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Resumen

El suelo es un entorno rico en especies, entre los organismos presentes estan los nematodos
entomopatdgenos. Estos nematodos pertenecen a las familias Steinernematidae y
Heterorhabditidae y provocan altos indices de mortalidad en insectos. Uno de los
antiparasitarios utilizados contra nematodos tanto de animales como de plantas es el
tiabendazol. El objetivo del presente estudio fue evaluar la susceptibilidad de los nematodos
entomopatdgenos a tiabendazol al 5%. Los resultados de susceptibilidad variaron de 0 a
85.70%. El estudio mostré que existe susceptibilidad de los NEPs al tiabendazol al 5%,
diferenciandose los porcentajes de mortalidad por la cepa de nematodo utilizado.

Abstract

Soil is a numerous environment in species, among the present organisms are the
entomopathogenic nematodes. These nematodes belong to the families Steinernematidae
and Heterorhabditidae and cause high mortality rates in insects. The antiparasitic drugs used
against nematodes of both animals and plants is the thiabendazole. The goal of this study was
to evaluate the susceptibility of entomopathogenic nematodes to 5% to thiabendazole. In the
laboratory was reproduced in vivo nematodes and once obtained the infective juvenile,
collected and determined the concentration, by dilution was adjusted to the amount required
for the bioassay. 200 pL were placed in each well with approximately 50 nematodes. It had
three treatments, two were witnesses, one with water (negative) and the other with 5% DMSO
(positive) and one with the 5% of TBZ total volume of fluid in the well. Counts were carried out
of the living and the dead at 0, 24 and 48 hours of having initiated the experiment. The results
of susceptibility varied from 0 to 85.70%. The study showed that there is susceptibility of the
NEPs to thiabendazole to 5%, differing percentages of mortality due to the nematode strain
used.

Antihelmintico; contaminacién; suelo; migracion larvaria; in vitro.
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INTRODUCCION

Los profesionales del sector pecuario tienen la responsabilidad de cuidar los factores que dan vida
como lo son el aire, el agua, el paisaje, la calidad del ambiente y el suelo [1]. El suelo es un entorno
complejo y rico en especies que se co-relacionan competitivamente o con un fin mutuo. Entre los
organismos que estan presentes, estan los nematodos entomopatégenos, los cuales se alimentan
gracias a relaciones de antagonismo con otros organismos que también pertenecen a este entorno.
La presencia de nematodos entomopatégenos (NEPs) en el suelo, hace que los microorganismos
habitantes de éste se conviertan en sustrato de los NEPs, al mismo tiempo, su presencia, afecta la
microbiota del suelo [2].

El suelo también es afectado por los productos quimicos antiparasitarios excretados por animales.
El uso de antiparasitarios en los animales y su relacion con el medio ambiente es de gran
importancia, ya que al salir del animal por estiércol u orina, se ve afectada la fertilidad del suelo,
viabilidad y rendimiento de los organismos, por ejemplo la fauna copréfaga [3].

Uno de los antiparasitarios utilizados contra nematodos tanto de animales como de plantas es el
tiabendazol, es un antihelmintico bencimidazdlico, con significativa resistencia y propiedades
dermatofiticas. Este, al alcanzar sus niveles maximos en los animales, se metaboliza en el higado y
se distribuye por todos los tejidos corporales. Su forma de excrecion es por orina y heces: 90% por
orina en forma de metabolitos y 5% en heces [4].

Los nematodos conforman el mayor nimero de parasitos de los animales y del ser humano; son
gusanos existentes en gran variedad de habitats, parasitan a plantas y animales vertebrados e
invertebrados. Son gusanos de cuerpo cilindrico y alargado, y se componen de sistema digestivo,
nervioso, reproductor y excretor [5]. Los nematodos entomopatégenos son agentes de control
biolégico utilizados a nivel mundial. Estos principalmente pertenecen a las familias Steinernematidae
y Heterorhabditidae, de la orden Rhabditida. Tienen una relaciéon simbidtica con bacterias
Xenorhabdus y Photorhabdus [6], la simbiosis con estas bacterias les permite infectar al hospedero
(insectos), liberandolas en su interior para provocar septicemia y la muerte. Estos nematodos poseen
un amplio numero de hospederos y provocan altos indices de mortalidad en insectos [2, 7].

El tercer estadio juvenil infectivo de los NEPs esta adaptado para vivir por largos periodos de tiempo
en el suelo, ya que no tienen la necesidad de alimentarse de un insecto. Adicionalmente, presentan
alta resistencia a los productos quimicos (antihelminticos) y resisten a varios tipos de condiciones
climaticas [1, 3]. Campos-Herrera et al. (2008) [8] realizaron un estudio en el que se analizaron los
productos quimicos que afectan a los NEPs existentes en el suelo; los residuos de pesticidas y la
presencia de metales pesados contribuyen al 42% de mortalidad de los NEPs.

Existe menor consideracion hacia los nematodos para el control biolégico de plagas que otros
entomopatégenos [9], sobre todo en el area pecuaria, pero los convierte en un monitor en el cuidado
del medio ambiente y disminucidn del uso de productos quimicos, bienestar del suelo, su fertilidad y
la fauna no objetivo. Esta situacion ayuda igualmente a tener menos pérdidas econémicas por la
importancia que tienen los insectos copréfagos enterrando y degradando las heces en el suelo
contribuyendo a aumentar la fertilidad del suelo y el control nocivo de fauna copréfaga [3]. Hasta el
momento en la literatura consultada no se cuenta con informacién publicada en la que se haya
evaluado la susceptibilidad de NEP al antihelmintico tiabendazol por lo que el objetivo del presente
estudio fue evaluar la susceptibilidad de los nematodos entomopatdgenos a tiabendazol al 5%.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del estudio

Laboratorio de parasitologia y control biologico de la Universidad de Guanajuato (LPCB-UG).

, Verano de la Investigacion Cientifica, 2018

| Vol.4no.1

w
o



I':!'—'-.-'I“':‘-. DE DIVULGACION CIEMTIFICA
v

Realizacion del estudio

Para obtener la cantidad de nematodos suficientes para realizar los bioensayos, en laboratorio se
cultivé el insecto trampa, Galleria melonella, para producir los nematodos in vivo, tal y como lo indica
McMullen y Stock (2014) [10]. En total se utilizaron tres cepas de nematodos entomopatdgenos de
suelos de granjas pecuarias, M18 del municipio de Leén y, M13 y M40 del municipio de Irapuato, en
el insecto trampa. Una vez que se observaron nematodos en el cuerpo del insecto, se trasladaron a
trampas de White, las cuales sirvieron para colectar los nematodos infectivos juveniles,
posteriormente se determind la concentracion y por dilucion se ajustd a la concentracion utilizada en
el bioensayo.

Después de haber determinado la concentracion de nematodos entomopatégenos, se colocaron 200
ML en cada pozo con una cantidad aproximada de 50 nematodos, se verificd en cada pozo la cantidad
de nematodos vivos y muertos (primer conteo). En total se tuvieron tres tratamientos por muestra de
nematodo, de los cuales dos fueron testigos, uno con agua (negativo) y el otro con DMSO al 5%
(positivo), y finalmente, uno con el TBZ al 5% del volumen total de liquido presente en el pozo.
Posteriormente que se colocaron y mezclaron los tratamientos en el pozo, se incubaron en oscuridad
a una temperatura de 26+1°C por 24 horas, después del tiempo de incubacion se realizé el segundo
conteo de nematodos vivos y muertos y posteriormente se pasaron a otra placa con un filtro de
polipropileno de 25 pym. A las 48 horas de iniciado el experimento se realizé el tercer conteo en la
placa que contenia el filtro. Los nematodos que pasaron el filtro se consideraron vivos [11, 12].

Andlisis estadisticos

Una vez terminado el experimento, se obtuvieron los porcentajes de control y se aplicé la formula de
Sun-Shepard’s para corregir los porcentajes de mortalidad natural respecto al testigo vy
posteriormente se realizé una transformacion angular (Arc Sen-1) para normalizar los datos.
Posteriormente, se realizé el analisis de varianza con un arreglo factorial donde el factor A:
Tratamiento de producto quimico, factor B: Muestra de nematodo y factor C: el tiempo de evaluacion,
posteriormente se realizd una prueba de Tukey con el programa estadistico Statgraphics Centurion
XVLI.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a las condiciones en que se realizo el presente estudio se encontré que los resultados
de susceptibilidad variaron de 0 a 85.70%.

La cepa mas sobresaliente a las 24 horas fue la M13 con 73.53% con el tratamiento de H20 + DMSO +
TBZ5% Yy a las 48 horas después de haber iniciado el bioensayo fue la M18 con el mismo tratamiento
(Tabla 1). En el tratamiento con H,0 + DMSO 5% se encontr6 mortalidades en todas las cepas de
nematodos y en la cepa M13 present6 hasta un 67.99% (Tabla 1).

El analisis de varianza mostré que existen diferencias estadisticas significativas entre los factores
tratamiento, tiempo de evaluacion y muestra de nematodo, ademas de la interaccion Muestra de
nematodo y tiempo de evaluacion.

Respecto al factor tratamiento se observaron diferencias estadisticas significativas y la prueba de
Tukey formo tres grupos, el primero y mas sobresaliente por los resultados de susceptibilidad fue el
tratamiento formado por H20 + DMSO + TBZ 5%, el segundo se formd con el tratamiento H20 +
DMSO 5% y el tercer grupo lo formo el tratamiento testigo.

Respecto al factor de muestra de nematodo se encontraron diferencias estadisticas significativas y
la prueba de Tukey formé dos grupos donde la cepa M13 y la M18 fueron estadisticamente iguales
y diferentes con la M40.
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Respecto al factor de tiempo de evaluaciéon se encontraron diferencias estadisticas significativas y
la prueba de Tukey formé dos grupos donde el primer grupo se formo por el tiempo de evaluacion a
las 48 horas y el segundo grupo y menos sobresaliente el tiempo de evaluacién a las 24 horas.

Respecto a la interaccion entre los factores factor de tiempo de evaluacion y el factor muestra de
nematodo se encontraron diferencias estadisticas significativas.

Tabla 1. Porcentaje de mortalidad de nematodos entomopatdégenos a tiabendazol al 5% a las 24 y 48 horas.

M13a M18a M40b
Tratamiento/Cepa
28h b 48ha 24hb 48ha 2hb 48ha
0,
Hz0 + DMSS +TBZ 5% 73538384  5O76£6.90 72134537 8570777  AT.224519 46.93+28.68
H20 + DMSO 5% b 67994394 640041077 60594383 64534052 47204519 8084%2396
Testigo ¢ 0.00£000  0.000.00 0004000  0.0040.00 0004000  0.0040.00

DMSO: dimetil sulfoxido; TBZ: tiabendazol; literales diferentes en la columna de tratamiento son estadisticamente diferentes; literales
diferentes en la fila de muestras de nematodos son estadisticamente diferentes; literales diferentes en la fila de tiempo son
estadisticamente diferentes.

Los pesticidas y metales pesados llegan a provocar hasta un 42% de mortalidad de NEPs en el suelo
(Campos-Herrera et al., 2008) [8], en el presente estudio se encontraron resultados superiores e
inferiores, probablemente la susceptibilidad a los productos quimicos depende del tipo de producto,
la cepa del nematodo y el medio ambiente del que son aislados.

Tarbiat et al. (2017) [12] evaluaron tiabendazol como antihelmintico en aves para Ascaridia galli con
una concentracién de 0.2%, mostrando 100% de susceptibilidad al producto quimico, del mismo
modo Demeler et al. (2009) [13] obtuvieron resultados de 100% de eficacia de los bencimidazoles
contra nematodos gastrointestinales del ganado, a una concentracion del 0.7%, en el presente
estudio se utilizé el tiabendazol al 5% y no se lograron mortalidades cercanas al 100%,
probablemente los NEPs han presentado exposicidon constante a dosis bajas de tiabendazol que les
ha permitido desarrollar resistencia.

CONCLUSION

El estudio mostré que existe susceptibilidad de los NEPs al tiabendazol al 5%, diferenciandose los
porcentajes de mortalidad por la cepa de nematodo utilizado.
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