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Actividad depredadorain vitro

de Lasioseius penicilliger (Arachnida:
Mesostigmata) contra tres especies
de nematodos: Teladorsagia
circumcincta, Meloidogyne sp.

y Caenorhabditis elegans

Resumen

Elobjetivo de este estudio fue evaluarel comportamiento depredadorin vitro del
acaro Lasioseius penicilliger sobre tres especies de nematodos: Teladorsagia
carcumcincta (L, nemdtodo parésito de ovejas), Meloidogyne sp. (J,,
nemétodo pardsito de plantas), y sobre varios estadios de desarrollo de
Caenorhabditis elegans (nemétodo de vida libre). La coincubaciéon de los
acaros y los nemétodos se evalud en 2% agar-agua colocados en cajas de Petri
de plastico (2 cm x 1 cm didmetro). Se colocaron 1 000 nematodos de cada
especie y cinco dcaros en cada caja (10 réplicas) y se incubaron por cinco dias
a temperatura ambiente (18-25°C). L. penicilliger mostré comportamiento
depredador contra las tres especies de nemdtodos evaluadas. Los porcen-
tajes de actividad depredadora registrados fueron 95.1, 80.5 y 79.3, contra
Meloidogyne sp., C. elegans y T. circumcincta, respectivamente (P < 0.05).
Estos resultados sugieren que L. penicilliger tiene un importante potencial
como agente de control bioldgico contra nemétodos pardsitos.

Palabras clave: Acaro depredador; Nemétodos parasitos; Neotropical

Introduccién
Los nemétodos parasitos son responsables de enfermedades graves en plantas
y animales. Son una de las principales preocupaciones en la industria ganadera y
la agricultura (Fitzpatrick, 2013). Por ejemplo, Teladorsagia circumcincta es uno
de los neméatodos parésitos de ovejas econémicamente mds importantes en las
regiones templadas frias (Gossner et al, 2012). Por esta razon, el hombre ha
disefiado diferentes productos quimicos para el control de nematodos pardsitos;
sin embargo, el uso indiscriminado de medicamentos contra nemétodos pardsitos
y el consiguiente desarrollo y crecimiento de la resistencia a los farmacos en los
parasitos, han alentado a los investigadores de todo el mundo a buscar nuevas
estrategias de control (Kaplan, 2004; Davies y Spiegel, 2011; Good et al, 2012;
Torres-Acosta et al., 2012b).

Por lo tanto, surge la necesidad de utilizar alternativas al control quimico, como
es el control biologico (Sayre y Walter, 1991; Timper, 2011).
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Respecto a la importancia econdémica de los neméatodos pardsitos de rumian-
tes, se ha hecho hincapié en la necesidad de emplear herramientas moleculares
en combinacién con métodos convencionales para el diagnostico de infecciones
por neméatodos. Estas herramientas se aplican en las investigaciones de la epide-
miologfa del parasito y de deteccién de resistencia a los medicamentos (Roeber et
al,, 2013). Por otra parte, la produccién de diferentes cultivos se ve afectada por
una variedad de organismos patdgenos que perjudican gravemente la produccion,
desarrollo y vigor de las plantas (Back et al., 2002). Entre estos patdgenos se en-
cuentran los fitoneméatodos, que causan diversa sintomatologia —segun el género
y la especie—, y son capaces de dafar diferentes partes de la planta. El grado de
patogenia depende de la agresividad de la cepa, asi como de las adaptaciones
anatomicas y fisioldgicas de cada planta al parasitismo (Dutta et al,, 2011).

En este contexto, Meloidogyne spp., que pertenece al grupo de nemétodos
formadores de agallas, se considera una de las plagas més importantes en diversos
cultivos, principalmente en los pafses tropicales y subtropicales, donde estos para-
sitos estan distribuidos in extenso (Luc et al, 2005) y provocan pérdidas econo-
micas anuales severas estimadas en $125 millones de délares americanos a nivel
mundial (Hodda y Cook, 2009; Safdar y McKenry, 2012; Sikora y Fernandez, 2005).

Como en el caso de los rumiantes, los métodos alternativos de control —como
el biolégico— urgen para aliviar la enorme carga econdmica que los nemétodos
pardsitos causan a la industria de la agricultura (Van der Putten et al.,, 2006).

Los nematodos en el suelo tienen varios enemigos naturales, tales como virus,
protozoarios (Bjornlund y Ronn, 2008), platelmintos, insectos, tardigrados (Sayre y
Walter, 1991), nemétodos “depredadores” de otros nematodos (Bilgrami, 2008),
bacterias, hongos nematdfagos (Mendoza de Gives y Torres-Acosta, 2012) y los
acaros (Aguilar-Marcelino et al, 2014). Las especies de los dcaros Mesostigmata
del género Lasioseius (Berlese, 1916), que tienen distribucion mundial y pertene-
cen a la familia Ascidae (Ibidem), se consideran depredadores y se encuentran en
diversos sustratos, tales como el suelo, la basura y en la asociaciéon con insectos y
vertebrados (Walter y Lindquist, 1997).

En particular, la especie L. penicilliger tiene ventajas por sus caracteristicas
como agente potencial de control bioldgico, tales como su corto ciclo de vida y
su reproduccion partenogenética, que permiten el aumento de su poblacion a
mediano plazo. El L. penicilliger utilizado en este andlisis se ha mantenido en el
laboratorio durante cinco afios alimentado con nemétodos. Esto es importante para
seleccionar acaros con preferencia alimenticia de nemétodos parasitos. Al respecto,
existen pocos estudios sobre el uso de los dcaros como agentes de control contra
neméatodos parasitos.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad depredadora in vitro
de L. penicilliger sobre T. circumcincta (Lz), Meloidogyne sp. (J,) y C. elegans para
probar la hipdtesis de que este dcaro se alimenta de manera diferente de los ne-
matodos en funcion de su tamafio y de la presencia o no de una cuticula externa.
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Material y métodos
El origen del material bioldgico manejado fue el siguiente:

Acaro

Lasioseius penicilliger (Arachnida: Mesostigmata) se aisld de muestras de suelo
en Morelos, México, en 2009 y se identificd de acuerdo con Hughes (1976). Des-
de entonces, la cepa 4caro se ha mantenido en el laboratorio de Helmintologfa del
CENID-PAVET mediante el cultivo en placas de Petri (2 cm de didmetroy 1 cm de
alto) que contienen agar-agua al 2% a temperatura ambiente (27 £ 2 °C), en con-
diciones de oscuridad (Bilgrami, 1994). Una vez por semana, Panagrellus redivivus
(Nematoda) se aproveché como alimento para los &caros en las placas de cultivo.
Los &caros adultos —tanto machos como hembras— se emplearon al azar.

Neméatodos

I Teladorsagia circumcincta. Esta especie de nemétodos se aisld de un cier-
vo parasitado de forma natural en el estado de Guerrero, México, en 2011
(Liébano-Hernandez, inédito) y se identificd de acuerdo con sus caracteristicas
morfoldgicas (Indre et al, 2011; Van Wyk et al,, 2013). Desde entonces, se ha
mantenido como un aislado puro en el CENID-PAVET mediante pases conti-
nuos en ovejas jovenes susceptibles.

I Meloidogyne spp. Este nemétodo se aisld de plantas de tomate infectadas
(Lycopersicon esculentum Mill) del municipio de Jojutla, estado de Morelos,
México. Esta cepa se cultivd bajo condiciones de invernadero en Jiutepec, Mo-
relos, México, y se mantuvo por pasajes sucesivos en las plantas de tomate en
condiciones controladas.

I Caenorhabditis elegans. Se ocupo6 la cepa N2, variedad Bristol. Este neméto-
do se cultivé en placas de Petri que contienen NGM (medio de crecimiento
de nemaétodos). Como primer paso, una cepa comercial de Escherichia coli
silvestre (ER2738, Nueva Inglaterra, Lab Biolabs) se cultivd en NGM durante 2
horas a 37 °C. Una abundante poblacion de nemétodos se logré mediante su
transferencia a nuevas placas de Petri que contenian bacterias que crecen en
NGM durante tres dias (Carvalho et al, 2014).

Disefio experimental
Para la medicién de la capacidad depredadora de los &caros contra los nematodos se
utilizaron cajas de Petri de pléstico (2 cm de didmetro x 1 cm de alto). La caja de Pe-
tri, con 2% de agar bacterioldgico en agua (WAPD), fue la unidad experimental. Du-
rante el experimento, las cajas se mantuvieron a temperatura ambiente (18-25 °C).
El experimento consistié en colocar cinco L. penicilliger adultos y 1000 lar-
vas de nemdtodos en cada WAPD con 10 repeticiones de cada tratamiento. Los
tratamientos fueron los siguientes: S1: T. circumcincta (Lz); S2: Meloidogyne sp.
(J,); S3: C. elegans. Cada WAPD se incubé durante cinco dias y al final de este
periodo los &caros se separaron de forma manual. Los WAPD se lavaron con agua
corriente para recoger las larvas. Después de tres lavados, los nemétodos de cada
serie se recuperaron por la técnica del embudo de Baermann después de 12 horas
(Thientpont et al., 1986).
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Luego, el conteo de nemétodos se llevd a cabo mediante la colocacion de
10 alicuotas de 5 pL sobre un portaobjetos de vidrio y se examind bajo un mi-
croscopio éptico (10X). Una vez registrados los datos, la tasa de sobrevivencia y
el porcentaje de depredacion de L. penicilliger en cada especie de neméatodo se
calcularon de la siguiente manera:

Tasa de supervivencia = nimero de larvas recuperadas/ 1000

mnn en el grupo control — mnn en el grupo tratado
mnn en el grupo control

Porcentaje de depredacion = x 100

En donde mnn = media del nimero de neméatodos.

Analisis estadistico

Los datos se normalizaron utilizando la transformacion de raiz cuadrada y se
analizaron mediante un disefio completamente al azar en un arreglo factorial de
tratamientos [tres especies de nematodos x dos niveles de &caros—(ausencia/pre-
sencia)]. Las medias se compararon mediante la prueba de Tukey (SAS, 1998). Un
valor de P < 0.05 se considero significativo.

Resultados

Después de cinco dias de coincubacién nemétodo-acaro, el nimero de larvas recu-
peradas (media £ desviacion estandar) en el control (C) y grupos tratados (T) fue
de 792 £ 233 (C) y 164 = 262.9 (T) para T. circumcincta; 415 £ 11.9 (C) y 20 +
34 (T) para Meloidogyne sp., y de 335 + 166.7 (C) y 65 £ 66 (T) para C. elegans.
Los porcentajes de depredacion de L. penicilliger fueron de 79.3% en T circum-
cincta, 95.1% en Meloidogyne sp. y de 80.5% en C. elegans (figural). Cabe desta-
car que ninguno de los &caros murié durante el experimento (datos no mostrados).
El cuadro1 muestra los resultados del andlisis de varianza. Como se esperaba, la tasa
de supervivencia siempre fue mas baja en presencia de los dcaros (P < 0.05). En
la ausencia de &caros, T. circumcincta mostré una tasa de supervivencia mayor que
la de los otros dos nemétodos, posiblemente porque Meloidogyne sp. y C. elegans
estaban completando sus ciclos de vida y no tuvieron alimento durante los cinco
dias de la prueba, mientras que T. circumcincta estaba en su estadio infectivo y no
necesitaba comida. En presencia de L. penicilliger la tasa de supervivencia de C
elegans fue similar a la de Meloidogyne sp. y T circumcincta (P < 0.05), pero la
tasa de supervivencia de Meloidogyne sp. fue significativamente menor que la de
T. circumcincta (P < 0.05).

Discusién

Se esté4 considerando a los dcaros como prometedores agentes de control biolé-
gico para una serie de plagas agricolas (Chen et al., 2013). Los resultados de este
informe apoyan esta idea con base en que L. penicilliger fue capaz de aprovechar-
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900 1de dz_g;zzgcién se de los tres diferentes nematodos evaluados, indepen-
—_ dientemente de su origen taxonémico.

800 B Con &caros La tasa de supervivencia de Meloidogyne sp. (J,) fue

B Sin4caros menor que la de T. circumcincta (Lz), lo que sugiere un

g 700 comportamiento depredador selectivo de los é&caros en

8 contra de distintos taxones de nemétodos, lo que podria

Gg’. 600 estar relacionado con las diferencias entre la estructura

] 95.1% de la superficie de los nematodos parésitos de animales

% 200 ded?ﬂacmn 80.5% y la de nemétodos pardsitos de plantas (Gravato-Nobre

r_au 400 de depredacion y Evans, 1998).

9 i Raleigh et al (1996), por ejemplo, encontraron la

° 300 presencia de una vaina en las larvas de nemétodos pa-

g rasitarios de rumiantes, que acta como una cubierta

> 200 protectora. Alternativamente, otros miembros del género

Lasioseius spp., por ejemplo, L. subterraneus, han demos-

100 trado una enorme actividad depredadora contra nemato-

dos de la raiz (Walter et al, 1993). Sin embargo, hasta

0 ahora hay informacién muy limitada acerca de los habitos

T circumcincta Meloidogyne sp. Caeg;?:ﬁsditis de alimentacion de L. penicilliger como &caro depredador

de nematodos parésitos de animales.

Recientemente esta especie ha revelado una poten-
cial actividad letal in vitro contra larvas infectantes de H.
contortus (Aguilar-Marcelino et al., 2014). Parte de la in-
formacién sobre la actividad depredadora de otras espe-
cies Lasioseius se ha registrado en contra de nemétodos

Figura 1. Larvas recuperadas (de 1000) y porcentajes
promedio de depredacién de L. penicilliger en Teladorsagia
carcumcinta (Lz), Meloidogyne sp. (J,) y Caenorhabditis
elegans (diferentes estadios de desarrollo) después de
cinco dias de coincubation in vitro. Cada punto representa

la media * la desviacién estandar (n = 10).

Porcentaje de depredacién = [(promedio de nemétodos
sin 4caros - promedio de neméatodos coincubuados con

pardsitos de las plantas de importancia econdémica. Por
ejemplo, L. scapulatus manifest6 99% de actividad de-
predadora in vitro contra Aphelenchus avenae (Imbriani

acaros) / promedio de nemétodos sin &caros] x 100. y Mankau, 1983).

Con respecto a la actividad depredadora de L. peni-

cilliger contra nematodos parésitos de animales, un tra-

bajo reciente in vitro demostré 80% de depredacion de este dcaro contra larvas

infectantes de H. contortus (Aguilar-Marcelino et al., 2014). Tales observaciones

sugieren que, tal vez, L. penicilliger actia de manera similar contra otros miembros

de la familia Trichostongylidae. Los resultados del presente estudio también in-

dican una alta actividad depredadora de L. penicilliger en las tres especies de
nematodos valoradas.

El hecho de que dos de las especies de nematodos analizados (7. circumcinc-
ta y Meloidogyne sp.) sean patdgenas para los rumiantes y las plantas, podria tener
una implicacién importante en otros estudios en busca de una posible aplicacién
de agentes de control bioldgico contra nemétodos pardsitos tanto de animales
como de plantas.

En este sentido, es importante destacar que el habitat natural de las larvas in-
fectantes de T. circumcincta y los otros miembros del grupo de nemétodos parési-
tos de rumiantes es precisamente la materia fecal. Un aumento de la poblacién de
dcaros depredadores se ha logrado con el empleo de abono orgénico en estudios
en los que se utilizaron los 4caros depredadores para el control de nemétodos de
citricos (EI-Banhawy et al, 1997). Por lo tanto, tal vez una de las aplicaciones de
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Cuadro 1. Tasa promedio de supervivencia de Teladorsagia circumcinta (Ls),
Meloidogyne sp. (J,) y Caenorhabditis elegans (diferentes estadios de
desarrollo) después de cinco dias de coincubacién in vitro con L. penicilliger.

Tasa
Especie de nematodo | Nivel de acaros de supervivencia!
Promedio £ DE
. . Ausencia 10 0.79 £ 0.22°
T. circumcinta .
Presencia 10 0.16 = 0.26¢
_ Ausencia 10 042 £0.12P
Meloidogyne sp. - q
Presencia 10 0.02 £ 0.03
Ausencia 10 0.34 +0.17P
C. elegans : d
Presencia 10 0.07 £ 0.07¢

'Tasa de supervivencia = niimero de larvas recuperadas / 1000

los &caros depredadores, por ejemplo, L. penicilliger, para el control de nemétodos
pardsitos de rumiantes serfa a través de su uso en las heces de campo.

En este momento, sélo se trata de una especulacién, porque los resultados
se obtuvieron in vitro y se deben tomar con cautela. Por otro lado, el hecho de
que L. penicilliger haya actuado contra C. elegans (un nemétodo de vida libre)
podria ser una caracteristica indeseable. Falta mucho por estudiar para establecer
con precisién el potencial de los dcaros como agentes de control bioldgico, ya que
L. penicilliger es capaz de alimentarse tanto de nematodos parésitos de animales
como de nemétodos parasitos de plantas.

Conclusiones

La presente investigacion reveld la importante actividad depredadora del acaro
L. penicilliger contra larvas infectantes de T. circumcincta. Hasta la fecha, todavia
no estéd claro como un control bioldgico que use &caros reducirfa la poblacién de
larvas parasiticas en el campo.
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