante de la poblacion de nematodos. Después de
cincos dias, la poblacion de nematodos se incrementd considerablemente.
6.4.3. Disefio experimental

La confrontacién entre los nematodos “depredadores” y los nematodos “presa” se realizd
utilizando la técnica de coprocultivo en recipientes de 12 cm de diametro por 9 cm de altura
(Liébano, 2004). En cada palangana, se depositaron 20 gramos de heces estériles (esterilizadas a
125 °C/20 minutos) y se mezclaron con hule espuma limpio. El tiempo de confrontaciéon entre el
nematodo depredador Butlerius sp. y las larvas infectantes del nematodo H. contortus fue de 30
dias. Se conformaron siete series de cultivos fecales con heces de ovinos en recipientes de
plastico de la siguiente manera. Las series 1, 2 y 3, contenian 20 ejemplares del nematodo
Butlerius sp. y 2000 especimenes del nematodo correspondiente (H. contortus (L3), Rhabditis sp.
y Panagrellus redivivus), respectivamente. Posteriormente a las series 1, 2 y 3 se les agregaron
20 nematodos depredadores del género Butlerius sp. La serie 4, 5 y 6 fungieron como los grupos
testigos de cada serie y contenian 2000 larvas de H. contortus (L), Rhabditis sp. y Panagrellus
redivivus, de forma independiente. La serie 7 contenia 20 nematodos depredadores del género
Butlerius sp. cada serie estuvo formada de 9 coprocultivos en palangana (n=9) (Cuadro 1).

Los coprocultivos en palangana se cubrieron con tapa de papel aluminio con un espacio en el
centro cubierta con tela de gasa, para evitar la entrada de insectos y permitir el intercambio
gaseoso. Los coprocultivos se mantuvieron a temperatura de laboratorio (25-29 °C) con una

humedad de 40 a 50%. Diariamente se revisaron los coprocultivos removiéndolos con el objetivo
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de evitar la deshidratacion. La estimacion de los nematodos se realizé tomando diez alicuotas de
5 uL por cada tubo. Las alicuotas fueron depositadas en laminillas y fueron analizadas bajo un
microscopio (10X).

Cuadro 1. Promedio de nematodos en coprocultivo inoculados al inicio del experimento
utilizando a Rhabditis sp., H. contortus (L3) y P. redivivus como presa.

Grupo Inoculo inicial
Coprocultivo Butlerius sp* Rhabditis sp. **

Tratado 20 2,000

Testigo 20

Testigo 2,000
Butlerius sp.* H. contortus**

Tratado 20 2,000

Testigo 20

Testigo 2,000
Butlerius sp.* P. redivivus**

Tratado 20 2,000

Testigo 20

Testigo 2,000

Nota:

* Se agregaron 20 nematodos depredadores del género Butlerius sp en cada repeticion.

** Se agregaron 2,000 especimenes de los géneros Rhabditis sp., H. contortus y P. redivivus en
promedio por cada repeticion. (n=9).

El porcentaje de reduccion de la poblacion de nematodos por la accion del nematodo Butlerius
sp. fue estimada con la siguiente formula:

X testigo - ¥ tratado
Porcentaje de reduccion de nematodos= X 100

X testigo

Donde:
Grupo testigo = Media de grupo control de nematodos recuperados.
Grupo tratado=Media de grupo tratado de nematodos recuperados.
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(Alfaro-Gutierrez et al., 2011).

6.4.4. Analisis estadistico
Los datos fueron analizados usando el software Statistical Analysis System (SAS) (SAS Institute,
1998). Se us6 un analisis ANOVA con un disefio completamente al azar, considerando el valor
medio de los nematodos recuperados en cada grupo de la variable/respuesta, posteriormente se
realizé una comparacion multiple de medias mediante la prueba de Tukey. El analisis considerd

un valor de significancia estadistica a=0.05.

6.5. RESULTADOS Y DISCUSION
Las caracteristicas morfoldgicas del nematodo depredador obtenido en el presente estudio fueron
similares a las descritas por Bilgrami. (1990); Ahamad et al. (2009) y Liébano Hernandez et al.

(2009) para el género Butlerius sp. (Figura 4).

Figura 4. Microfotografia mostrando la cavidad bucal del nematodo Butlerius sp. (100X).
(Fotografia tomada por la autora de la tesis).

La Figura 5, muestra un par de fotografias secuenciales en donde se aprecia a un espécimen del

género Butlerius sp. en busca de su presa que es una larva infectante del nematodo parasito de
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ovinos Haemonchus contortus (Figura 5-a). En la figura 5-b se aprecia como el nematodo

depredador hace contacto con su presa para alimentarse de ella.

Figura 5. (a, b). a) Butlerius sp. localizando a una larva de H. contortus del 3er. estadio. b)
Butlerius sp. alimentandose de una larva infectante de H. contortus (X10). (Fotografia tomada
por la autora de la tesis).

Los resultados del nimero promedio de nematodos de los géneros Haemonchus contortus,
Panagrellus redivivus y Rhabditis sp. recuperados después de 30 dias en los coprocultivos en
presencia del nematodo depredador Butlerius sp. se muestran en el Cuadro 2. Los promedios de
los nematodos “presa” recuperados de los cultivos fecales y los porcentajes de reduccion de su
poblacion por efecto depredador del nematodo Butlerius sp. se muestran en el Cuadro 3. En el
Cuadro 2, se aprecia que de 2,000 larvas infectantes de H. contortus inoculadas inicialmente se
recuperaron solamente 111.1 (£56.6) lo que significa una reduccion del 91.8% (Cuadro 3). Para
el caso de los nematodos de vida libre, se recuperaron 788.8 (+73.7) ejemplares de P. redivivus,
dando una reduccion del 80.9% y 1,522.2 (x193.0) de Rhabditis sp. lo que significa una
reduccion del 62.5% para este nematodo (cuadro 3). En lo que respecta a Butlerius sp. en

presencia de H. contortus de un total de 20 ejemplares inoculados inicialmente, se recuperaron
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2,633.3 (£918.9) ejemplares (Cuadro 2; Figura 7). Este incremento es equivalente a 131.6 veces
el nimero inicial (Cuadro 4). Para el caso de la interaccion entre Butlerius sp. y los nematodos de
vida libre Panagrellus redivivus y Rhabditis sp. la poblacion de Butlerius sp. se increment6 a

5,366.7 (£509.9) y 1,655.5 (£194.9), respectivamente.

Estos valores significan un incremento de 82.7 veces para Rhabditis sp. y 268.3 veces para P.
redivivus (Cuadro 4). El analisis estadistico indico que las diferencias observadas en las distintas

interacciones entre nematodos depredadores y nematodos “presa”, fueron significativas (p<0.05).

Cuadro 2. Promedio de nematodos de los géneros Haemonchus contortus, Panagrellus redivivus
y Rhabditis sp. recuperados después de 30 dias en coprocultivos de ovinos en presencia del
nematodo depredador Butlerius sp.

Promedio de Nematodos recuperados después de 30 dias

Grupo Inoculo inicial Promedio()* Promedio()*
Butlerius sp. H. H. contortus** Butlerius sp.
Tratado 20 2,000 111.11£(56.65) 2633.33+(918.93)
Testigo 20
Testigo 2,000 1361.11%(336.13)
Butlerius sp. P. redivivus P. redivivus Butlerius sp.
Tratado 20 2,000 788.88+(73.70)  5366.66+(509.90)
Testigo 20
Testigo 2,000 4133.33+ (568.81)
Butlerius sp.  Rhabditis Rhabditis sp. Butlerius sp.
Tratado 20 2,000 1522.22 £(193.0)  1655.55 +(194.9)
Testigo 20
Testigo 2,000 4066.66+(537.4)
n=9

+ DE =Desviacion estandar.
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Cuadro. 3 Promedio de nematodos recuperados (H. contortus Ls, P. redivivus y Rhabditis sp.) y
porcentaje de reduccion de larvas por accion de Butlerius sp.

Nematodo *Grupo testigo *Grupo tratado % de reduccion
H. contortus 1361.1 +£336.1 111.1 £ (56.6) c* 91.8%

P. redivivus 4133.3 £568.8 788.8 = (73.7) b* 80.9%
Rhabditis sp. 4066.6 £ 537.4 1522.2 £(193.0) a* 62.5%

n=9
+ DE =Desviacion estandar
*Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo con la pruebas de Tukey (a=0.05).

Cuadro 4. Incremento de la poblacion de Butlerius sp. en presencia de H. contortus (Ls),
Rhabditis sp. y P. redivivus en coprocultivo.

Incremento poblacional de Butlerius sp.  Reduccion de la poblacion

Nematodo (Expresado en niumero de veces) de H. contortus
H. contortus 131.6 91.8 % c*
Rhabditis sp. 82.7 62.5 % a*
P. redivivus 268.3 80.9 % b*

*Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo con la pruebas de Tukey (a=0.05).
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H.contortus P. redivivus Rhabdlitis sp.

Butlerius sp.recupetados

Figura 6. Incremento de la poblacion de Butlerius sp. en presencia de H. contortus (L3), Rhabditis
sp. y P. redivivus en cultivos fecales estériles.
Nota: Las barras representan la desviacion estandar.
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El estudio de antagonistas de nematodos parésitos causantes de enfermedad en plantas ha
mostrado resultados alentadores en el uso de nematodos depredadores “nematodos canibales”
como posibles agentes potenciales de control de parasitos de importancia en plantas.
Particularmente, los nematodos clasificados dentro del grupo de los Diplogastéridos han sido
ampliamente evaluados en contra de una gran variedad de nematodos fitopatogenos con
resultados alentadores y se han estudiado aspectos relacionados con adaptacion a condiciones de
aislamiento, la seleccion de presas; asi como el efecto depredador denso-dependiente de la
poblacion de nematodos “presa” (Bilgrami et al., 2005). EI género Butlerius sp. fue evaluado en
contra de un grupo de nematodos ecto y endoparasitos de plantas y se observo gran variabilidad
en la seleccion de presas; siendo los ectoparasitos atacados en pocas ocasiones por el nematodo
Butlerius sp. no obstante, en el caso de especies de nematodos endoparasitos incluyendo
Aphelenchoides fragariae y juveniles de Pratylenchus sp. fueron facilmente atacados y
devorados por el depredador (Grootaert et al., 1977). Sorprendentemente, juveniles del nematodo
Meloidogyne naasi fueron atacados por el depredador; sin embargo, no fueron devorados
(Grootaert et al., 1977). Los actividad depredadora de nematodos responde a estimulos quimicos
producidos por los nematodos “presa” de diferentes grupos troficos y que se han denominado
“Kairomonas” (Pervez y Bilgrami, 2000). Estas sustancias definen la atraccion y comportamiento
diferencial de los nematodos depredadores sobre sus “presas”. Diversos factores tales como la
densidad de las presas, el periodo de incubacion de la presa y el periodo de ayuno, temperatura,
respuestas quimiosensoras de los nematodos depredadores y distancia de los depredadores hacia
sus presas; asi como la habilidad de los nematodos depredadores para atacar a sus presas y la
habilidad de las presas para evitar ser depredadas han sido documentadas en diversos estudios
(Pervez y Bilgrami, 2000). En algunos estudios se ha documentado el numero de presas que es

capaz de devorar un nematodo depredador en funciéon del tiempo. Por ejemplo, las especies
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Mononchoides longicaudatus y M. fortidens son capaces de consumir 10 especimenes del género
Rhabditis sp. en un periodo de 24 horas (Bilgrami et al., 2005). En la presente investigacion no se
determin6 este valor; la reduccion de la poblacion de los nematodos “presa” evaluados, se
determin6 después de un periodo de 30 dias de interaccion en los cultivos fecales. Diversos
estudios se han llevado a cabo para evaluar la actividad depredadora de nematodos en contra de
nematodos fitopatdgenos. En un trabajo publicado por Bilgrami, (2008), se hace mencion a una
lista de trabajos que se han llevado a cabo con nematodos depredadores pertenecientes al grupo
Diplogastérida, incluyendo a Butlerius sp.; ademas de evaluar nematodos pertenecientes a las
familias Mononchidae y Dorilaimidae, y que han sido evaluados en contra de diversos géneros y
especies de nematodos patogenos para diversos cultivos. Fauzia et al. (1998) demostraron en una
prueba en maceta que otro miembro del grupo de los Diplogastéridos (al igual que Butlerius sp.),
el nematodo Mononchoides sp. posee una gran actividad en contra de nematodos agalladores,
reduciendo el indice de agallamiento y permitiendo una mejora en el crecimiento vegetativo e
incrementando la masa radicular. Los trabajos publicados sobre la actividad depredadora de
Butlerius sp. y otros nematodos depredadores ha sido enfocada exclusivamente en contra de
nematodos fitopatogenos y algunos nematodos de vida libre como especies del género Rhabditis
sp. En una extensa revision de la literatura disponible, salvo los trabajos publicados por
Rodriguez-Esparza et al. (2007) y el trabajo de tesis de licenciatura de Vazquez de Jesus, 2009;
no se encontrd ningun otro trabajo que haya evaluado la actividad de algiin nematodo depredador
en contra de nematodos parasitos de animales. El presente estudio es una continuacion de estos
trabajos en donde se reportd por primera vez la actividad de un nematodo depredador en contra
de H. contortus. En este trabajo se logro reproducir en grandes cantidades al nematodo Butlerius
sp. utilizando para su produccion in vitro, el método de cultivos fecales (Vazquez de Jesus,

2009). Los resultados de la presente investigacion muestran clara evidencia de que el nematodo
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Butlerius sp. es un excelente depredador de larvas infectantes del nematodo parasito de ovinos H.
contortus, logrando reducir de manera sustancial (mas del 90%) la poblacion de larvas de este
nematodo en cultivos fecales. Estos resultados apuntan hacia buenas perspectivas en el estudio de
Butlerius sp. como una posible herramienta de control de parasitos del ganado. No obstante, este
trabajo es apenas una breve aportacion al estudio de Butlerius sp. y se requerira intensificar la
investigacion con este nematodo para poder establecer a futuro las bases para ser utilizado como
una posible herramienta de control de nematodos parasitos de animales. Por otra parte, el hecho
de que este nematodo haya demostrado una excelente actividad depredadora de larvas infectantes
de H. contortus en cultivos fecales es una caracteristica deseable, ya que probablemente se
pudiera establecer su uso a nivel de praderas, justo donde se encuentran las heces del rebafio en
pastoreo conteniendo los huevos de los parasitos. Hasta ahora la informacién generada en el
presente estudio es muy limitada a este respecto y un proyecto encaminado a la bisqueda de un
método practico de aplicacion de estos nematodos tendra que ser diseiado para poder determinar
el posible uso potencial en el control de parasitos de importancia pecuaria. Las caracteristicas
deseables que debe tener un agente de control biologico son facil cultivo in vitro, un ciclo de vida
corto, alta tasa de reproduccion, facil aplicacion, seguridad para los organismos no blanco,
capacidad de busqueda de las presas, compatibilidad ecologica, adaptabilidad al medio ambiente,
capacidad de persistencia, potencial de dispersion, competitividad biolégica y amplio espectro de
eficiencia (Bilgrami, 2008). Algunas caracteristicas de esta lista han sido observadas en el
presente estudio con el género Butlerius sp. Por ejemplo, su facil adaptacion a cultivo in vitro (en
cultivos fecales), alta tasa de reproduccion (con incrementos poblacionales de hasta 268.33 veces
en un mes). El hecho de que Butlerius sp. haya mostrado actividad depredadora en contra de los
nematodos de vida libre evaluados, confirma que los nematodos depredadores actian como

reguladores bioldgicos de diversas poblaciones de nematodos en la naturaleza; no obstante, esta
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caracteristica tendra que ser analizada para determinar el impacto causado por el nematodo
depredador, ya que los nematodos de vida libre como Rhabditis sp. y P. redivivus son
considerados como organismos benéficos de gran importancia en el reciclaje de nitrogeno en el
suelo y de actuar como alimento para otros organismos como parte de la cadena alimentaria en
poblaciones de microorganismos del suelo (De Lara et al., 2003; 2007).
6.6. CONCLUSIONES
El nematodo depredador Butlerius sp. se aliment6 de los tres distintos nematodos Haemonchus
contortus (L3), P. redivivus y Rhabditis sp. Sin embargo, este nematodo muestra cierta
preferencia o selectividad por H. contortus y P. redivivus, reduciendo sus poblaciones en 92% y
81%,; respectivamente. Mientras que Rhabditis sp. fue el nematodo menos depredado y su
poblacion solamente se redujo en un 62%. Asimismo, la poblacion del nematodo depredador
Butlerius sp. se increment6é de manera diferente al alimentarse de los distintos nematodos presa.
La poblacion de Butlerius sp. se increment6 132 y 268 veces cuando se utilizaron H. contortus
(L3) y P. redivivus; respectivamente. Mientras que cuando este nematodo se alimentd de
Rhabditis sp. su poblacion se incrementd solamente 83 veces.
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VII. EVALUACION DEL HONGO NEMATOFAGO Duddingtonia flagrans PARA EL
CONTROL DE NEMATODOS GASTROINTESTINALES EN OVINOS DE LA RAZA
SANTA CRUZ
7.1. RESUMEN
En la presente investigacion se evaluo el efecto de la suplementacion de comprimidos
multinutricionales (CM) conteniendo clamidosporas del hongo Duddingtonia flagrans en ovinos
de la raza Santa Cruz sobre la poblacion de larvas de Haemonchus contortus en heces y sobre la
ganancia de peso. Se formaron 2 grupos de seis ovinos cada uno y se infectaron via oral con H.
contortus (Ls3). ElI grupo 1 (Testigo), se suplementd diariamente por 11 semanas, con alimento
comercial, melaza y alfalfa achicalada molida; el grupo 2 (Tratado), recibié una alimentacion que
consistia en 10 CM que contenian, sorgo 7%, pastas de soya 51%, salvado de trigo 20%, melaza
18%, sales minerales 2% y cal 2% y una dosis de 2x10° clamidosporas de D. flagrans, segin el
peso vivo de cada uno de los animales experimentales. Las muestras fecales fueron recogidas
directamente del recto de cada animal una vez por semana para estimar el numero de huevos
eliminados por g de las heces (HPG) con la técnica de McMaster. Se realizaron tres cultivos
fecales por animal en placas de Petri. Se muestre6 el peso vivo, sangre (volumen celular
aglomerado) y condicién corporal de ovinos y se registr6 cada semana. La viabilidad de las
clamidosporas de D. flagrans se evaluo durante todo el experimento, agregando 1 pellet fecal en
una placa de Petri conteniendo agua-agar al 2%. Los datos fueron analizados mediante una
prueba de t de Student, utilizando el programa SAS. Los resultados mostraron una reduccién en
la poblacion de larvas infectantes de H. contortus en cultivos fecales de los ovinos suplementados
con los CM en un 42.1-84.3% durante el todo el experimento, excepto en el 3 y 4" muestreo. La
ganancia de peso diaria fue muy similar en los ambos grupos de ovinos; siendo 136 g para el

grupo Testigo y 163 g para el grupo Tratado. Respecto al volumen celular aglomerado (VCA), el
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grupo tratado mostrd valores ligeramente mas bajos que el grupo Testigo; sin embargo, la
ganancia de peso no mostro diferencias estadisticas significativas. El parametro de condicion
corporal fue muy similar en ambos grupos. Respecto a la viabilidad de las clamidosporas de D.
flagrans in vitro, se observo la formacion y presencia de redes tridimensionales con nematodos
atrapados. El uso de D. flagrans utilizando como vehiculo de administraciéon los CM es un
indicador claro sobre la eficacia de los hongos nematéfagos que actian como agentes de control
bioldgico.

Palabras clave: Control biologico, hongos nematofagos, Duddingtonia flagrans, comprimidos
multinutricionales, Haemonchus contortus.

7.2. ABSTRACT

In the present assay, the effect of supplementing multinutritional pellets (MP), containing
Duddingtonia flagrans chlamidospores, to Santa Cruz breed sheep on a population of
Haemonchus contortus larvae in feces and on weight gain, was evaluated. Two groups of six
sheep each were ramdomly allocated and they were infected by oral route with H. contortus
(L3).Group 1 (Control) was daily supplied for 11 weeks with commercial food, molasses and
grinded alfalfa; group 2 (Treated) received 10 MP containing 7% sorgum, 51% soya paste, 20%
coat weath, 18% molasses, 2% mineral salts and 2% calcium. Multinutritional pellets containing
a dose of 2x10° D. flagrans chlamydospores per kg of body weight of every animal. Fecal
samples were daily collected from the rectum of each animal once a week to estimate the number
of eggs per gram of feces eliminated (EPG) using the McMaster technique. Three fecal cultures
in Petri dishes were carried out per each animal. Every week the following parameters were
recorded: live weight, packed cell volume (PCV) and body condition. The viability of D. flagrans
chlamidospores was assessed during all the study by adding 1 fecal pellet in a Petri dish

containing 2% agar-water. Data were analyzed by a Student t test, using the SAS software. The
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results showed a reduction which oscillated between 42.1-84.3% in the population of infective H.
contortus larvae in fecal cultures from the sheep supplemented with 10 MP except in the third
and fourth sampling. The daily weight gain was similar in both sheep groups: 136 g for the
control and 163 g for the treated. The treated group showed average PCV values slightly lower
than the control group; however, weight gain was not affected. The body condition was very
similar in both groups. With respect to the viability of D. flagrans chlamidospores, it was
observed the development and presence of tridimensional nets on trapped nematodes. The use of
D. flagrans using 10 MP as administration vehicle is a clear sign on the efficiency of the
nematophagous fungi which act as biologic control agents.

Key words: Biologic control, nematophagous fungi, Duddingtonia flagrans, multinutritional
pellets, Haemonchus contortus.

7.3. INTRODUCCION

Los nematodos gastrointestinales (Ngi) representan un grave problema econémico en la industria
ganadera nacional y mundial (FAO, 2001), provocando un severo impacto negativo
principalmente en zonas tropicales donde las condiciones de temperatura y humedad favorecen la
presencia de una variedad de parasitos (Poglaven y Batelli, 2006). Dentro del grupo de los ngi se
encuentra Haemonchus contortus, quien se caracteriza por ser un nematodo hematofago y
altamente patogeno (Gonzalez-Garduno et al., 2011). El control de ngi principalmente se basa en
el uso de farmacos de origen quimico convencionales como: los benzimidazoles, lactonas
macrociclicas e imidazotiazoles (Wolstenholme y Kaplan, 2011). El uso constante ¢
indiscriminado de estos productos antihelminticos en el ganado, ha generado el fenomeno de
resistencia antihelmintica (Lopez-Arellano et al., 2010; Sadiqqi et al., 2011). La otra desventaja

en el empleo de los antihelminticos es el riego de toxicidad (organofosforados) y la eliminacion
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de compuestos por los animales a través de las heces en su forma activa y pueden llegar a causar
un efecto nocivo en contra de organismos benéficos en la naturaleza (Martinez y Cruz, 2009).

En este contexto, es evidente la necesidad de métodos alternos y complementarios (Torres-Acosta
et al., 2011). Entre los métodos alternos de control que estan siendo estudiadas se dividen en
dos:1) Los métodos dirigidos a controlar a los nematodos en la fase parasitica, dentro de los
animales y que incluye a: a) vacunacion (Knox, 2011), b) genética de animales naturalmente
resistentes a los nematodos (Torres-Herndndez y Gonzalez-Gardufio, 2005), ¢) manipulacion de
la dieta (Torres-Acosta et al., 2004) y ¢) la utilizacion de plantas con propiedades antihelminticas
(Mendoza de Gives et al., 2011) y 2) Los métodos de control indirectos, que son dirigidos al
control de las fases libres 0 no parasitas que se encuentran en el medio ambiente (Mendoza de
Gives, 2011) y que involucra:a) el manejo de praderas, entre las que se encuentran los métodos
preventivos y b) el control bioldgico a través hongos nematdfagos (Mendoza de Gives y Torres-
Acosta, 2011; Sagiiés et al.,, 2011). Los hongos nematofagos son organismos del suelo que
producen trampas para capturar, matar y alimentarse de nematodos del suelo (Alfaro-Gutiérrez et
al., 2011). La especie Duddingtonia flagrans ha sido estudiada y su actividad antagénica de
nematodos parasitos de animales ha sido demostrada en pruebas in vitro como in vivo, pudiendo
ser una herramienta bioldgica en el control de parasitos del ganado (Mendoza de Gives, 2011;
Paraud et al., 2011). La forma de aplicacion de D. flagrans para el control de parasitos del
ganado es mediante la administracion de clamidosporas del hongo incorporadas en comprimidos
multinutricionales (CM) adicionandoles melaza para hacerlos mas palatables para los ovinos
(Casillas-Aguilar et al., 2008). Ademas, en la formulacion para la elaboracion de los (CM) se ha
adicionado una cantidad de proteina y energia 6ptima (Fitz-Aranda, 2010). Una vez que los
comprimidos son ingeridos por los ovinos, las clamidosporas en pasan a través del tracto

gastrointestinal de los animales y son eliminados junto con las heces al medio ambiente en donde
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germinan y forman sus trampas con las que capturan y matan a los estadios larvarios de los
parasitos para finalmente nutrirse de sus tejidos (Llerandi- Juarez y Mendoza de Gives, 1998;
Arroyo-Balan et al., 2008). La presente tecnologia es una manera indirecta de control de los
parasitos del ganado, ya que va dirigida a destruir a las fases libres de parasitos en las heces, con
lo que el ciclo biologico de los parasitos queda interrumpido, evitando la contaminacion de la
pradera y disminuyendo las reinfecciones del ganado que consume estos pastos. En la presente
investigacion se evalud el efecto de la suplementacion de comprimidos multinutricionales
conteniendo clamidosporas del hongo D. flagrans enovinos de la raza Santa Cruz sobre la
poblacion de larvas de H. contortus en heces y sobre la ganancia de peso.
7.4. MATERIALES Y METODOS
7.4.1. Localizacion
El trabajo se llevd a cabo en el Departamento de Helmintologia de Centro Nacional de
Investigaciones Disciplinarias en Parasitologia Veterinaria (CENID-PAVET), perteneciente al
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), ubicado en
Jiutepec, Morelos, México.
7.4.2. Animales experimentales
Se utilizaron 12 ovinos machos de la raza Santa Cruz de una edad entre 2 y 4 meses; con un peso
promedio de 23.5 (+4.0) kg., los animales recibieron una dieta de mantenimiento a base de alfalfa
achicalada y agua ad libitum.
Los ovinos se mantuvieron bajo confinamiento durante la fase experimental. Antes de realizar el
experimento se realizd un examen coproparasitoscopico utilizando la técnica de McMaster en el
Laboratorio de Helmintologia con la finalidad de verificar que los animales estuvieran libres de

parasitos.
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7.4.3. Material bioldgico

7.4.3.1 Duddingtonia flagrans

La produccion de clamidosporas se realiz6 a partir de una cepa Mexicana denominada FTHO-8
de D. flagrans perteneciente al CENID-PAVET, INIFAP del Laboratorio de Helmintologia, la
cual fue obtenida en muestras de suelo en Fierro del Toro, Huitzilac; Morelos, México (Llerandi-
Juarez y Mendoza de Gives, 1998).

La produccion del hongo se realizé a partir de siembras de material fungal en placas de Petri
(100x15 cm) con medio de cultivo a base de cema de trigo, bajo condiciones de esterilidad; para
posteriormente sellar e incubar las placas de Petri en la oscuridad a temperatura ambiente (25-30
°C) por un periodo de 21 dias.

Posteriormente bajo condiciones de esterilidad con una espatula de borde plano mediante la
técnica de raspado se recolectd todo el hongo producido de las cajas de Petri (Mendoza de Gives
y Valero Coss, 2009) (Figura la, b) para ser depositado y diluido en un matraz Erlenmeyer de
1000 mL agregando agua destilada esterilizada con antibidtico (Cloranfenicol 500 mg/L,
SIGMA )el cual fue sellado y mantenido a 4 °C, durante 24 horas; promoviendo la sedimentacién
de las clamidosporas, para descartar el sobrenadante y repetir el proceso hasta obtener una
suspension de clamidosporas libres de restos fungales, medio de cultivo y particulas de gran
tamafio.Para el conteo de clamidosporas, se emple6 una camara de Neubauer, siguiendo el

procedimiento descrito en el Catalogo General Brand 2005 (Paz Silva et al., 2011).
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Figura 1. a) Fotografia mostrando el cultivo in vitro del hongo nematéfago Duddingtonia
flagrans en medio cema de trigo-agar. b) Fotografia mostrando la cosecha del hongo mediante la
técnica de raspado de la superficie del cultivo.

7.4.4. Produccién de larvas L3 de H. contortus

La cepa de H. contortus fue originalmente obtenida a partir de un ovino infectado naturalmente
en el Rancho “Las Margaritas” del INIFAP en el municipio de Hueytamalco, Estado de Puebla,
Meéxico y mantenido en pases periddicos en ovinos experimentales en el CENID-Parasitologia
Veterinaria en Jiutepec, Morelos (De Jesus-Gabino et al., 2010). La obtencion de larvas
infectantes (L3) de H. contortus, se realiz6 a través de un ovino donador de huevos, para lo cual
se utilizd un cordero (sin previa exposicion al pardsito), que fue mantenido bajo condiciones
controladas de alojamiento y alimentacion. Este ovino fue infectado artificialmente con larvas del
tercer estadio del parasito a una dosis de 350 larvas infectantes por kg de peso vivo, via oral.
Después de un periodo pre-patente de 21 dias, las heces fueron colectadas directamente del recto
de animales infectados. Se empleo la técnica de McMaster para observar la presencia de huevos
de nematodos y para estimar el numero de huevos eliminados por gramo de heces.
Posteriormente, los cultivos fecales fueron colocados en recipientes plasticos y mezclados con

particulas de poliestireno. El material fecal fue macerado y mezclado con una cuchara de madera
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y se incorpord agua con la finalidad de mantener la oxigenacion y humedad adecuada de los
cultivos y de esta manera promover la eclosion de los huevos (Liébano-Hernandez et al., 2011).
Seis dias después se recuperaron las larvas de los cultivos fecales utilizando la técnica del
embudo Baermann por un periodo de 12 h (Valcarcel-Sancho et al., 2009). Para corroborar la
presencia de la infeccion en los animales experimentales, se realizd un monitoreo de heces
tomadas directamente del recto de cada animal a los 21 dias, para verificar la apariciéon de huevos
del parésito, utilizando la técnica McMaster (Método Coproldgico Cuantitativo) con lo que se
determiné ademas de la presencia del parasito el nimero de huevos por gramo de heces (HPG)
(Liébano-Hernandez et al., 2011).
7.4.5. Produccion de comprimidos nutricionales

Para la elaboracion de comprimidos nutricionales se utiliz6 la tecnologia empleada para la
elaboracion de comprimidos multinutricionales (Rubio y Vidal, 2000; Casillas-Aguilar et al.,
2008) se utilizaron los siguientes ingredientes con su respectivo porcentaje de inclusion: sorgo
7%, pasta de soya 51%, salvado de trigo 20%, melaza 18%, sales minerales 2% y cal 2%, los CM
se elaboraron con y sin clamidosporas de D. flagrans, posteriormente se dejaron secar por 24 h a
temperatura ambiente, la seleccion de los ingredientes se bas6 en distintas formulaciones y en las
necesidades de los ovinos para dar un aporte de energia de 2.59 Mcal y 27% (P.C) de proteina
(Fitz-Aranda, 2010). Los comprimidos multinutricionales se formularon para ovinos de dos a tres
meses de edad con un peso corporal promedio de 20-25 kg, el tamafio de los comprimido
multinutricionales fue de 3.5x2 cm de didmetro y el peso promedio de 11 gramos cada
comprimido, la cantidad de clamidosporas a agregar a cada CM dependi6é del peso corporal de
cada ovino y la cantidad de CM a consumir, con un minimo de 28x10° y un maximo de 58x10°

clamidosporas de D. flagrans (Figura 2 a, b, y ¢).
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Figura 2.a, b) Fotografias mostrando el proceso de forma artesanal de la produccion de
comprimidos multinutricionales. c¢) Fotografia mostrando el aspecto de los comprimidos
multinutricionales conteniendo clamidosporas del hongo nematéfago Duddingtonia flagrans.

7.4.6. Condiciones experimentales

Se utilizaron 12 ovinos machos de la raza Santa cruz, se formaron dos grupos de 6 animales cada
uno. Todos los animales fueron infectados via oral con H. contortus a una dosis de 350 Li/kg de
peso vivo. Los 12 ovinos estuvieron sujetos a una dieta de mantenimiento a base de alfalfa
achicalada y agua ad libitum.

El grupo I, recibi6 adicionalmente una dieta a base de 10 comprimidos multinutricionales
conteniendo 2x10° clamidosporas del hongo D. flagrans y sorgo, el grupo II recibié
adicionalmente una dieta a base de alimento comercial para borrego en crecimiento y engorda
(Marca: Nii-3, alimentos balanceados) y melaza, las dietas se administraron diariamente para el
grupo [ y II. Las dietas se elaboraron y pesaron de acuerdo al peso de los ovinos semanalmente.
Los animales se pesaron semanalmente desde el inicio y hasta el término del experimento

(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Disefio experimental de la presente investigacion.

Grupo Tratamiento Dosis/Periodicidad
Suplementacion con comprimidos multinutricionales 10 comprimidos
I* conteniendo clamidosporas de multinutricionales
D. flagrans** y alfalfa acicalada Diariamente por 11 semanas
T Suplementacion con Alimento comercial, melaza y Diariamente por 11 semanas

alfalfa achicalada

I’:IZO tg:\/inos de la raza Santa Cruz infectados con H. contortus dosis 350 Li/kg
**=Se utilizé una dosis de 2x10° clamidosporas/kg de peso corporal, distribuidas en 10
comprimidos multinutricionales.
n= 6 ovinos machos

7.4.7. Aplicacion de los tratamientos
Los tratamientos se aplicaron cuando se verificd que todos los animales se encontraban positivos
a la hemoncosis; esto se comprobo realizando examenes coproparasitoscopicos por la técnica de
McMaster. A partir de que los animales se encontraban con cargas parasitarias con un promedio
entre 50 y 7,250 huevos por g de heces (HPG), esto fue a la 4* semana post-infeccion. Se
realizaron muestreos fecales para determinar semanalmente el nimero HPG, se recolectaron
heces directamente del recto de los animales y se elaboraron cultivos fecales para obtener y
comparar el nimero promedio de larvas de H. contortus recuperadas de los cultivos. El grupo I
recibié una dieta a base de 10 CM conteniendo una dosis de 2x10° clamidosporas de D. flagrans
por kilogramo de peso corporal y sorgo, el grupo II recibié una dieta a base de alimento
comercial, melaza, las dietas para el grupo I y II se administraron diariamente por 11 semanas.
Las dietas se elaboraron de acuerdo al peso semanal de los ovinos. Los animales fueron pesados

semanalmente desde el inicio y hasta el término del experimento utilizando una béscula tipo

“Romana” (Figura 3).
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Figura 3.Fotografia mostrando el pesaje de los ovinos de la raza Santa Cruz, semanalmente.
7.4.8. Muestreos

Los muestreos se iniciaron a partir de la infeccién de los ovinos recolectando muestras de heces
directamente del recto, para determinar los valores de HPG y para la realizacion de cultivos
fecales que se incubaron durante 15 dias para obtener y cuantificar el nimero de larvas obtenidas
en los diferentes tratamientos. Asimismo, se realizaron muestreos sanguineos, para determinar el
volumen celular aglomerado (VCA) ya que el nematodo en estudio es hematofago y se comparo
el grado de anemia causado por el pardsito a los ovinos infectados artificialmente, estos valores

fueron registrados semanalmente (Figura 4).

Figura 4. Fotografia mostrando la colecta de sangre a partir de la vena yugular de los ovinos
experimentales.
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7.4.9. Muestreos de heces
Los resultados de la presente investigacion fueron considerados de acuerdo al nimero promedio
de larvas recuperadas de los coprocultivos en los diferentes grupos durante todo el experimento,
para obtener el porcentaje de reduccion del nimero de larvas por efecto de los tratamientos, de
igual forma las variables a evaluar fueron en primer lugar el nimero de huevos por gramo en
heces (HPG) y en segundo lugar el nimero de larvas recuperadas a partir de la elaboracion de
cultivos fecales para hacer una comparacion en la dindmica poblacional de larvas entre ambos
grupos.
7.4.10. Determinacion de la condicion corporal

La determinacién de la condicion corporal de los ovinos que conformaron los tratamientos [ y II
se realizd por palpacion de la region lumbar y la grupa, con las dos manos del evaluador se
estableci6 en forma aproximada la cantidad de musculo y grasa subcutinea entre la parte

espinosa y transversa de las vértebras (Figura 5).

Figura 5. Aspecto de la palpacion de la region lumbar de un ovino de la raza Santa Cruz para la
determinacion de la condicion corporal.
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El parametro que se otorg6 para calificar la condicion corporal del animal fue de una escala de 1
a 5 (Lucas-Tron, 2010). Las caracteristicas morfologicas evaluadas de los animales fueron las
siguientes:

1. Animales emaciados. Estan extremadamente delgados y se encuentran bajo riesgo de
morir de inanicidn. Caracteristicas: Las vértebras (ap6fisis espinosa y apofisis transversa)
se presenta con flacidez a la palpacion, debido a la escasez de tejido muscular y grasa.

2. Condicion corporal Regular. Generalmente se presentan medianamente delgados.
Caracteristicas: Las vértebras en sus apofisis espinosas y transversas se palpan con
facilidad; no obstante a la palpacion se percibe la presencia de una mayor cantidad de
musculo y grasa que el anterior.

3. Animales en buena condicion corporal. Caracteristicas: Ovinos con la presencia moderada
de tejido muscular y graso que a la palpacion se percibe entre las apofisis espinosa y
transversa es moderada. Las vértebras ya no se sienten tan facilmente y requieren de una
ligera presion debido a que ya hay grasa entre la piel y el musculo.

4. Animales ligeramente cebados. Caracteristicas: Estos animales estan ligeramente grasos y
se percibe una capa sobre el musculo que se aprecia como una consistencia grasa. Las
apofisis de las vértebras se pueden sentir al hacer presion sobre ellas.

5. Animales cebados: Caracteristicas: Estos animales presentan un cuerpo francamente
graso. Al momento de la palpacion se perciben las vértebras, aun sin ejercer presion sobre
ellas. El animal se encuentra totalmente cubierto de grasa.

7.4.11. Coprocultivos para la recuperacion de larvas infectantes de
Haemonchus contortus
Para la recuperacion de larvas infectantes de H. contortus se utilizaron 7 g de heces de ovino para

la elaboracion de coprocultivos en cajas de Petri (60x15 cm) (n=3). Las heces fueron depositadas
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en las cajas de Petri y maceradas con una cuchara metélica y adicionadas con 0.1 mL de agua
destilada estéril hasta conseguir una pasta homogénea y humeda. Los cultivos fecales fueron
incubados durante 15 dias a temperatura del laboratorio (25-30 °C) con la finalidad de permitir
que las larvas eclosionaran y el hongo D. flagrans ejerciera su actividad depredadora sobre ellas.
Los cultivos fecales fueron mezclados diariamente con una cuchara metalica para promover la
oxigenacion y con esto una mejor eclosion y sobrevivencia de las larvas. Posteriormente al
periodo de incubacion, se prepararon pequeios bultos con gaza utilizando heces de los cultivos
de manera individual. Los bultos se amarraron y se depositaron en el embudo de Baermann con
agua corriente, en donde permanecieron durante 24 h para finalmente obtener las larvas
sedimentadas en el fondo de los tubos de ensaye. El nimero de larvas recuperadas a partir de

coprocultivos se determin6d mediante la cuantificacion del numero de larvas en 10 alicuotas de 5

uL cada una (Arroyo-Balan et al., 2008; Fitz-Aranda, 2010) (Figura 6).

Figura 6. Aspecto de la elaboracion de cultivos fecales. a) Coprocultivos incubados durante 15
dias. b) Revision de coprocultivos diariamente. c) Preparaciéon de bultos con tela gasa para
depositarlo en el embudo de Baermann para la recuperacion de larvas infectantes de Haemonchus
contortus.

7.4.12. Viabilidad de las clamidosporas en las heces

Para determinar la presencia de clamidosporas viables del hongo D. flagrans en las heces, se

realizd una prueba de germinacion in vitro. Durante toda la fase experimental se verifico la



132

presencia de clamidosporas viables en las heces. Se coloco 1 pellet fecal de cada uno de los
ovinos que conformaban el grupo I en placas de Petri (100x15 cm) conteniendo agar
bacteriologico al 2%. Las placas de Petri con el pellet fecal se dejaron incubar por 10 dias y
posteriormente se observo la presencia o ausencia de larvas libres, larvas atrapadas, redes
tridimensionales con ayuda de un estereoscopio (4X). Las placas de Petri en los que se
encontraba el pellet fecal que presentaron estructuras atrapadoras (trampas) o nematodos
atrapados fueron consideradas como positivas y aquellas que no presentaran las evidencias antes
mencionadas se consideraron como negativas (Fitz, 2010; Ojeda Robertos et al., 2008).
7.4.13. Determinacion de la reduccion de larvas

El porcentaje de reduccion de la poblacion de larvas infectantes de H. contortus por acciéon del
hongo nematéfago D. flagrans fue estimada utilizando la siguiente formula:

X testigo - X tratado
Porcentaje de reduccion de nematodos= X 100

X testigo

Doénde:
Grupo testigo = Media de grupo control de nematodos recuperados;
Grupo tratado = Media del grupo tratado de nematodos recuperados;
(Fitz-Aranda, 2010).

7.4.14. Conteo de huevos de H. contortus por gramo de heces
El conteo de huevos por gramo en heces, se realizd a través de la técnica de McMaster. Este
método se utiliza regularmente para detectar y cuantificar huevos de nematodos
gastrointestinales. El procedimiento consistio en llenar la probeta con solucion salina saturada
hasta 28 mL y se agregan 2 g de heces, medidos por desplazamiento de 2 mL. Se tapa la probeta

y se homogeniza el contenido. Después de llenar la camara, se deja reposar durante 5 minutos
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con la finalidad de permitir el ascenso de los huevos. Posteriormente, se toma con un gotero la
cantidad suficiente de suspension para llenar los compartimentos de la camara de McMaster,
evitando formar burbujas de aire. Es recomendable antes de obtener la muestra con el gotero,
colocar en la boca de la probeta un pequefio trozo de gasa a fin de detener los residuos de detritos
o restos vegetales. Después de llenar la cdmara, se deja reposar durante 5 minutos con la finalidad
de permitir el ascenso de los huevos. Se observa al microscopio con el objetivo (10X). Este
volumen expresado en porcentaje significa que cada lado de 0.15 mL es el 0.5% del volumen
total de la probeta y 0.30 corresponde al 0.1% de la muestra; el nimero obtenido se multiplica
por 100 y puesto que en la muestra se utilizaron 2 g de heces, el valor se divide entre 2 y el
resultado se expresa como ntimero de huevos por gramo de heces (Liébano-Hernandez et al.,
2011).
7.4.15. Prueba hemética (Volumen Celular Aglomerado)

Para la prueba hematica, se tomaron muestras de sangre de cada ovino directamente de la yugular
con tubos y agujas estériles vacutainer, los tubos contenian heparina. Se tomaron muestreos a
partir de la infeccion experimental y hasta que terminé la aplicacion de los tratamientos con
diferencia de 7 dias entre una y otra. El parametro hematoldgico medido fue el volumen celular
aglomerado (VCA) también denominado hematocrito, se utilizaron capilares de vidrio para
micro-hematocrito, microcentrifuga estindar de laboratorio marca (M-600: SOLBAT), plastilina
y lector de micro-hematocrito. El procedimiento fue el siguiente: los capilares de vidrio para
micro-hematocrito fueron llenados con las muestras de sangre hasta tres cuartas partes de su
capacidad y se sellaron con plastilina, posteriormente se centrifugaron durante 5 minutos a 5000
rpm. Concluido este periodo, se procedié a la lectura utilizando un lector de microhematocrito y

el resultado fue expresado en porcentajes (Arroyo-Balan et al., 2008).
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7.4.16. Analisis estadistico
Los resultados fueron analizados usando el software Statistical Analysis System (SAS) (SAS
Institute, 1998). Se utilizo el analisis de la Prueba de t de Student para las variables, promedio de
larvas recuperadas, volumen celular aglomerado (VCA), peso, condicion corporal y huevos por
gramo en heces (HPG). Para la comparacién de esta ultima variable se utilizaron los datos
tranformados logaritmicamente para homogeneizar las varianzas y mejorar la distribucion de los

datos.

7.5. RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados sobre la reduccion de la poblacion de larvas de H. contortus en heces por accion
del consumo de los CM conteniendo clamidosporas del hongo, se muestran en la Figura 7. En
esta figura, se aprecia que durante todo el experimento a excepcion de las semanas 2, 3 y 4 hubo
una reduccion de la poblacion larvaria en las heces del grupo que ingiri6 las clamidosporas en los
comprimidos en un rango entre 57.8 y 78.7%. En la 2* semana la reduccion registrada fue de
solamente 30.5% y en las semanas 3 y 4 no se observd ninguna reduccion de la poblacion
larvaria. Los resultados estadisticos utilizando la prueba de t de Student, indicaron que hubo
diferencias entre ambos grupos (testigo y tratado) (p<0.05). El hecho de que en la mayoria de las
semanas se haya obtenido una reduccion promedio cercana al 70% es un resultado muy alentador
pues indica que el método evaluado consistente en la utilizacion de los comprimidos
multinutricionales como un vehiculo para la administracion de las clamidosporas del hongo D.
flagrans es exitoso. Estos resultados son similares con los reportados por De Almeida et al.
(2011), en donde encontraron una reduccion de larvas de Strongyloides sp.en campo en un 73.5%
utilizando una concentracion 1x10° de clamidosporas de D. flagrans/por kilogramo de peso vivo

mezcladas con alimento concentrado comercial durante 5 meses enla region sureste de Brasil.
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Los comprimidos multinutricionales en el presente estudio se utilizaron como suplemento para
los ovinos, la forma so6lida y compacta facilité el suministro de nutrientes, energia, proteina y la
adicion de las clamidosporas del hongo nematofago D.flagrans, ademas de cubrir las necesidades

y proporciones adecuadas de proteina y energia (Ruiz-Rodriguez, 2005).
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Figura 7. Nimero promedio de larvas recuperadas a partir de las heces de los animales de ambos
grupos | (suplementados con comprimidos multinutricionales) y II (Suplementados con alimento
comercial para ovinos) durante las 11 semanas (p<0.05).
El conteo de huevos de H. contortus eliminados en las heces de los animales experimentales en
ambos grupos de ovinos se muestra en la figura 8, en el grupo testigo y tratado a la semana 5 los
valores estuvieron en un rango de 2,000 a 5,000 HPG y posterior a la semana 6 el rango del grupo
testigo disminuyo a 50 HPG, sin embargo a la semana 6 el rango de HPG estuvo entre 1000 y
4000 HPG. Estos rangos de valores se mantuvieron de forma similar hasta el final del

experimento. En el cuadro 2 se muestran los promedios de los grupos testigo y tratado sin

transformar y tranformados logaritmicamente.
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Figura 8. Conteo de huevos de Haemonchus contortus (HPG) eliminados en heces de los ovinos
de ambos grupos testigo y tratado. Nota: El conglomerado de los valores promedio de hpg
registrados durante todo el experimento mostré que no hubo diferencias significativas entre
ambos grupos (p=0.05).

Cuadro 2. Promedios de huevos por gramo en heces (HPG) sin transformar y transformados
logaritmicamente.

Grupos Promedios de HPG sin ~ Promedios de HPG tranformados
transformar logaritmicamente
Testigo 1196.1 +£(1215.5) 6.6 =(1.0)
Tratado 1877.2 £(956.0) 7.2 £(0.9)
n=15

Respecto a los valores de HPG que se aprecian durante las 11 semanas que dur6 el experimento
se encontr6 una gran variabilidad en ambos grupos. La variabilidad en la eliminacion de los
huevos fecales en ovinos es una caracteristica observada regularmente y puede estar influenciada
por diversos factores como:1) el sexo, ya que los ovinos machos son mas sensibles a la infeccion
con Nngi, esto como resultado del efecto negativo que tiene la testosterona sobre la inmunidad de

los animales (Klein, 2000; Torres-Acosta y Aguilar-Caballero, 2005).
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Estudios sobre la prevalencia de las infecciones con ngi en caprinos en Nigeria a nivel de rastro
no mostraron efecto alguno del sexo sobre la prevalencia y la cantidad de HPG (P>0.05)
(Behneke et al., 2006), 2) edad y peso de los animales, los corderos jovenes son mas susceptibles
a la infeccion de los ngi que los adultos; en un estudio realizado por Schalling en el 2000, se
encontrd que los corderos menores de 6 meses de edad fueron mas susceptibles a los ngi que los
ovinos adultos. Se ha reportado que la susceptibilidad a la infeccion por ngi en los corderos esta
relacionada con la deficiencia de la respuesta inmune tipo Th2 (Kosi y Scott, 2001; Bautista-
Garfias, 2009). En relacion al peso se ha mostrado que los ovinos y caprinos menores de 7 kg de
peso vivo al destete son mas sensibles a las infecciones con ngi y sus efectos patologicos
(Santamaria-Colonia et al., 1995), 3) La raza de los animales, 4) La habilidad de desarrollar la
resistencia genética en las diferentes razas de ovinos es diferente, como ejemplo se encuentran la
raza Florida (Courtney et al., 1985; Amarante et al., 1999; Diaz-Rivera et al., 2000), St. Croix
(Zajac et al., 1990; Gamble y Zajac, 1992); y Red Maasai (Mugambi et al., 1997), 5) Aspecto
nutricional, 6) El desarrollo de la inmunidad es un factor dependiente de una alta disponibilidad
de nutrientes de naturaleza proteica (Colditz, 2002). 7) El uso de suplementos se ha convertido en
una alternativa para contribuir en la adecuada alimentacion de los ovinos (Burke, 2009). En un
estudio realizado por Torres-Acosta et al. (2004), se demostrd que ofrecer una alimentacion con
suplementos (nitrogeno proteico), se puede desarrollar el fendmeno de la resiliencia (habilidad
que posee el hospedero para soportar altas cargas parasitarias) y resistencia en cabritos criollos en
el tropico Mexicano, 8) Estado inmunologico, los ovinos adquieren la inmunidad contra los ngi
como resultado de la exposicion repetida a los antigenos de referencia, los mecanismos de la
inmunidad contra los diferentes ngi son tnicos y adaptados a los diferentes estadios del ciclo
bioldgico (Andronicos et al., 2010; Bautista-Garfias, 2010). Las razas de animales con resistencia
genética muestran una inmunidad innata a través de mecanismos humorales y celulares (Miller y

Horohov, 2006), 9) Idiosincrasia de cada individuo. Cabe mencionar que la variable de HPG se



138

ha aceptado como una variable para medir la resistencia o susceptibilidad ya que es una variable
altamente repetible y medianamente heredable (Torres-Herndndez y Gonzalez-Garduifio, 2005).
Por otro lado, la viabilidad de las clamidosporas de D. flagrans que lograron pasar el tracto
digestivo de los ovinos y que fueron eliminadas en las heces se muestra en el Cuadro 2; en donde
se aprecia la presencia o ausencia de larvas infectantes de H. contortus atrapadas por el hongo;
asi como la presencia de redes tridimensionales de captura o la formacion de micelio del hongo.
Los resultados de este experimento demuestran que las clamidosporas del hongo contenidas en
los CM fueron capaces de germinar en las heces una vez que pasaron a través del tracto digestivo
de los animales. La presencia de larvas infectantes de H. contortus capturadas en las redes
tridimensionales del hongo demuestra que el hongo a pesar de las condiciones adversas del tracto
digestivo conservaron su actividad depredadora. Estas estructuras se observaron en las placas de
Petri sembradas con las heces colectadas semanalmente durante las 11 semanas que dur6 el
experimento. Este resultado, indica que los animales que recibieron los CM siempre estuvieron
eliminando clamidosporas viables durante todo el experimento. La viabilidad de las
clamidosporas del hongo D. flagrans una vez que ha sido administrado en ovinos ha sido
recientemente evaluada por Ojeda Robertos et al. (2010) y se comprobd que la gran mayoria de
esporas es degradada y digerida en el tubo digestivo de ovinos. Esta situacion ha sido motivo de
una gran discusion en la busqueda de la aplicacion practica de esta metodologia para el control de
las nematodiasis utilizando hongos nematéfagos; no obstante, debido a que los hongos
nematofagos tienen un desarrollo exponencial se sabe que una pequeia cantidad de esporas
viables en las heces es suficiente para obtener resultados promisorios en la reduccién de la
poblacion de larvas infectantes en las heces y en el pasto. No obstante, los resultados reportados
por diversos autores han mostrado resultados muy variables en la eficiencia en la reduccion de la

carga parasitaria en el ganado utilizando distintas dosis de clamidosporas de D. flagras.
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Cuadro 3. Viabilidad de las esporas de Duddigtonia flagrans después de su paso a través de tracto digestivo de los ovinos tratados.

Semanas

No. ovino 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
+ + - + + + +

140 + + + + + + +
+ ; + ; ; + + + + +

+ + + + + + + + + +

143 + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +

+ + + + + + ; + + +

145 + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +

+ + + ; + + + + + +

146 + + + ; + + . + + +
+ + + + + + - + + +

+ + + ] + + + + + +

150 + + + ; + + + + + +
+ + + + + + + + + +

- - - - + _ + + + +

148 - - - - + ; + + + +
- - - - + - + - + +

Nota: (-) ausencia de redes o formacién de micelio, (+) presencia de redes tridimensionales y/o larvas de H. contortus atrapadas.
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La administracion oral de 3.5x10°millones de clamidosporas en suspension acuosa por kilogramo
de peso en cabras infectadas con H. contortus produjo resultados muy variables registrandose
valores méaximos de eficiencia contra larvas del parasito en heces de 36% a los 7 dias y a los 14
dias la reduccion maxima fue de 52.8% (Ojeda Robertos et al., 2005). En un estudio
administrando diariamente 1x10° de clamidosporas del hongo por kilogramo de peso en ovinos
resultdé en una reduccion de la carga parasitaria de 51.1% para H. contortus y 100% para
Cooperia sp. en ovinos rastreadores después de 5 meses de pastoreo (Mendoza de Gives et al.,
2006). Asimismo, el suministro de pellets multinutricionales conteniendo clamidosporas del
hongo en ovinos a dosis de 2x10° clamidosporas redujo en 82% la poblacién de larvas de H.
contortus en heces (Casillas-Aguilar et al., 2008). En otro estudio utilizando también una dosis de
1x10° clamidosporas de D. flagrans por kg de peso combinando con un tratamiento quimico
antihelmintico (Albendazol) se observaron reducciones de la poblacion larvaria en cultivos
fecales del 79% (Arroyo-Balan et al.,2008). En un trabajo reciente, se administraron dosis diarias
de 200, 000 clamidosporas de un aislamiento aislado en Argentina del hongo D. flagrans por kg
de peso vivo, los resultados mostraron 100% de reduccion de la carga parasitaria contra H.
contortus; 89.9% contra Teladorsagia circumcincta y 87.5% contra Trichostrongylus
colubriformis; 90% contra Cooperia oncophora y no se observo actividad contra T. axei (Sagués
etal., 2011). Los valores del Volumen Celular Aglomerado (VCA), peso y condicion corporal se
muestran en las figura 9 a, b y c. Los valores del VCA presentaron valores que oscilaron entre
30.5 y 35.5%, en el grupo testigo para el grupo tratado entre 26.67 y 33.83%. Los valores del
VCA del grupo tratado fueron ligeramente mas bajos que el grupo testigo (p>0.05); sin embargo
este parametro no afectd el peso de los animales experimentales. Los resultados estadisticos
utilizando la prueba de t de Student, indicaron que no hubo diferencias entre ambos grupos

(testigo y tratado), cabe mencionar que los niveles normales de VCA oscilan en un rango entre 27
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y 45% para ovinos (Rincon-Delgado et al., 2011). Respeto a los valores del peso corporal, como
se observa en la figura 9b, se encuentran en un rango de 23.33 y 34.58 kilogramos para el grupo
testigo y 23 y 36.08% para el grupo tratado, no hubo diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos (testigo y tratado).

La ganancia de peso diario fue muy similar en los dos grupos de ovinos; siendo 136 g para el
grupo testigo 1 y 163 g para el grupo tratado (p=>0.05). Respecto a los valores de la condicion
corporal se encuentran en un rango de 3 a 5, en ambos grupos.

El parametro que se otorgo para calificar la condicion corporal del animal fue de una escala de 1
a 5 (Lucas-Tron, 2010). El analisis estadistico utilizando la prueba de t, no mostr6 diferencias
significativas en ambos grupos, testigo y tratado. La condicidon corporal se aplica como un
indicador subjetivo de facil aplicacion para establecer las relaciones entre alimentacion y
produccion (Molina y Gallego, 1993)
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Figura 9. a) Promedio del peso de los animales experimentales de los grupos testigo y tratado
(p=0.05) b) Volumen celular aglomerado (p>0.05). c) Parametro de la condicion corporal de los
animales experimentales (p>0.05).

Los resultados de la presente investigacion muestran que la utilizacion de D. flagrans utilizando
como vehiculo de administracion los CM, puede contribuir de forma importante en la aportacion
de requerimiento nutricional y también por ende fortalecer el sistema inmunoldégico de los ovinos

de la raza Santa Cruz y las clamidosporas de D. flagrans ayudaran a mantener la contaminacion

en las praderas por ngi a niveles bajos que no represente un riesgo de salud para los animales. Es
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importante destacar que la presente investigacion se llevé a cabo en condiciones controladas y de
confinamiento, a futuro se debera desarrollar esta investigacion en condiciones de campo. La
utilizacion y aplicacion de los CM se debera considerar como una alternativa adicional, junto con
otras estrategias con la finalidad de controlar las parasitosis generadas por los ngi. Aunado a estas
perspectivas de la presente investigacion es necesario generar y desarrollar estudios sobre los
hongos nemat6fagos como agentes de control biologico de nematodos fitopatogenos; la dualidad
entre interaccion-atraccion de los nematodos por los hongos nematéfagos, utilizando los avances
de la biologia moderna y en especial las aplicaciones de la biologia molecular en el estudio de la
patogénesis fungica.
7.6. CONCLUSIONES
La suplementaciéon de ovinos de la raza Santa Cruz con comprimidos multinutricionales
conteniendo clamidosporas del hongo Duddingtonia flagrans (cepa mexicana: FTOH-8) reducen
la poblacion de larvas de Haemonchus contortus (L3) en un rango cercano al 70%. La ganancia
diaria de peso en los animales que consumen alimento comercial concentrado y en animales que
son suplementados con comprimidos multinutricionales conteniendo clamidosporas del hongo D.
flagrans es muy similar (cercana al 150 g/dia), no existiendo diferencia estadistica significativa
entre ambos grupos. Este resultado conduce a concluir que el aporte nutricional de los
comprimidos conteniendo clamidosporas del hongo D. flagrans es tan eficiente como un alimento
comercial; ademas de fungir como un excelente vehiculo para suministrar los hongos
nemato6fagos.
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VIII. DISCUSION GENERAL
La busqueda de microorganismos que actuen como enemigos naturales de las fases libres de estos
parasitos (ngi) ha ganado un lugar prioritario en las estrategias de control y prevencion de las
nematodiasis del ganado durante los ultimos afios (Mendoza de Gives, 2011; Baloyi et al., 2011;
Hoste et al., 2008; Hoste et al., 2011; Soto-Barrientos et al., 2011). Algunas bacterias como
Pasteuria penetrans han mostrado resultados prometedores en el control de nematodos parasitos
de importancia agricola y debido a que tanto nematodos parasitos de plantas como parasitos de
animales comparten el mismo habitat también comparten los mismos enemigos naturales quienes
de alguna manera regulan sus poblaciones evitando su crecimiento poblacional desmedido
(Gowen et al., 2008). No obstante, la especie Pasteuria penetrans posee un amplio rango de
nematodos a quienes se ha demostrado que parasita y afecta (Davies, 2009; Gomez et al., 2010);
hasta ahora no se habia encontrado ningtn reporte sobre su actividad contra nematodos parésitos
del ganado. La bacteria P. penetrans posee diversas ventajas para utilizarse como agente de
control bioldgico. Dentro de esas ventajas se encuentran la resistencia hacia el calor, la
desecacion y a la exposicion a algunos quimicos (como ejemplo los nematicidas) (Jansen et al.,
2011). La alteracion del metabolismo y dafio mecanico al cuerpo de nematodo, interfiere en la
reproduccion e inhibe la produccion de huevos del nematodo (Mendoza de Gives et al., 1999;
Davies, 2009; Gémez et al., 2010). Ademas, ha demostrado una efectividad en la regulacion de
poblaciones de Meloidogyne spp. en diversos agrosistemas (Talavera et al., 2002; Carneiro et al.,
2007; Javed et al., 2008). Sin embargo, se ha presentado un problema en la produccion masiva de
esporas de la bacteria P. penetrans. El mayor impedimento para el uso de este microorganismo
como producto comercial para el control de plagas agricolas causadas por nematodos, ha sido la

imposibilidad de su crecimiento en ausencia del nematodo hospedante, impidiendo su uso a gran
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escala con métodos de bajos costos de produccion (Bishop y Ellar, 1991). No obstante, estudios
recientes han informado acerca de una técnica de vanguardia para la reproduccion masiva in vitro
de varias cepas de Pasteuria en fermentacion liquida, utilizando un medio de cultivo que contiene
tejidos viables del nematodo Belonolaimus longicaudatus Rau y que puede ser utilizada también
para el control de especies de Meloidogyne spp. (Hewlett et al., 2009). En otro estudio se cultivd
a la bacteria P. penetrans sobre el nematodo fitopatdgeno M. javanica en cultivos de tejidos de
raices transformadas con Agrobacterium rhizogenes, pero solo se produjo una generacion de
endosporas. Las cuticulas de las hembras infectadas no llegaron a romperse y por lo tanto las
endosporas no se liberaron para iniciar el ciclo bioldgico de la bacteria (Verdejo y Jaffee, 1988).
El método de reproduccion in vivo, ha proporcionado cantidades de esporas suficientes para
realizar los estudios de investigacion y generar informacion del potencial que posee la bacteria P.
penetrans como agente de control biologico, tanto en condiciones de laboratorio como en
microparcelas. No obstante, la busqueda de técnicas modernas de biotecnologia y
especificamente las herramientas moleculares para lograr producir grandes cantidades de esporas
de esta bacteria hiperparasita de nematodos, han mostrado recientemente que esta barrera puede
superarse. Actualmente se han logrado obtener diferentes clonas en cultivos in vitro, a partir de la
bacteria Pasteuria ramosa que infecta al crustaceo planctonico del orden Cladocera, Daphnia
magna. La especificidad de infeccion de la clona obtenida de la bacteria P. ramosa mostré un
mayor numero de interacciones especificas con genotipos de D. magna que con otros
aislamientos utilizados. Las clonas de P. ramosa cultivadas in vitro infectaron en menor
porcentaje a D. magna, como perspectivas en este trabajo los autores sugieren lograr entender la
evolucion y dindmica del mecanismo de infeccion en el sistema que lo conforma la bacteria P.
ramosa y D. magna (Luijckx et al., 2011). Diversos estudios han sido enfocados a desarrollar un

producto comercial de gran efectividad en contra de los nematodos pardsitos de plantas
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(Fernandez y Juncosa, 2002; Hewlett et al., 2011). Este tipo de investigaciones amplia las
perspectivas de llegar a utilizar este organismo como un posible agente candidato de control
biologico en el area agricola y pecuaria.En el capitulo 2 de la presente tesis se presentaron
detalles sobre como se logrd obtener un aislamiento de Pasteuria-like que mostré cierta avidez
por parasitar la cuticula de larvas infectantes y contra larvas histotropicas del nematodo
gastrointestinal Haemonchus contortus lo que podra servir como un primer antecedente para
futuros trabajos que sean dirigidos a dar seguimiento a este organismo con un enfoque practico
hacia el control de H. contortus y otros nematodos de importancia pecuaria y de salud publica.
Otras bacterias han sido estudiadas como posibles agentes potenciales de control biologico de
plagas agricolas causadas por nematodos a diversos cultivos en area agricola (Hodgkin et al.,
2000; Tian et al., 2007; Soberon y Bravo, 2008), dentro de estas bacterias se encuentra Bacillus
thuringiensis que se ha utilizado como insecticida biologico mas utilizado comercialmente y
tradicionalmente se ha ocupado para el control de insectos plaga en la agricultura y mosquitos
vectores de enfermedades como la malaria y el dengue (Soberén y Bravo, 2008). Una
caracteristica importante de las proteinas Cry producidas por B. thuringiensis es que son
altamente especificas ¢ inocuas para vertebrados y otros insectos no blanco (Tabashnik et al.,
2011). En el area pecuaria se ha logrado caracterizar una proteina de B. thuringiensis (IB-16) que
ha mostrado una importante toxicidad en contra de larvas histotropicas del nematodo parasito H.
contortus (Hernandez-Linares et al., 2009). Posteriormente lograron identificar dos fracciones de
la proteina con pesos de 25 y 79 KDa, por cromatografia de alta resolucion (HPLC) que fueron
evaluadas in vitro, obteniendo una reduccion de las larvas histotropicas de H. contortus del
67.1% y 17.3% respectivamente (Vazquez-Pineda et al., 2010, 2011). Los estudios con estas
fracciones bacterianas estan siendo intensificados en la busqueda de un agente potencial de

control biologico de este importante parasito. Otra bacteria que infecta a nematodos es



155

Microbacterium nematophylum, este organismo fue encontrado casualmente en el nematodo
Caenorhabditis elegans adherida a la cuticula en la parte anterior del cuerpo de C. elegans
(Hodgkin et al., 2000). Se han identificado cinco genes (bus-1, bus-6, bus-8, bus-10, bus-12, bus-
18) que se encuentran involucrados en el proceso de infeccion de M. nematophilum con C.
elegans (Gravato-Nobre et al., 2005; Gravato-Nobre y Hodgkin, 2006). Hasta ahora cuenta con
muy escasa informacién sobre la biologia y espectro de infeccion de esta bacteria y se desconoce
si ésta posee actividad antagonica en contra de ngi. De manera similar otros organismos que han
sido identificados como antagonistas naturales de nematodos como por ejemplo, los acaros
depredadores de nematodos han mostrado una importante actividad depredadora de nematodos
fitopatogenos de importancia agricola (Muraoka y Ishibashi, 1976; Imbriani y Mankau,1983;
Bilgrami, 1994, 1997). En la presente investigacion (Capitulo 3), se encontrd por primera vez
evidencia de un acaro depredador con avidez por alimentarse de larvas infectantes de H.
contortus. Este hallazgo podria ser considerado como importante, ya que al demostrarse que estos
acaros poseen una actividad voraz contraeste importante parasito, podrian llegar a ser utilizados
en pruebas de campo para determinar su posible efecto potencial en la reduccion de individuos de
poblaciones de nematodos parasitos del ganado. Esta caracteristica podria conferir al dcaro una
categoria de agente controlador de nematodos parasitos del ganado. Una ventaja importante que
presenta el acaro L. penicilliger para utilizarse como agente de control biologico de parasitos es
que su reproducciéon es muy sencilla y pueden producirse una cantidad abundante de individuos
de esta poblacion (Wallwork, 1967). Otra ventaja es que el acaro presenta un ciclo de vida corto;
ademds de presentar una reproduccion partenogenética. Tomando en cuenta los resultados del
Capitulo 3 en los que se encontrdé una voraz actividad de los acaros para alimentarse de los
estadios infectantes del parasito bajo estudio, se tiene planeado dar continuidad a estos estudios y

llevarlos a nivel de praderas controladas para finalmente buscar la posibilidad de establecerlos a
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nivel de campo. La aplicacion practica de estos organismos para el control queda aun sin ser
dilucidada y es un reto. Los estudios con estos microorganismos deberan enfocarse a la
evaluacion de la reduccion de la poblacion de larvas infectantes de los parasitos en los potreros
en donde estos estadios de vida libre de los parasitos son la fuente directa de contaminacion.
Trabajos preliminares sobre la reduccion de la poblacion de larvas en estiércol del ganado y en la
vegetacion que rodea a las heces en el pasto deberan ser considerados cruciales para poder
traspolar la informacion a nivel de pruebas de campo. El uso del acaro nematofago L. penicilliger
podria aplicarse en praderas en donde se encuentren las larvas infectantes de nematodos parasitos
y estas a su vez podrian ser depredadas y consumidas por los acaros, disminuyendo su poblacion
y actuando como un agente descontaminante de la pradera. Considerando las caracteristicas
biologicas que ha mostrado en la presente investigacion el acaro L. penicilliger se propone para
futuros trabajos el estudio de la aplicacion practica de este organismo sobre la poblacion
parasitaria a nivel del pastizal. Otros antagonistas naturales de nematodos han sido reportados
con actividad en contra de nematodos, por ejemplo los nematodos depredadores como una cepa
del género Butlerius sp. que fue aislada del poblado de Tres Marias, Municipio de Huitzilac, del
Estado de Morelos, y ha sido evaluado por el método de coprocultivo in vitro en contra de larvas
infectantes de H. contortus, obteniendo una reduccion de la poblacion de larvas en un 82%
(Vazquez de Jesus, 2009). Otro organismo es la ameba Theratromyxa weberi (Protozoa:
Vampyrellidae) que se han cultivado en el nematodo Aphelenchoides rutgersi en donde han
observaron por microscopia electronica de barrido y de transmisidén, el contacto entre ambos
organismos. Los resultados por microscopia detransmision mostraron que la T. weberi utiliza el
protoplasma multinucleado para envolver a su presa en un tiempo de 3 h. Los resultados por
microscopia electronica de barrido, revelaron a los trofozoitos unidos al protoplasma y

posteriormente hubo contacto y envolvimiento de las larvas de nematodos por T. weberi (Sayre y
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Wergin, 1989). Otros organismos son los tardigrados. El género Hypsibius myrops du
BoisReymond Marcus, 1944, ha sido reportado como un antagonista natural de los nematodos
parasitos de plantas Meloidogyne incognita y Ditylenchus dipsaci, también del nematodo del
nematodo de vida libre Panagrellus redivivus (Sayre, 1969). También se encuentran los hongos
que infectan a los nematodos como Clonostachys rosea, que habita en el suelo y produce esporas
o conidios de resistencia y son adhesivos. Este hongo ha sido evaluado in vitro, y los resultados
que obtuvieron en la reduccion de la poblacion de los diferentes nematodos utilizados en la
confrontacion fue para Rhabditis sp. 71.9%, C. elegans 94.7%, P. redivivus 92.7%, H. contortus
87.7% vy Butlerius sp. 100% (Rodriguez-Martinez, 2011). El hongo nematofago Duddingtonia
flagrans este hongo posee la capacidad de transformar sus micelios en trampas, para capturar y
destruir nematodos, este método ecologico fue disefiado por el hombre para disminuir las
poblaciones de parasitos o plagas a densidades subclinicas aceptables o mantener esas
poblaciones a niveles no dafiinos usando antagonistas vivos. Este método nos ofrece una
estrategia eficiente y segura para la reduccion de poblaciones de nematodos, tanto de plantas
como de animales (Mendoza de Gives, 2011). Los resultados de la presente investigacion
conducen a concluir que la bacteria Pasteuria-like y el acaro nematofago L. penicilliger poseen
potencial para ser utilizados como agentes de control biolégico de la hemoncosis ovina. Sin
embargo; es necesario evaluar su posible aplicacion practica, en pruebas controladas y en trabajos
de campo. Se debe considerar que el uso de esta alternativa de control nos ofrece la ventaja de no
generar resistencia, a diferencia del control quimico. Los antagonistas o enemigos vivos naturales
de nematodos no pueden considerarse como suficientes para controlar las parasitosis por
nematodos, hay que disefar un programa integrado de control en el que se utilicen diversas

herramientas de manera que el problema pueda atacarse con diferentes estrategias.
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IX.CONCLUSIONES GENERALES
La bacteria Pasteuria/Pasteuria-like posee la capacidad de adosamiento in vitro a la
cuticula de diferentes estadios evolutivos de Haemonchus contortus y al nematodo de
vida libre Rhabditis sp. y a los nematodos Meloidogyne arenaria, M. javanica y M.

incognita.

La identificacion molecular de la bacteria Pasteuria (Pasteuria-like) muestra un 94% de

similitud con la bacteria Comamonas aquatica.

El acaro Lasioseius penicilliger muestra diferentes porcentajes de reduccion de la
poblacion de los nematodos H. contortus (L3), P. redivivus y Rhabditis sp. presentando

mayor actividad depredadora contra el nematodo Rhabditis sp.

El nematodo depredador Butlerius sp. posee actividad depredadora in vitro sobre los
nematodos H. contortus (L;), P. redivivus y Rhabditis sp.; existiendo una clara
predileccion por H. contortus y en menor grado sobre P. redivivus y Rhabditis sp.
seleccion de presa. El nematodo Butlerius sp. mostro una elevada tasa de reproduccion al
cultivarse en presencia de los distintos nematodos presa. El incremento poblacional de
este nematodo oscilé en un rango entre 80 y 263 veces.

La suplementacion con comprimidos multinutricionales conteniendo clamidosporas del
hongo Duddingtonia flagrans (cepa mexicana: FTOH-8) a dosis de 2x10° clamidosporas a
los ovinos de la raza Santa Cruz reduce la poblacion de larvas de Haemonchus contortus
(L3). Respecto a la ganancia de peso diaria fue muy similar en los dos grupos de ovinos
alimentados con concentrado comercial y suplementado con los comprimidos

multinutricionales. Este resultado conduce a concluir que el aporte nutricional de los
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comprimidos conteniendo clamidosporas del hongo D. flagrans es tan eficiente como un
alimento comercial; ademas de fungir como un excelente vehiculo para suministrar los

hongos nematofagos.
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