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Identificacién molecular de un nematodo parisito de la
babosa plaga Derocera reticulatum (miiller 1774)

Molecular identification of a nematodo parasite of the
slug infects Derocera reticulatum (miiller 1774)

Maceto Celemin, B;' Becerra, D. C.;" Rodriguez Villamizar, E™

Resumen. Los métodos morfométricos para identificacién de especies de nematodo
muy cercanas son sumamente dificiles de reconocer, ademds de ser un trabajo muy
arduo y desarrollado por expertos. Los avances moleculares son métodos que permiten
comprobar los andlisis morfométricos y han facilitado la identificacién de algunas
especies muy complejas que anteriormente no se habian podido caracterizar. A espe-
cies de nematodos relacionadas muy cercanamente, pero con ecologia muy diversa,
se les puede aplicar y estandarizar técnicas de biologia molecular como extraccién,
amplificacién y secuenciacién de ADN, que son utilizadas para conocer el género del
nemdtodo de interés. El nemdtodo de interés de este trabajo tiene potencial biocon-
trolador, y a partir de estos resultados se aislé, multiplicé e identificé molecularmente
a Caenorhabditis sp. como un nematodo pardsito de Deroceras reticulatum, babosa
plaga de los cultivos de la Sabana de Bogot.

Palabras clave: secuenciacion, amplificacién, ADN, biocontrolador, Caenorhabditis
sp., Deroceras reticulatum.

Abstract. The morphomemetric methods of identification of very closely related spe-
cies of nematodes are very difficult to recognize, in addition to being a very arduous
work developed by experts. Molecular advances are methods allowing the verification
of morfometric analysis. They have facilitated the identification of some very complex
species that could not be characterized before. To very closely related nematode spe-
cies, techniques of molecular biology like extraction, amplification and sequentiation
of DNA that are used to recognize the genus of the nematode in question, can be
applied and standardized. The nematode of interest to this work possesses poten-
tials of a biocontroller. Emerging from these results, Caenorbabditis sp. was isolated,
multiplied and identified on the molecular level as a nematode parasite of Deroceras
reticulatum, a slimy plague for the cultivations of the Savannah of Bogotd.
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1. INTRODUCCION

La produccién agricola desempefia un papel muy importante en la economia Co-
lombiana. En la actualidad, en un contexto caracterizado por la busqueda de cultivos
sanos, considerados de mayor valor nutritivo y demanda, se desarrollan investigacio-
nes sobre diferentes tipos de métodos para eliminar las distintas plagas que atacan a
las siembras, y se ofrecen en los mercados agricolas controladores biolégicos que no
contaminan el suelo, las aguas y los productos obtenidos de las cosechas.

Colombia, como otros paises del continente, ha sufrido los dafios causados por las
babosas. Esta plaga pertenece a la Clase Gastropoda, Orden Stylommatophora,
dentro de la cual se destacan las familias Agriolimacidae, Limacidae, Milacidae y
Arionidae por estar mds relacionadas a la agricultura (Bourne ez 4/, 1990). Entre
las especies que afectan cultivos agricolas en el mundo, la mds comtn corresponde
a la babosa chica gris (Deroceras reticulatum Miiller) (Castillejo, 1999). En Chile,
la principal especie plaga para la agricultura también la constituye D. reticulatum
(Miiller, 1774), originaria de Europa y que se adapté a las condiciones climdticas de
la mayoria de los valles cultivados del pais, causando dafios considerables en algunos
cultivos (Crovetto, 1992).

El control biolégico de esta plaga ha sido poco estudiado en Colombia. Sin embargo,
en Europa hace mds de 8 anos que se descubrié el nematodo Phasmarhabditis herma-
phrodita (Schneider) parasitando babosas, con lo que se aporté una efectiva alterna-
tiva de control biolégico de la plaga (Wilson ez al., 1994). En Colombia, al igual que
en paises como Inglaterra, se aisl6 un nematodo de la misma familia Rhabditidae,
pero de género Phasmarhabditis, con la misma capacidad de causar mortalidad en
las babosas para ser utilizado como controlador biolégico. Fue Rincén quien aislé el
primer nematodo pardsito de la babosa plaga D. reticulatum, parésito que ataca los
cultivos de hortalizas y algunos frutales de la Sabana de Bogotd. Este nematodo del
género Caenorhabditis pertenece a la familia Rhabditidae, la misma familia de P
hermaphrodita (Schneider), y se identific6 en este trabajo como Caenorhabditis (Rin-
cén, 2006). Caenorhabditis elegans es un gusano nematodo que pertenece a la familia
Rhabditidae, mide aproximadamente 1 mm de longitud, vive en ambientes templa-
dos, y ha sido una herramienta importante para la ciencia ya que ha sido considerado
un modelo cientifico para el anilisis de muchos estudios, entre ellos el geonémico

Revista Tumbaga 2009 | 4 | 149-167 150



CIENCIAS - BIOLOGICAS

como las mutaciones, y embriolégicos para observar el desarrollo de las células en
diferentes estados (Navarro, 2003).

C. elegans tiene una estructura bilateral simétrica, con cuatro cordones epidérmicos
y una cavidad que contiene una serie de fluidos que le dan un aspecto transparente
a contraluz. Los miembros de esta especie tienen muchos de los drganos y sistemas
de cualquier otro animal. Se alimenta de microorganismos, tales como la bacteria
Escherichia coli. El C. elegans tiene sexo hermafrodita, aunque existe un infimo por-
centaje de especimenes masculinos (menos del 0.05% del total). Su anatomia estd
conformada por una boca, faringe, intestinos, génadas y una cuticula de coldgeno.
Los machos tienen una sola génada, vasos deferentes y una cola especializada para la
copula. Los hermafroditas tienen dos ovarios, oviductos, una cavidad para almacenar
el esperma, y un ttero (Wikipedia, 2006)

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Recoleccién de muestras

Las babosas se recolectaron en una finca en el municipio de Tenjo, Cundinamarca, a
quince minutos de la ciudad de Bogot4, en dos temporadas, una en el mes de junio
y la otra en el mes de agosto, en las horas de la manana. Estas se desarrollaron predo-
minantemente en cultivos orgdnicos de hortalizas caracterizados por ser policultivos,
ubicados a una altura de 2.587 m.s.n.m., temperatura promedio anual de 14°C,
promedio de precipitacién anual de 764mm y suelos de textura franco-limosa.

2.2 Aislamiento del nematodo

Caenorhabditis elegans (Miiller, 1774), se aislé de D. reticulatum, babosa plaga de los
cultivos de hortalizas. Se recolectaron ejemplares de esta babosa en diferentes etapas
de desarrollo, se los llevé al laboratorio de microbiologfa molecular, se mantuvieron
en una temperatura promedio de 15°C y fueron alimentadas con lechuga fresca du-
rante 15 dias. Después de exponer babosas sanas con babosas enfermas infectadas
con nematodos, eran observadas al estereoscopio, buscando sintomas de tumor en el
manto de la babosa. Las babosas infectadas eran llevadas a un aparato llamado Baer-
mann, el cual, consistia en un embudo conectado a una manguera de color oscuro
y soportado por un frasco de 750 ml. Se colocé la babosa enferma en el embudo, el
cual soportaba un papel filtro, se le agregé agua estéril y se dejé alli durante 6 horas.
Se pasaban los nematodos a través del papel, donde éstos se recolectaron en un fal-
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cén de 15 ml, se llevaron a centrifugar dos veces a 14.000 r.p.m. por 4 minutos, y se
limpiaron con bafos consecutivos con agua estéril. Luego se colocaron en una caja de
Siracusa donde fueron observados al estereoscopio. A un palillo se le colocé un pelo
muy fino, y con ese instrumento se escogieron adultos hermafroditas y se llevaron al
medio de cultivo.

2.3 Medios de cultivo

Se desarrollaron dos medios de crecimiento para el nematodo, medios liquidos, me-
dios sélidos.

2.3.1 Medsos liquidos

Se efectuaron tres tratamientos para estos tipos de cultivo y se denominaron Cel,
Celal (medio base + almidén + extracto de carne) y Celamy (medio base + aceite
de maiz + yema de huevo). Para el tratamiento 1 (Cel), el cual contenia: 1 gr. de
peptona, 0.5 extracto de levadura, 0.5 de NaCl; éste correspondia al medio base. El
tratamiento 2 (Celal) consistia en el mismo medio base, pero se le adicioné: 0.3 gr.
de almidén y 0.3 gr. de extracto de carne. El tratamiento 3 (Celamy) contenia el
medio base pero se le agregd: 0.5 ml de yema de huevo y 4 ml de aceite de maiz.

Se utilizaron frascos de compota, que luego de servidos con cada uno de los medios
se esterilizaron; cada tratamiento con cuatro repeticiones y el control, en el cual
no se inoculaban los nematodos, a cada frasco se le agregaron 20 ml de medio y se
inocularon 30 nematodos adultos hermafroditas. Estos medios se mantuvieron en
incubadora durante 12 dias a una temperatura de 25°C en un shaker a 800 r.p.m.
constante, y cada tres dias se destapaban, para que se oxigenara el medio.

2.3.2 Medios sélidos

Para los medios sélidos se desarrollaron tres tratamientos cuyas denominaciones y
composiciones son las siguientes: Tratamiento 1 agar nutritivo AN (agar nutriti-
vo): 1.5 gr. de agar nutritivo, se agregé 15 ml de sal Iy sal II, esta mezcla se llevé a
esterilizar y se sirvieron 20 ml del medio por caja de petri. Tratamiento 2 Ansuelo,
(agar nutritivo + suelo) contenia 1.5 gr. de agar nutritivo, 15 ml de sal I y sal II, pos-
teriormente se pesaron 30 gr. de suelo, se disolvieron en agua, se dejo sedimentar y el
sobrenadante se filtrd; esta mezcla se esteriliz6 y se sirvieron 20 ml por caja de petri.
Tratamiento 3 Anbabosa (agar nutritivo + extracto de babosa) se utilizaron 1.5 gr
de agar nutritivo, 15 ml de sal I y sal I1, 0.5 ml de clara de huevo y 0.7 de extracto de
babosa; la mezcla se esterilizé y se sirvieron 20 ml por cada caja de petri.
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2.4 Conteo de nematodos

2.4.1 Medios liquidos

Pasados 12 dias de realizado el montaje de los experimentos, se realiz6 el conteo de
nematodos. Los 20 ml de cada medio se centrifugaron a 14.000 r.p.m. por cuatro
minutos, se descarté el sobrenadante y al pellet se le agregé agua estéril dos veces para
lavar los nematodos del medio y asi facilitar el registro. 2 ml se llevaron a una cdmara
de conteo Mac Master para realizar la observacién al estereoscopio. Para el andlisis se
tomaron 5 cuadros, cuatro cuadros a los extremos y uno en el centro. Este conteo se
promedi6 para el nimero total de cuadros de toda la caja (16).

2.4.2 Medios sélidos

Con los medios sélidos se procedié de manera distinta, ya que no se facilitaba la ex-
traccién de los nematodos ni su conteo. El medio de cultivo con los nematodos se fil-
tr6 por un tamiz de 40 micras y posteriormente se centrifugé dos veces consecutivas
con agua estéril a 14.000 r.p.m., por cuatro minutos cada vez. 2 ml fueron llevados
a una cdmara llamada Mac Master para realizar el conteo al estereoscopio. Para el
andlisis se tomaron 5 cuadros, cuatro cuadros a los extremos y uno en el centro. Este
conteo se promedio para el nimero total de cuadros de toda la caja (16 cuadros).

2.5 Analisis estadistico

Se realizaron tres bioensayos en los cuales ninguna variable fue cambiada. Cada tra-
tamiento incluyé tres subtratamientos, y cada uno de éstos cuatro repeticiones y un
control donde no se inocularon nematodos. Estos medios se mantuvieron a 25°C
durante 12 dias, tanto para el tratamiento sélido como para el liquido. El andlisis
estadistico se realizé considerando una tabla Anova del modelo completo y una tabla
Anova del modelo reducido, con un test de normalidad de Shapiro-Wilk (utilizando
el programa Rgui versién 2005), con una probabilidad del 0.05.

2.6 Extraccién de adn
Para la extraccién de ADN de los nematodos se utilizaron tres protocolos de extrac-
cién diferentes. Los nematodos fueron aislados de tejido vegetal y de babosas enfer-

mas por medio del lavado con agua estéril en un tamiz de 40 micras.

2.6.1 Primer protocolo
Se utilizé el kit de extraccién de PlantDNAzol (tomado de Kir de extraccién para
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plantas, por GIBCORL-LIEE TECHNOLOGIES). Para este procedimiento fue necesario to-
mar el tejido de una babosa enferma, el tejido vegetal y 1.000 nematodos puros, esto
se filtré en un tamiz de 40 micras Se adicionaron 300 pl de reactivo de lisis DNAzol
GiBco ° 10978-021, 300 pl Cloroformo sigma ® C-2432, 225 pl de Etanol 100%
BAKER ANALYZED.

2.6.2 Segundo protocolo

Se utilizé el kit de extraccién de ULTRACLEAN™, SOIL DNA ISOLATION KIT, (catdlogo #
12800-50). En este protocolo se utilizaron como muestras nematodos provenientes
del tejido de una babosa enferma, tejido vegetal y 1.000 nematodos puros.

2.6.3 Tercer protocolo

Para esta extraccion, las muestras que se usaron fueron de 3, 6, 10, 100 y 1.000
nematodos, que fueron tomados individualmente con pincel y al estereoscopio, y se
sometieron a un proceso de lisis por el método de extraccién de Floyd, propuesto en
2002, el cual fue modificado en este trabajo debido a la influencia de la temperatura,
la altura y otros factores no controlables.

2.6.4 Procedimiento

A cada tubo se le adicioné NaOH en una concentracién de 0.25 m en tubos de
200pl, pero a cada uno se le anadié una cantidad diferente, dependiendo del nimero
de nematodos. Se mantuvo en la incubadora a 25°C por 3-16 horas. Posteriormente
el lisado fue calentado en un bafio marfa en un beaker de 500 ml, por cuatro minutos
y a una temperatura de 92°C. Se le agregaron cuatro pl de HCI, 10 pl de Tris —-HCl a
un pH 8 (para neutralizar la base) y 5 ul de Triton X-100 al 2%, Por tltimo se calenté
2 92 °C en un bafio marfa, durante cuatro minutos y se llevé a una temperatura de
almacenamiento a —20 °C.

2.7 Pcr convencional

Para la amplificacién por la técnica de PCR convencional se utilizaron tres pares de
primers y un master mix. Para la reaccidn se utilizaron los Primers especificos para
nematodos fitopardsitos que se detallan a continuacién. TW81: region its1 (5 gtttc-
cgtaggtgaacctge 3"), AB28: region its1 (5" atatgctraagtecagegggt3’). Primers ADN
ribosomal: D2A: expansién rDNA (5’ acaagtaccgtgagggaaagttg 3°), D3B: expan-
sion de rtDNA (5’ tcggaaggaaccagctacta 3°). Primers universales para nematodos:
SSU18A (aaagattaagccatgeatg). SS26R (cattcttggeaaatgetttcg).
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Se desarrollaron dos programas a los diferentes primers, las condiciones en el termo-
ciclador para el programa nemato60 y para nematoca (tabla 1a, 1b).

Tabla 1a. Programas de termociclador nemato60.

CICLO TEMPERATURA TIEMPO
1 CICLO ¢ L min.
94°C 1 min.
60°C 1 min.
40 CICLOS 72°C 1 min.
72°C 4 min.
1 CICLO 4°C 24 h.

Tabla 1b. Programas de termociclador nematoca.

CICLO TEMPERATURA TIEMPO

940C 5 min.

1 CICLO
940C 1 min.
52°C 1 min. / 30 Seg.

35 CICLOS 68°C 2 min.
68°C 10 min.

1 CICLO 40C 24 h.

Los productos de PCR de los primers especificos fueron separados por electroforesis,
se preparé un gel de 1.8% en TAE 1X, se corrié en una cdmara japonesa MUPID
a 80 voltios durante media hora. Para la electroforesis de los primers universales se
preparé un gel de agarosa a 2.0% en buffer TBE, se corrié en la cdmara BIO-RAD a
80 voltios durante 30 minutos.

Los geles resultantes fueron visualizados mediante tincién con bromuro de etidio. Los
geles se llevaron a una cdmara con bromuro de etidié durante 30 minutos, el gel se
llevd a una cdmara de agua destilada durante 20 minutos y se colocé en un transilumi-
nador a una longitud de 302 y 254 nm, para observar las bandas amplificadas.

2.8 Cuantificacién y pureza de adn

Para la cuantificacién y pureza de ADN se utiliz6 la extraccién de ADN obtenidas
de los tres protocolos.
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2.8.1 Procedimiento

I. Para el equipo de cuantificacién (espectrofotémetro) se utilizaron celdas de cuar-
zo. A cada celda se le agregaron 73 pl, solucién en la cual se disolvié el ADN que
correspondié al blanco. En el caso del kit de PlantDNAzol, la solucién fue de agua
libre de rnasas y dnasas, para el kit de Soil DNA, la solucién fue S5 (se desconoce
que contenga esta solucion), y para el tercer protocolo Floyd 2001 se utilizé triton
x-100 al 2 %.

IL. El cuantificador se programé de tal manera que la lectura quedara para 2pl de
ADN y 73ul de solucién. Se ley6 el blanco que correspondié a los 73pl de solucion.

IL. Luego se le agregaron 2 pl de ADN a la celda que contenia la solucién, se pipeted
varias veces para disolver muy bien, y después sé leyeron los resultados que arrojaba
el equipo.

2.9 purificacién de ADN

Para la purificacién de ADN se utilizé6 un Microcon-PCR, para purificar el ADN
para secuenciacin, y el producto de PCR se concentrd antes en una centrifuga al
vacio.

2.10 Secuenciacién

Para la secuenciacién se realizaron dos master mix, para los primers universales y
con los primers especificos. Se llevaron a cabo cuatro reacciones de 50 x para cada
par de primer, se llevaron a los programas de PCR y luego se llevaron al vacum. Los
productos de PCR de los primer especificos se reunieron en un solo tubo. Al igual
que para los primers universales para concentrar el ADN, los productos se secaron en
la centrifuga al vacio durante aproximadamente media hora y luego se le agregaron
a los tubos 50pl de TE 1X. Los productos se enviaron a Biomol Bogotd, para el pri-
mer producto obtenido con primers D2A y D3B con los primers SSU18A y SS26R
Macrogen Corea a través de Corpogen. Las secuencias obtenidas fueron introducidas
al banco de genes de NCBI BLAST, para conocer a qué especie pertenece, la clasifi-
cacién taxondémica y las relaciones filogenéticas con otros organismos.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Multiplicacién de los nematodos

En los ensayos realizados en el trabajo se encontré que al usar temperaturas de incu-
bacién de 25°C, los nematodos recolectados en el anterior procedimiento se mantu-
vieron vivos, a diferencia de los cultivos de nematodos entomopatégenos que morian
cuando las temperaturas alcanzaban los 22 a 23°C, y sobrevivian por largos periodos
a bajas temperatura (Maupas, 1900).

Se promedié la produccién de los nematodos en las tres réplicas (bioensayos) rea-
lizadas en el laboratorio con sus respectivos tratamientos, el medio en el cual hubo
una mayor produccién de nematodos fue el sélido ANBABOSA, con un promedio
de 33.594 nematodos/240 ml superior al medio AN (p<0.05). Los medios sélidos
facilitan la produccién de los nematodos, probablemente por que éstos se alimen-
taron de los tejidos de la babosa, ademds de los nutrientes proporcionados por el
medio y de una aireacidn constante. Lo anterior corresponde con el trabajo realizado
por Rincén (2006), en donde aislé a C. elegans de la babosa plaga D. reticulatum, y
encontré que este nematodo pardsito puede estar altamentemente relacionado con

babosas y que dicho microorganismo podia ser utilizado como un agente biocontro-
lador (Rincén, 2006).

En los medios sélidos se hallé una gran diferencia entre los tratamientos, en donde
se obtuvo un promedio de 20.491 nematodos/240 ml superior a los liquidos, con un
promedio de 16.164 nematodos/240 ml (p <0.005). La diferencia dentro de los tra-
tamientos estuvo relacionada con que la menor produccién de nematodos fue en AN
(agar nutritivo) con un promedio de 12.961 nematodos/240 ml (p<0.05). Se realizé
un tercer bioensayo para observar si ocurrian cambios entre los tratamientos, se hizo un
altimo conteo que siguié comportando el mismo patrén, de modo que los tratamien-
tos solidos obtuvieron la mayor produccién comparados con los medios liquidos.

En los medios liquidos la productividad fue inferior en el 21%, en relacién con los
medios s6lidos. Para este tratamiento el medio mds apropiado y donde se encontrd la
mayor cantidad fue Celamy, siguiendo el mismo patrén de las réplicas (bioensayos)
anteriores. Para los medios liquidos la mayor produccién se obtuvo en Celamy, con
un promedio de 17.563/240 ml mayor al medio Cel (P < 0.05). Sin embargo en los
trabajos realizados se encontré que, en los grandes cultivos liquidos donde se man-
tenia a los nematodos entomopaté genos, entre ellos P hermaphrodita, la aireacién
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limitada disminuye el crecimiento, que podria mejorar con un shaker rotatorio (Bue-
cher ez al., 1989). Se encontré que en frascos baffled (oscuros) se podia obtener una
mayor produccién de nematodos en medios liquidos, en comparacién con los frascos
que no tenfan esa caracteristica, presumiblemente por que éstos mejoraban la absor-
cién de oxigeno y la distribucién de los nutrientes (Freedman, 1970). Por ello, el
tratamiento con el cual se siguié obteniendo una mayor produccién fue el de medios
s6lidos, probablemente por que para este estudio en dichos medios la distribucién de
los nutrientes fue uniforme y la aireacién mayor que en medios liquidos.

En el tratamiento liquido la obtencién de nematodos no fue muy alta, con un pro-
medio de 16.164 nematodos/240 ml comparado con el tratamiento sélido (P <
0.05). Se trata de un resultado que puede estar relacionado con la aireacién, ya que
en los medios liquidos la aireacién era cada tres dias. Ademds, los nutrientes que
componian cada medio pueden haber incidido en los resultados. El medio Celamy
estd compuesto por aceite de maiz y huevo que le proporcionan lipidos para la for-
macién de la cuticula, necesarios para completar el ciclo de vida de los nematodos.
La composiciéon de los medios tiene un efecto substancial sobre la produccién de
los nematodos: cuando se incrementé la cantidad y la calidad de lipidos aumenté la

produccién y calidad de los nematodos (Ehlers, 1997).

En relacién con lo anterior, también se observé la mayor produccién en el medio
CELH (extracto de levadura + extracto de higado), que fue de 80.000 nematodos/20
ml, a diferencia de otros medios utilizados, como el medio CELE con una produc-
cién de 10 nematodos/20 ml. En los demds cultivos no se observé ningtin individuo.
En el segundo ensayo con el medio de cultivo CELH, el promedio fue de 65.000
nematodos/20ml. En la produccidn iz situ se encontré que desde el momento en que
una babosa enferma se colocaba entre cinco babosas sanas, éstas morfan por efecto
del nematodo entre los 13 y 15 dias posteriores (Rincén, 2006).

Posteriormente se mantuvo al nematodo por dos afos en carne podrida, para estudiar
su historia de vida, este experimento descrito aqui fue el primero para investigar las
técnicas sustentables para la produccidn de estos nematodos en niimeros suficientes
para ser utilizados como un agente biocontrolador y otros estudios (Maupas, 1900).

3.2 Identificacién molecular

En el gel se observa que los dos protocolos utilizados (kit Soil Mo BIO, KIT PlantD-
NAzol) para la extraccién de ADN fueron efectivos, ya que se puede divisar la banda
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para los dos métodos usados en las diferentes muestras (tejido babosa enferma, tejido
vegetal, 1000 nematodos) en el gel se puede distinguir que algunas bandas son mis
fuertes que otras, lo cual puede estar relacionado con distintos factores, entre ellos:
que la muestra no tenia impurezas como ADNasas, ademis el kit de extraccién es
una buena alternativa para la obtencién de ADN puro, perteneciente al del nema-
todo (carril 6), comparado con el ADN extraido con los demds tipos de extraccién
donde se puede divisar dos bandas en el mismo carril, lo que significa que en esa
muestra se encontrarfa ADN vegetal y ADN de babosa (carril 1, 2, 5 ), al respecto
véase la figura 1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 1. Extraccién de ADN. Los carriles 1, 2 y 9 corresponden al ADN extraido con el kit plant
DNAzol, y a su vez corresponden a las muestras babosa, vegetal (lechuga), y 1000 nematodos
respectivamente. Los carriles 4, 5 y 6 corresponden al ADN extraido con el kit Soil; cada carril
corresponde a 1000 nematodos babosa y vegetal (lechuga).

3.3 Extraccién y amplificacién

3.3.1 Protocolo 1

En la seccién « de la figura 2 se observan el gel de electroforesis y la amplificacién
de dos bandas, que corresponden al segundo par de primers universales utilizando
el programa del termociclador NEMAGO. La extraccién de ADN se obtuvo de 1000
nematodos, con un tamafio de 650 pb aproximadamente. La secuencia de los dcidos
nucleicos de rdpida evolucién de los segmentos de expansién del gen 28S del rADN
puede distinguir taxa hasta el nivel de especie, por esta razén se utilizaron los primers

D2A y D3B (Thomas ez al, 1997).
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En la seccién & de la figura 2, se observa la amplificacién de las bandas utilizando los
primers universales y el programa de amplificaciéon NEMAGO. Para los anélisis mo-
leculares se utilizaron dos pares de primers, estos primeros correspondian a primers
universales de la region ITS1. La regién ITS1 fue utilizada para estimar la filogenia
y para identificar las distintas especies de nematodos, incluyendo las especies animal,
vegetal e insectos pardsitos (Campbell ez a/, 1995).

En la figura 2c¢ se observa la amplificacién de ADN con primers universales SSU18A
y S§26R, de una banda aproximadamente de 1000 pb, con ADN extraido de tejido
de babosa enferma. También se utilizé tejido de babosa sana para observar si estos
primers eran especificos para el nematodos, y para este kit se utilizé el tejido vegetal
y 1000 nematodos, pero las tltimas tres muestras no amplificaron. Posiblemente este
ADN se degradé o la cantidad de templado (ADN) no fue la adecuada, por lo cual
pudo haberse inhibido la PCR. El ADN utilizado en la master mix fue extraido a
través del kit.

650 pb 5200 pb

a. b. c.

Figura 2. Amplificacién de los productos de PCR con los primers a y b. especificos para fitopard-
sitos universales. c. Primers universales para nematodos utilizando el kit PlantDNAzol.

El ADN utilizado en la master mix, fue extraido a través del kit PlantDNAzol. Es
importante saber que con este protocolo la cantidad de templado a utilizar es de 5
pl. La reaccién de PCR no se vio inhibida por los compuestos utilizados en la extrac-
cién; la pequena secuencia de la subunidad rARNs (SSU O 18S) de los nematodos
es ocurrentemente Unica para el phylum porque las secuencias estdn disponibles para
un gran numero de especies identificadas y conocidas a través de la diversidad filo-
genética, en este trabajo se utilizaron los primers tomando en consideracién estudios
realizados por otros investigadores (Blaxter, 1998).
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3.3.2 Protocolo 2

Este corresponde al kit Soil DNA. En la seccién # de la figura 3 se observa la ampli-
ficacién de la banda que corresponde a la muestra de tejido vegetal (lechuga), ya que
este tejido sirvié como refugio durante la incubacién de los nematodos, debido a que
el tejido de la babosa se desintegraba totalmente, esparciéndose por todo el tejido
vegetal. EL ADN utilizado en esta amplificacion fue extraido del kit Soil DNA de Mo
BIO, lo que significa que ningtin compuesto del kit inhibié la reaccién de PCR, pero
es importante saber que el templado utilizado en la master mix no puede ser mayor
de 2 pl ya que si se utiliza una cantidad mayor la reaccién de PCR se inhibirfa. No se
amplificé el ADN del tejido de la babosa enferma ni de los 1000 nematodos, posi-
blemente la cantidad de templado no era la adecuada y esta reaccion fue inhibida. Se
utilizé la pequefa subunidad ribosomal ARN (SSU). Dicho gen es un MOTU para
identificar nematodos del suelo, por ello se utilizaron estos primers en el trabajo ya
que C. elegans presenta un ciclo de vida libre (Floyd, 2002).

3.3.3 Protocolo 3
Corresponde al utilizado por Floyd en 2002 para extraer ADN de los nematodos.

En la seccién 4 de la figura 3 se observa que este gel amplificé los productos de PCR
con primers especificos y con el programa NEmatoca. El ADN que se observa en los
carriles 2, 3, 4 y 5 se extrajo de 3, 6, 10 y 1000 nematodos respectivamente con el
método utilizado (Floyd, 2002) y modificado en este trabajo. Es importante saber
que la cantidad de templado utilizado en la master mix fue de 4pl ya que si se utiliza
un cantidad menor o mayor a ésta la banda no amplifica. La banda tiene un tamano
de 1000 pb. Estos ensayos también se realizaron para estandarizar una técnica de
extraccién de sus nematodos desde el método de extraccién en el papel hasta la lisis
de la pared del microorganismo, ya que era importante obtener un buen ADN para
que compuestos como el triton, el NaOH y el HCI no inhibieran la PCR (Floyd,
2002).
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Figura 3. a. Amplificacién de los productos de PCR con primers universales para nematodos
utilizando el kit soil DNA Mo BIO. b. Amplificacién de los productos de PCR del producto de
extraccién del tercer protocolo (Floyd, 2002).

3.4 Cuantificacién

Las muestras que presentaron mayor concentracion o cantidad de ADN pertenecen
al protocolo de PlantDNAzol con el tejido de babosa enferma, y el ADN extraido
de 1000 nematodos con el protocolo (Floyd, 2002). La de menor concentracién de
ADN pertenecié a la muestra extraida del tejido vegetal del protocolo SOIL DNA.
Se observan diferencias de las cantidades de ADN obtenidas de los diferentes pro-
tocolos, es muy posible que existan estos contrastes, ya que para cada protocolo se
utilizé un diluyente diferente donde se encuentra suspendido el ADN, ademds de
cantidades y muestras distintas debido a que esto interfiere en la cantidad extraida a
través de estos métodos (tabla 2).

Tabla 2. Cuantificacién de ADN de las muestras extraidas de los protocolos de extraccién.

Muestra Kit suelo Mo Biotm Kit Plantdnazoltm Extraccién de Floyd
BABOSA 40 ng/ml 11lng/ml |-
VEGETAL 19 ng/mlb 83ng/ml |-
3 NEMATODOS --- 20 ng/ml
6 NEMATODOS - —e 35 ng/ml
10 NEMATODOS --- --- 51 ng/ml
1000 NEMATODOS 32 ng/ml 63ng/ml 236ng/mla

236 ng/ml es el valor mds grande de la cuantificacién de ADN extraido utilizando la extraccién de Floyd. * 19 ng/

ml es el valor méds pequeno en la cuantificacién de ADN extraido del kit soil ADN.
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3.5 Pureza del ADN

Se observé que la muestra que obtuvo la mayor pureza pertenece al modelo extraido
de 1000 nematodos por el protocolo de Floyd (2001) con 236 ng/ml, tal vez porque
estaba pura (s6lo habia nematodos, no hubo otros tejidos ni impurezas que interfirie-
ran en la lectura del espectrofotémetro ni en la extraccién de ADN).

La muestra que obtuvo menor pureza fue la extraida del tejido de babosa enferma,
con el protocolo de kit de SOIL DNA con 19 ng/ml (Tabla 3), debido a que la mues-
tra contenfa impurezas como el tejido de la babosa enferma o por ADN bacterial.

Tabla 3. Pureza de ADN de las muestras extraidas de los protocolos de extraccidn.

Muestra Kit suelo Mo biotm Kit plantdnazoltm Extraccién de floyd
(260nm/280) (260/280nm) (260/280nm)
BABOSA 1.40 149 | -
VEGETAL 1.86 2034 |
3 NEMATODOS — — 5.68a
6 NEMATODOS — — 1.59
10 NEMATODOS — — 1.72
1000 NEMATODOS 1.85 1.71b 1.54

*5.68 fuel el valor més grande de pureza obtenido de la muestra de 3 nematodos con el protocolo de Floyd."1.71 fue
el valor mds pequeno obtenido de la muestra de 1000 nematodos con el kit plantDNAzol.

3.6 SECUENCIACION

3.6.1 Resultados de secuenciacion

Se envié un producto de PCR, total de 50 pl concentrado en un vaccum, proveniente
de cuatro reacciones de 25 pl, utilizando los primers D2-D3 del programa nemato60,
de los cuales también fueron enviados 20 pl con una concentracion de 10mM cada
uno a Biomol. La siguiente fue la secuencia enviada:
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>060227-R1_J16_AD14-Nemat-D2-D3-D3B Primer.ab1 830 0 830 ABI
AAAACGACGTCGCGCATGACACGGAATACTCCTGCATTTTTTGTGCCACT
TGCCCTCGGAAACTGGAAANNNNNGGNGNNNGNCNNNAGACAAGGCCAGC
CCCAGAGCACGTAGGCAGGGCGCGCCAGCACCGGCACAAACCGCACCACG
CAGGCAACGAGCCCTCCAACCAAAGCAACCGCAAAGCGAGCGAACGGGCG
GCCACGACGAGCACAACAACCTCCACCCGGACACACAGTAGACACCGCCA
CAGAAACCGCCCAGACCGAAAGGCAAAACCACGCCGACACCACGAACCCC
AAACTCCAAACGGCGACGACACGGGAACAAGACAGCAGCAGGGCAAACGG
ACAACGCGCCCGCCGAGAAGCTCCAGAAGGCAACCCACCGGCGCCGCATG
CCGCAAAGACGCGAACGAAGAACAAGCCTGAATGACCAACGGTCACCAAC
GGAGAAGCACACCAAGGGGCAAAACCCCCGTGCACCAGCCCGGCCGACCA
ACACGAGGACAGAGACGGACCAGCCCCGACAACGCGAGAAACCAAGACAG
CGAAACCGGCCGCCACCACGCAAGACACAGAAACCGCCCCAAGGGCAAGG
GCCAAACCCCCAGCGAACCAACACCAGGAGCGGACAGCAGCcCcAccececececAa
CCAGACCAAAACAACCCCCGCACGAGACCCCGGCGAACGCACCCTCCGAC
GACGGCCCAACAGCAAAGAAACGAAAACGGCCCCATAACCGACGAGCCGC
GCCCCAACCCGGCACTGACAAGCCGACTAAAACAACACCCAGGCCATCGG
CCAGCGCTGGAAGCAAACCAAAAACAACGC.

El segmento de expansién D2-D3 de la subunidad 28S rDNA también puede de-
mostrar variabilidad entre las especies, y la relacién planta-nematodo pardsito Al
parecer estos primers sirven para identificar nematodos pardsitos de las plantas. Tal
vez es por eso que, como se puede observar en la secuencia, los resultados obtenidos
no lograron identificar ninguna especie de nematodo, debido a que muchos de los
pares de bases no fueron identificados (Kaplan, 200). C. elegans es un nematodo
parasito de D. reticulatum, la extraccién con 100 nematodos mostré dos bandas y
mucho background, la de 1000 nematodos mejoré dejando una franja de 650 pb.
Las bandas si tenian el tamafio del amplicon referenciado en el articulo (Thomas ez
al; 1997), pero al introducir los datos en NCBI en bioinformdtica, el resultado se
identificé como homo sapiens. En consecuencia con lo anterior, concluyé que estos
primers que fueron desarrollados para un nematodo en particular no sirven para
hacer screening de biodiversidad.

Se enviaron a secuenciar los cuatro productos de la reaccién de PCR, con los primers
universales para nematodos; utilizando el protocolo de extraccion y el programa de
PCR NEmaTOCA 2002 para tres nematodos, cada producto de 25 pl, reunidos en un
solo tubo. Después de que fueron concentrados en la centrifuga al vacio, se envié a
Macro gen (intermediario Corpogen) un producto total de 50 pl con 20 pl de los
primers a una concentracién de 10mM. La secuencia enviada fue la siguiente:
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CCTTAGATGGAGGCTATTGAGCAGATATCACCTTATCCGGGATCCTCA
TATGGATAACTGCGGACCACTGGAGCTAATACATGCAACTATACCCCAAC
GCAAGGCGGGGTGCAATTATTAGAACAGACCAAACGTTTTCGGACGTTGT
TTGTTGACTCTGAATAAAGCAGTTTACTGTCAGTTTCGACTGACTCTATC
CGGAAAGGGTGTCTGCCCTTTCAACTAGATGGTAGTTTATTGGACTACCA
TGGTTGTTACGGGTAACGGAGAATAAGGGTTCGACTCCGGAGAGGGAGCC
TTAGAAACGGCTACCACGTCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGAAACTTATCC
ACTGTTGAGTATGAGATAGTGACTAAAAATATAAAGACTCATCCTTTTGG
ATGAGTTATTTCAATGAGTTGAATACAAATGATTCTTCGAGTAGCAAGGA
GAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCTCCTAGTGT
ATCTCGTTATTGCTGCGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATCTAGGTTACGT
GCCGCAGTTCGCAATTTGCGTCAACTGTGGTCGTGACTTCTAATTTGCTG
GTTTGAGGTTGGGTTCGCCCTTCAACTGCCAGCAGGTTTACCTTGAATAA
ATCAGAGTGCTCAATACAAGCGCTTGCTTGAATAGCTCATCATGGAATAA
TGAAACAGGACTTCGGCTTCTTTTGTTGGTTCCTAGAACTGATTTAATGG
TTAAGAGGAACAAACCGGGGGCTTCTATCCTTTCCCCAGAAGCGAAATTT
CTGGATCGTAATGTAACCCCCAACAACAAAAACT.

La secuencia amplificada correspondi6 a 832 nucledtidos de la regién 18S del rDNA
utilizando primers universales forward y revers para nematodos. El andlisis de la
secuencia del 18S del rDNA aislado indicé que es un miembro del género Caenorba-
bditis. La secuencia de la regién 18S del rDNA indicé que estaba estrechamente re-
lacionada (con una similaridad del 98%), con la secuencia 18S reportada del rDNA
de Caenorhabditis elegans (Helder et al; 2004), nimero de accesién en Gen Bank
AY284652). El género de este nematodo fue confirmado mediante su secuencia por
especialistas en Cenorhabditis spp. Posiblemente esta especie hallada (Rincén, 2006),
corresponde a una nueva especie ya que solo se llegd al género. Existen 13 especies
dentro de Caenorhabditis, entre las cuales se han ido introduciendo nuevas especies
atn no identificadas totalmente (Shudaus, 1996).

4. CONCLUSIONES

La multiplicacién del nematodo en los diferentes medios sélidos y liquidos aqui
realizados, utilizando varios compuestos en cada tratamiento para obtener la mayor
produccién fue con el medio ANbabosa.

Los tres protocolos de extraccién de ADN del nematodo sirvieron para obtener bue-

nas cantidades de este producto. El mejor protocolo utilizado en este trabajo para la
obtencién de un ADN de alta calidad fue el utilizado por Floyd con tres nematodos.
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Secuencias ribosomales comprendidas entre SSU18A y SS26R ofrecen un target po-
tencial de alto valor taxonémico y filogenético para nematodos asociados a molus-
cos.

El nematodo colombiano aislado de la babosa plaga Deroceras reticulatum, molecu-
larmente tiene una alta similitud con Caenorhabditis elegans.
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