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Resumen

México es uno de los paises con mayor diversidad en el mundo y el conocer mas
sobre su biodiversidad nos ayuda a entender mas a fondo a las especies que la
conforman. Dentro de ésta biodiversidad los nematodos son los animales mas
abundantes, pero solamente un pequefio porcentaje es el que se conoce del
namero total de especies que conforman a los nematodos. En el presente trabajo
se lograron aislar 60 cepas de 15 muestras de suelo de distintos sitios de México,
las cepas que se lograron aislar se cultivaron en medios NGM especificos para
nematodos de vida libre, de éstas 60 cepas se lograron preservar en congelacion
solo 12, las 12 cepas son de distintos sitios de muestreo cada una . A cada una de
las 60 cepas se les extrajo el ADN gendmico y se amplifico el gen 18S de ARNr por
medio de una PCR. Solo dieron resultados positivos 19  extracciones y
amplificaciones a las cuales se les midié su concentracion y pureza del ADN y asi
seleccionar las mas altas para mandarlas a secuenciar. En la secuenciacién solo
resultaron positivas dos cepas, la cepa Ta2a de Tamasopo y la cepa Mi2 de Micos
las cuales resultaron tener una afinidad con dos géneros, Oscheius y Acrobeloides
respectivamente. A estas dos cepas junto con la cepa Am6 de Amazcala se les
hicieron ensayos conductuales y aparte un registro morfolégico para caracterizar
fenotipicamente a las cepas. Al hacer la caracterizacién, se observaron fenotipos
anicos para la cepa Ta2a y la cepa Am6 como son la puesta de huevos,
comportamiento social y rasgos anatémicos particulares, lo cual nos sugiere que
son especies con alto potencial como modelos biol6égicos emergentes que nos

ayudan a la comprensién del filo de los neméatodos.
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Nematodes are the haiku among multicellular animal, combining endless variation

with a deceptively simple underlying anatomical pattern.

Paul De Ley
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Introduccién

México es uno de los cinco paises en el mundo con mayor diversidad biolégica
(Ramamoorthy et al, 1993), alrededor del 10% al 12% de las especies del planeta
se encuentran en territorio mexicano; lo que lo hace un sitio atractivo para la
busqueda de nuevas especies de nematodos. Los hematodos representan un filo
animal que se caracteriza por la riqueza en el niumero de especies, abundancia
numerica y son encontrados en gran diversidad de hébitats (Dieterich & Sommer,
2009), esto los hace ser uno de los constituyentes numéricamente mas importante
de la fauna del suelo, participando en todos los niveles tréficos desde
consumidores primarios, secundarios hasta terciarios (Azpilicueta et al, 2008). Se
calcula que hay entre uno y 10 millones de especies de nematodos sobre la tierra,
aunque solamente 23,000 de ellas han sido descritas en la literatura (Lambshead,
1993). Algunos estudios indican que en muestras de suelo, los nematodos pueden
exceder hasta un millén de individuos por metro cuadrado (Floyd et al, 2002). Esto
representa un reto para la taxonomia ya que el porcentaje de las especies aun no

descritas es mucho mayor al de las especies descritas en la literatura.

En México existen pocos trabajos sobre ecologia o taxonomia de neméatodos (de
Jesus-Navarrete, 2007), por lo que éste trabajo es necesario para extender
nuestro conocimiento de la nematofauna de México. La mesofauna comprende a
todos los invertebrados macroscopicos del suelo los cuales su tamafio va desde
0.1 mm hasta 2 mm, como es el caso de algunos insectos, acaros, colémbolos,
nematodos, entre otros (Arango & Macias, 2004), la determinacién de su
diversidad es un proceso importante pero complejo; mas aun en caso de los
nematodos, de los cuales su diversidad en suelos y sedimentos permanece
esencialmente desconocida (Floyd et al, 2002). La identificacion morfolégica de
organismos individuales hasta nivel de especie usualmente no es técnicamente
posible; afortunadamente, el uso de métodos moleculares podria ayudar a resolver
esta situacion. Estos métodos moleculares para la determinacion de la diversidad
bioldgica ya han sido utilizados en otros grupos de organismos que son dificiles o

imposibles de estudiar por otros medios, como por ejemplo a las bacterias (Floyd
1



et al, 2002; Souza et al, 2006; Bachy et al, 2011). Asi, mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), secuenciacion y analisis de secuencias de ADN
del gen de la subunidad pequeia ribosomal (18s rRNA) es posible determinar la
biodiversidad de nematodos que habitan el suelo (Blaxter et al, 1998; Floyd et al,
2002; Lawley et al, 2004; De Ley, 2006; Herrmann et al, 2006; Meldal et al, 2007;
Bik et al, 2010; Wu et al, 2011).

En este proyecto se aislaron nematodos de vida libre a partir de muestras de tierra
de distintas sitios de México con la finalidad de caracterizarlos e identificarlos
molecularmente por medio del empleo en técnicas en microscopia y biologia
molecular, ademéas se les hicieron ensayos conductuales para caracterizar
fenotipicamente a cada cepa identificada. Los resultados obtenidos sugieren que
algunas de las cepas aisladas tienen uso potencial como modelos biolégicos
emergentes, las cuales con estudios mas especificos y detallados en biologia del
desarrollo y genética del comportamiento nos permitiia caracterizar
genotipicamente y fenotipicamente a las cepas asiladas y asi ampliar el
conocimiento y la importancia del filo Nematoda en general para poder compararlo

respecto a otras especies del mismo filo.

Antecedentes

1.- Filogenia de los nematodos

Los nematodos son animales vermiformes, se encuentran dentro de la
clasificacion taxonomica Bilateria, es decir, que todos los organismos dentro de
éste grupo tienen simetria bilateral incluyendo a los mamiferos, artrépodos,
anélidos o moluscos. Los nematodos al igual que todos los animales del grupo
Bilateria son triploblasticos, es decir, que poseen una tercer capa embrionaria

intermedia llamada mesodermo que se encuentra entre el ectodermo y el



endodermo (Bagufia et al, 2008). Dentro de Bilateria, el filo Nematoda se
encuentra mas emparentado con los filos Tardigrada (osos de agua) o Arthropoda
(insectos y aracnidos) que con los filos Annelida (lombriz de tierra) o Mollusca
(calamares) y el filo Deuterostomia (mamiferos o equinodermos), aunque ésta
clasificacion se basa principalmente en datos moleculares, se tienen
contempladas muchas caracteristicas que los distinguen entre si como el

desarrollo embrionario o la morfologia. (Figura 1).

El parentesco del flo Nematoda que existe con los filos Tardigrada o Arthropoda
es debido a que los agrupan en un clado o superfilo llamado Ecdysozoa en el cual
se comparten caracteristicas Unicas como el poseer una cuticula dura externa.
Ademas es el grupo con mayor diversidad de especies descritas y con dos de los
modelos biolégicos mas estudiados: la mosca de la fruta Drosophila melanogaster
y el neméatodo de vida libre Caenorhabditis elegans, de los cuales ya se
secuenciaron sus genomas, lo que podria darnos informacion acerca de los
origenes evolutivos de estos dos filos e inclusive del antepasado comun de los
Ecdysozoa (Telford et al, 2008).

De acuerdo con la clasificacion actual basada en analisis de datos moleculares
del gen 18S rADN, el filo Nematoda estd compuesto por dos Clases; Enoplea y
Chromadorea dentro de estas dos clases existen tres Subclases, dos para
Enoplea; Enoplia y Dorilaimia y uno para Chromadorea; Chromadoria (Figura 2).
Actualmente se han descrito alrededor de 23 000 especies aunque se dice que
puede haber mas de un millén de especies en todos los ecosistemas conocidos
(Blaxter, 2011).



Deuterostomia (vertebrates echinoderms tunicates | ete)
Arthropoda (insects spiders, crabs, eto )
Onychophora (velvet worms)
Tardigrada (water bears)
Mematoda (roundworms)
Ecdysozoa Mematomorpha (horsehair worms)
Kinorhyncha
Loricifera
Priapulida (penis worms)
Chastognatha (arrow
Gastrotricha
Rotifera (rotifers)
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Micrognathozoa
Cycliophora
Mesozoa
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Platyhelminthes (flabworms, tapeworms, flukes)
Anrelida (bristleworms, ragworms, earthworms, leeches and their alies)
Bryozoa (moss animals)
Sipuncula (peanut worms)
Lophotrochozoa Mellusca (snails, clams, squids, ete)
Memertea (rilbbbon worms)
Ertoprocta (kamptozoans)
Phoronida (horseshoe

NOIMS )

Brachiopoda (lamp shells)

Figura 1.- Propuesta de un &rbol filogenético representativo de los organismos con simetria
bilateral basado principalmente en andlisis de datos moleculares, se pueden apreciar tres
principales grupos: Deuterostomia que incluye a los cordados, equinodermos y hemicordados, el
segundo grupo llamado Ecdisozoa que incluye a los artrépodos, tardigrados, nemétodos, etc., y
por ultimo el grupo Lophotrochozoa que incluye a los anélidos, moluscos, briozoos, etc. Fuente:

Tree of life web project.
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Figura 2.- Propuesta de un arbol filogenético del filo Nematoda basado en analisis de datos
moleculares del gen 18s rADN. Fuente: Wormatlas.



2.- Nematodos de vida libre y la nematofauna en México

Los neméatodos de vida libre comprenden del 60% al 80% de la nematofauna total,
se pueden encontrar en casi cualquier parte del mundo, desde los polos hasta los
tropicos, ya sea en el mar, en agua dulce o en el suelo continental cabe aclarar
que los nematodos que viven en medios acuaticos no se encuentran en los
cuerpos de agua sino asociados a otros organismos o en el suelo. Se han
encontrado nematodos en casi cualquier ambiente, desde las profundidades del
océano, en ventilas hidrotermales, lagos congelados, en las montafias, en un
campo de cultivo o ganadero y hasta en los jardines domésticos. Se dice que en
una pradera podemos encontrar de 4 a 20 millones de nematodos por metro
cuadrado y en un robledal hasta 30 millones por metro cuadrado (Wallwork, 1970;
Meldal et al, 2005 & Neher, 2010).

Los nemétodos de vida libre suelen ser en su mayoria microscopicos con tamafios
desde 40 um hasta 1 mm de longitud, todos son de forma cilindrica, de ahi su
caracterizacion morfolégica como gusanos redondos. Dentro de los neméatodos de
vida libre existen especies que se alimentan de restos de materia vegetal llamados
fitéfagos, éstos suelen ser de gran importancia dentro de la agricultura ya que
llegan a causar dafos a los cultivos. Existen otras especies que se alimentan de
hongos o bacterias llamados fungivoros o bacteriéfagos respectivamente, estas
especies de nematodos ayudan en la descomposicion de la materia organica y la
mineralizacion del nitrégeno, ademas también existen especies depredadoras que
se pueden alimentar de protozoarios, anélidos y hasta de otros nematodos. Los
nematodos de vida libre también son alimento de otros animales como de los
crustaceos, peces, anélidos, insectos, acaros u hongos. Las habitos alimenticios
de los nematodos de vida libre nos indica que desempefian una labor ecolégica
importante dentro de cualquier ecosistema ya que participan en casi todos los
niveles tréficos (de Lara et al, 2007 & Neher, 2010).

Existen pocos trabajos sobre el aislamiento y/o identificacion de nematodos de

vida libre en México, dentro de estos, la mayoria de los trabajos se hicieron en



ambientes marinos mexicanos, como es el caso en el Golfo de México donde se
hicieron estudios comparativos para estimar la abundancia, diversidad y ecologia
de la nematofauna en ambientes marinos profundos asociando caracteristicas
biogeografias entre los distintos habitats de las especies estudiadas, resaltando
patrones de distribucion entre los distintos sustratos en el Golfo de México, en
todos los trabajos revisados, la caracterizacion de los géneros se hizo empleando
caracteres morfoldgicos con la ayuda de manuales de identificacion especificos, y
en ninguno se emplearon herramientas moleculares para la identificacion
(Vanreusel et al, 1997; Hope, 2005; Somerfield et al, 2006; Bright et al, 2010;
Vanreusel et al, 2010 & Sharma et al, 2012) .

También existen trabajos de neméatodos de vida libre de ambientes marinos de las
costas del Pacifico y el Caribe de México. En el Caribe mexicano se hizo un
estudio para el estado de Quintana Roo en el cual se describe a la nematofauna
por medio de guias morfoldgicas estimando la abundancia de nematodos de siete
sitios distintos de muestreo (de Jesus-Navarrete, 2007). Para el Pacifico mexicano
se estimo la abundancia y distribucién de la zona litoral del estado de Colima
utilizando guias de identificacion morfologica (de Jesus-Navarrete, 2007). El Unico
trabajo que se encontrd de identificacion molecular de neméatodos de vida libre se
realizo en la peninsula de Baja California donde se tomaron muestras del lado del
Golfo de California y del lado del Pacifico, Unicamente se identificaron géneros del
orden Enoplida, en dicho estudio se propone que para poder avanzar en la
determinacion la diversidad de la nematofauna de vida libre es necesario hacer

trabajos donde se integren datos morfoldgicos y moleculares (Pereira et al, 2010).

Trabajos con nematodos terrestres se centran especificamente en especies con
importancia econdémica que viven en tierras de cultivo como es el caso de un
trabajo en el estado Michoacan en cultivos de durazno en el cual se estimo la
diversidad y abundancia de la nematofauna donde se registraron especies
fitoparasitas, de vida libre y depredadoras, en el cual los nematodos de vida libre
se identificaron hasta género por medio de claves dicotomicas (Gonzalez-Cortés

et al, 2010), existen trabajos relacionados al mencionado anteriormente donde se
7



hacen estudios descriptivos de la nematofauna asociada a cultivos como en la
papa o la cebolla donde se utilizan claves para describir a los géneros (Belmont et
al, 2003 & Desgarennes et al, 2009).

Ademas de los estudios especificos con nematodos de vida libre, se han hecho
trabajos donde se logra estudiar la diversidad microbiana de los ecosistemas
incluidos los nematodos, en los cuales se utilizan herramientas mas potentes
como la metagendémica en la cual se pueden obtener secuencias de todos los
organismos de una muestra de suelo por ejemplo, ademas éstos estudios nos
permiten hacer estudios evolutivos y ecoldgicos mas especificos abarcando cada
uno de los componentes de las redes tréficas (Breitbart et al, 2009 & Couradeau et
al, 2011). Una de las principales ventajas de hacer este tipo de estudios es que se
pueden obtener secuencias sin necesidad de aislar a cada una de las especies, y
directamente también suele ser la principal desventaja dependiendo el enfoque
que se le quiera dar ya que al no poder aislar a las especies es imposible
cultivarlos como es el caso de la mayoria de los microorganismos incluyendo a los
nematodos y una de las principales ventajas que existen de cultivar a cualquier
organismo es la de poder hacer estudios involucrados en sus genotipos Yy

fenotipos como la genética del comportamiento y desarrollo.

3.- Organismos modelo en laboratorio

El conocimiento bioldgico que se obtiene en el laboratorio en gran parte se basa
s6lo en un numero limitado de organismos que sirven como modelo representando
una pequefisima fraccién de la diversidad del planeta (Hedges, 2002). Para que
un organismo sea considerado un excelente modelo en el laboratorio necesita
cumplir con varias caracteristicas, entre ellas, un rapido desarrollo, es decir que
cumpla su ciclo de vida en relativamente poco tiempo y asi poder obtener varias
generaciones en pocos dias o semanas dependiendo del organismo, otra
caracteristica importante es la facilidad de manipulacion, que casi siempre esta
ligada con el reducido tamafio ya que esto permite que se puedan mantener en
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condiciones de laboratorio, ademas es necesario la versatilidad y plasticidad
experimental, es decir, que se puedan emplear experimentos con distintos
enfoques bioldgicos, bioquimicos o médicos como es el caso de la genética del
desarrollo y comportamiento, fisiologia, neurobiologia, medicina o evolucién, solo
por mencionar algunos, todo depende de las necesidades de cada investigador
(Sommer, 2000; Hedges, 2002 & Hunter, 2008).

Actualmente existen modelos biol6gicos para cada uno de los tres dominios,
Arquea, Bacteria y Eucaria, abarcando dentro de estos a casi todos los grandes
grupos taxonémicos. Estos modelos van desde la arquea Sulfolobus
acidocaldarius, la bacteria Escherichia coli, el hongo Saccharomyces cerevisiae, la
planta Arabidopsis thaliana, el nematodo Caenorhabditis elegans, la mosca de la
fruta Drosophila melanogasgter, el pez Danio rerio hasta el famoso ratén de
laboratorio Mus musculus solo por mencionar a los mas representativos y
estudiados hasta la fecha (Figura 3) (Sommer, 2000; Baier et al, 2002; Chen et al,
2005; Sprague et al, 2006; Kazemzadeh et al, 2012).

En la mayoria de los casos de cada organismo modelo se busca que sea un
representante que cumpla ciertos objetivos que sean caracteristicos a su grupo
taxondmico, para asi poder hacer una aproximacién que nos permita entender no
solo al organismo modelo como tal sino a todo su linaje. Esto no es una regla a
seguir, ya gque no es posible generalizar con un solo modelo representante de un
taxdn, para eso hay que estudiar y comparar entre distintas especies de un mismo

grupo taxonémico.



Figura 3.- A) mosca de la fruta Drosophila melanogaster, B) raton Mus musculus, C) pez cebra

Danio reio, D) bacteria Escheriquia coli, E) levadura Saccharomyces cerevisiae, F) planta
Arabidopsis thaliana, todos estos organismos representan a los modelos biolégicos méas
estudiados en el laboratorio, de cada uno se ha secuenciado su genoma por completo. Fuente:

http://www.seresmodelicos.csic.es/
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4.- Caenorhabditis elegans y otros nematodos modelo

El primer nematodo modelo con el que se trabaj6 en laboratorio fue
Caenorhabditis elegans (Figura 4), el cual se describidé por primera vez por Emile
Maupas en 1900 y fue propuesto por Sydney Brenner como modelo bioldgico
hasta los afios setenta (Brenner, 1974; Blaxter, 2011). Desde entonces C. elegans
se ha convertido en uno de los modelos mas importantes en la investigacion
biologica. Durante cuarenta afios se ha estudiado a C. elegans en cientos de
laboratorios en todo el mundo, resultando en una infinidad de trabajos publicados
abarcando todas las disciplinas de la biologia, se ha secuenciado su genoma por
completo, de esta forma se sabe que estd compuesto por cerca 19,000 genes. Se
han hecho estudios genéticos involucrados en su desarrollo, en su
comportamiento, morfologia, fisiologia, evolucién, neurobiologia, ecologia,

medicina entre otras méas (Brenner, 1974, Blaxter, 2011 & Blaxter & Denver, 2012)

Distal gonad

Intest:n ” 7 — Anus

Proximal gonad

Pharynx

©WormAtlas

Figura 4.- En la imagen se muestra un individuo adulto de Caenorhabditis elegans en donde se
aprecian gracias a que son trasparentes las distintas partes de su morfologia interna como la

faringe, el intestino, las gbnadas, el Gtero y la cola. Fuente: Wormatlas.
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C. elegans es un gusano redondo muy pequefio de 1 mm de longitud
aproximadamente, se alimenta principalmente de bacterias y se encuentra
principalmente en forma hermafrodita, esto quiere decir que puede autofecundarse
0 se puede reproducir sexualmente. Las ventajas que tiene C. elegans respecto a
otros organismos modelo son muchas, como por ejemplo: la simpleza corporal o
anatémica ya que cuenta con menos de 1000 células 959 para ser exactos, su
facil reproduccion en laboratorio, ya que tiene un ciclo de vida relativamente corto,
de tres a cuatro dias dependiendo la temperatura, se pueden obtener varias
generaciones en pocas semanas (Figura 5). Dentro de las ventajas mas
importantes es que son transparentes durante todo su desarrollo, desde el
embrionario hasta los distintos estadios larvarios y los adultos, facilitando el
estudio de su desarrollo. Otras razones son su tamafio pequefio, lo cual con la
ayuda de un microscopio-estereoscopico se pueden observar, ademas esto facilita
su almacenamiento, transporte y manipulacion (Brenner, 1977; Blaxter, 2011 &
Blaxter & Denver, 2012).

Dadas las caracteristicas anteriormente mencionadas que tiene C. elegans
respecto a otros organismos modelo, lo han hecho un modelo biolégico por
excelencia, logrando con sus estudios tres premios nobel en 40 afios, entre ellos
el mismo Sydney Brenner ademas de Craig Mello y Andrew Fire por su
importantisima contribucién a la biologia (Brenner, 1977). C. elegans fue el primer
ser vivo en el cual se completo su linaje celular, de esta forma se dieron cuenta
gue existen células que estan destinadas a morir, descubriendo por primera vez la
muerte celular programada o apoptosis (Sulston et al, 1983). En los ultimos afios
se han introducido nuevos nematodos modelo como Oscheius sp y Pristionchus
pacificus, lo cual ha servido para hacer un andlisis mas robusto sobre las bases
genéticas en la evolucion de los procesos del desarrollo entre las tres especies de
nematodos (Sommer, 2000; Félix, 2006; Herrmann et al, 2006; Baille et al, 2008).
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Figura 5.- Ciclo de vida de Chaenorhabditis elegans donde se aprecian las principales fases del
desarrollo, desde la primer divisién del huevo dentro del Utero pasando por las siguientes
divisiones celulares del desarrollo embrionario fuera del Utero hasta los estadios larvarios y fase

adulta. Fuente: Wormatlas.

Justificacion

En México existen muy pocos trabajos dedicados a la identificacion y cultivo de
nematodos de vida libre. ElI conocer mas sobre la nematofauna de vida libre nos
ayuda a generar posibles modelos biol6gicos que sean de gran utilidad en trabajos
de investigacion enfocados a genética, evolucidén, ecologia, fisiologia, anatomia,
neurobiologia, biologia del desarrollo, biologia celular o biologia del
comportamiento, ademas nos ayuda a ampliar el conocimiento sobre la

biodiversidad del filo Nematoda no solo en México sino a nivel mundial.
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Hipotesis

La alta biodiversidad que existe en México y especialmente el gran numero de
nematodos (alta abundancia) que existen en el suelo, permite aislar, caracterizar e
identificar molecularmente nematodos de vida libre y ademas es posible generar
nuevos modelos bioldgicos que ayuden a la comparacion y comprension de
genotipos y fenotipos entre los modelos de nematodos ya descritos como es el

caso del modelo Caenorhabditis elegans.

Objetivos

1.- Objetivo general

Aislar, caracterizar e identificar molecularmente nematodos de vida libre a partir de
muestras de suelo (con uso potencial como modelos emergentes en investigacion

bioldgica)

2.- Objetivos especificos

Aislar nematodos de vida libre a partir de muestras de suelo de México.

e Cultivar a los nematodos aislados de las muestras de suelo.

¢ |dentificar molecularmente a nivel de especie a los nematodos cultivados.

e Caracterizar fenotipicamente a los nematodos identificados.

e Crear un cepario en criopreservacion con los nematodos de vida libre

aislados.
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Material y métodos

1.- Sitios de muestreo

Se tomaron muestras de suelo en distintos sitios de México:

1.

2.

8.

9.

Oasis, Todos Santos, Baja California.
Hoya Rincon de Parangueo, Valle de Santiago, Guanajuato.

Cultivo de lombrices en el Campus Amazcala de la Facultad de Ciencias
Naturales de la Universidad Auténoma de Querétaro, Querétaro.

Alrededor de los edificios del Campus Aeropuerto de la Universidad

Autonoma de Querétaro, Querétaro.

Cerro EI Zamorano en el Municipio de Colén, Querétaro.

Rio Micos en la Huasteca Potosina, San Luis Potosi.

Municipio de Tamasopo en la Huasteca Potosina, San Luis Potosi.
Interior de la cueva Tinaja en la Huasteca Potosina, San Luis Potosi.

Laguna del Mante en la Huasteca Tamaulipeca, Tamaulipas.

10.Interior de la cueva Pachén en la Huasteca Tamaulipeca, Tamaulipas.

11.Complejo volcanico Guespalapa A, Morelos.

12.Complejo volcanico Guespalapa B, Morelos.

13. Area Natural Protegida Yumka, Tabasco.

14.. Frontera Corozal, Chiapas.

15.. Tziscao, Lagunas de Montebello, Chiapas.
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Mapa de México con los sititos de muestreo.

Puntos de colecta
No. Lugar
1 Qasis
2 Parangueo
3 Amazcala
4 Aeropuerto
5 Zamorano
6 Micos
7 Tamasopo
8 Tinaja
9 | Lagunadel Mante
10 Pachén
" GuespalapaA
12 Guespalapa B
13 Yumka
14 Frontera
Tziscao

D Limites estatales
® Sitio de muestreo

1000 0 1000 km

Figura 6.- Mapa de México en el que se muestran con puntos rojos cada uno de los 15 sitios en

donde se colectaron las muestras de suelo.

16



2.- Medio de cultivo para neméatodos de vida libre

Para el aislamiento y cultivo de nhematodos de vida libre se prepararon medios de
cultivo NGM (Nematode Growth Medium), el cual se describe a continuacion
(Brenner, 1974 & Stiernagle, 2006):

Para 1 litro de medio de cultivo

3g de NaCl.

e 2.5g de peptona.

e 17gde agar.

e 1ml de 1M de MgSOa.

¢ 1ml de 5mg/ml de colesterol en etanol.
e 1mlde 1M de CaCl.

e 25ml de 1M KPOs pH 6.0 (buffer para 1 litro: 108.3g KH2POa4, 35.69
K2HPOa).

e 975ml de agua destilada.

Para la preparacion del medio NGM, primero se esterilizaron por medio del empleo
de la autoclave en frascos SCHOTT de 1000ml los 975ml de agua destilada junto
con los 17g de agar, 2.5g de peptona y los 3g de NaCl previamente mezclados,
después del tiempo de esterilizado, se agregaron los 25ml de 1M KPO4 pH 6.0,
1ml de 1M de CaCl, 1ml de 5mg/ml de colesterol en etanol y por ultimo 1ml de 1M
de MgSOa. Después se vertié el medio de cultivo antes de que solidifique en cajas
Petri de plastico de 6cm, las cajas con medio se dejaron solidificar y reposar
durante una noche para después sembrarlas con la bacteria Escheriquia coli
OP50.

A cada placa con medio se le agregaron en el centro 180 ul de E. coli OP50 en

medio 2xYT con ayuda de una micropipeta y lamparas de alcohol para evitar que
17



se contaminaran tanto las placas sembradas como nuestro stock de E. coli OP50
(Figura 7). Después de sembrar las placas con E. coli OP50 las placas se dejaron
reposar una noche a temperatura ambiente hasta que se fijaran los 180 ul con la
bacteria al medio. Ya que la bacteria se fij6 al medio, las placas estan listas para

poder trabajar con el aislamiento y cultivo de los nematodos de vida libre.

La cepa OP50 es un auxatrofo uracilo de la bacteria E. coli, es decir, que debido a
una mutacion en la sintesis de uracilo, el crecimiento de ésta mutante esta limitado
a un medio en especifico, en éste caso al medio NGM. E. coli OP50 es la bacteria
gue mas se utiliza como alimento para los neméatodos de vida libre, especialmente
para C. elegans (Stiernagle, 2006). E. coli OP50 cuando se siembra sobre placas
con medio NGM forma una capa muy delgada y transparente que permite una

Optima visualizacion de los nematodos (Brooks et al, 2009).
A continuacion se describe el medio 2xYT para crecimiento de E. coli OP50.
Para 1 litro de medio de cultivo

e 169 de triptona.

e 109 de extracto de levadura.

e 5gde NaCl.

e Aforar a 1000ml con agua destilada.

Después de mezclar los ingredientes hasta que quede homogéneo el medio, se
esterilizd en la autoclave, después de esterilizar se dejé enfriar a temperatura

ambiente y por ultimo se refrigero a 4 °C.

Una vez que se obtuvo el medio, se vacié en tubos falcon de 50ml y se inocularon
con E. coli OP50 cada tubo, después de inocular los tubos, se dejaron incubar a
temperatura ambiente durante una noche y finalmente se almacenaron en

refrigeracion a 4 °C, esto sirvio para tener los stocks con alimento. Ademas se
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criopreservaron a -80°C 9 tubos Eppendorf de 1.5 ml E. coli OP50 en 2xYT con
10% de glicerol.

Figura 7.- En la fotografia se aprecia una caja Petri de 6 cm de diametro con medio NGM en la
cual el circulo negro representa la forma en la que se debe sembrar a la bacteria E. coli OP50.

Fotografia: Ana Santacruz.

3.- Manipulacién de nematodos

Para la manipulacion individual de los neméatodos se utilizé un asa de platino, la
cual se fabric6é utilizando tres centimetros de alambre de platino y una pipeta
Pasteur de vidrio, a la cual se le coloco el alambre en la punta fundiendo el vidrio
para sujetarla, aproximadamente medio milimetro de la punta del otro extremo del
alambre se aplano con pinzas de electricista para facilitar la manipulacion. La
ventaja de utilizar el alambre de platino es que éste tiene una pureza del 99.95% y
0.05% de iridio, con un diametro de 0.010 pulgadas, lo cual hace que se pueda
esterilizar en estado incandescente directamente en la flama del mechero de
alcohol calentandose y volviéndose a enfriar en dos o tres segundos, ademas al
tener un diametro tan pequefio permite una flexibilidad muy alta facilitando la
manipulacion de los nematodos individualmente (Figura 8). Para el traspaso de
varios nematodos de placa en placa se utilizd una espatula de acero inoxidable de

aproximadamente un centimetro de ancho, la cual se esteriliza entre cada
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traspaso con etanol al 70% y un mechero de alcohol (Barriere & Feélix, 2006;
Stiernagle, 2006).

Figura 8.- La flecha roja sefiala el alambre de platino sujetado en la pipeta Pasteur de vidrio, la
flecha azul sefiala la espatula de acero utilizada para el traspaso multiple de nematodos. También
se muestra una caja Petri de 6 cm sembrada con NGM como referencia. Fotografia: Ana

Santacruz.

4 .- Aislamiento de neméatodos

Con la espatula de cada una de las muestras de tierra se extrajo una porcion de
ésta (aproximadamente dos gramos) en la cual se encontraban los nematodos ya
sea en estado adulto, larvario o embrionario, la tierra se coloco en el medio de
cultivo formando un anillo con la tierra alrededor de la bacteria previamente
sembrada en el medio NGM (Figura 8). Después de tres a cuatro dias de
incubacion a temperatura de laboratorio, los nematodos migraron hacia el centro
del medio de cultivo donde estaba la bacteria sembrada (Figura 9), con apoyo de
un microscopio-estereoscopico y el asa de platino se capturé uno por uno cada
nematodo que migré hacia el centro y se colocaron en medios NGM frescos

previamente sembrados con bacteria (Barriere & Félix, 2006; Stiernagle, 2006).
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Figura 9.- En las fotografias A y B se muestra la manera en la que se coloc6 una pequefia porcion
de tierra de cada sito de muestreo, con la cual se formé un anillo evitando tocar el centro del medio
de cultivo donde se encuentra la E. coli OP50 sembrada, esto ayud6 a visualizar con la ayuda de
un estereoscopio a los nematodos que se desplazaron hacia el alimento en el centro y asi de ésta

manera poder aislar los nematodos en nuevos medios frescos. Fotografias: Ana Santacruz.

Figura 10.- En las cuatro imagenes se aprecia con la ayuda de un estereoscopio a los neméatodos

gue migraron hacia el alimento en el centro de la caja de Petri, éstos fueron capturados con la
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ayuda de un asa de platino y se trasladaron a medios frescos, la imagen A esta a un aumento de
6x, la imagen B y C esta a un aumento de 12x y la imagen D esta a un aumento de 24x.

Fotografias: Ana Santacruz.

5.- Cultivo de nematodos y obtencion de cepas

Después de aislar los neméatodos en medios frescos con E. coli OP50, se dejaron
incubar a temperatura ambiente (22°C-24°C) durante tres o cuatro dias para que
pusieran huevos y posteriormente obtener individuos adultos. Después las larvas
en fase L4 se separaron en monocultivos en medios frescos, es decir solo se paso
un solo individuo por caja de Petri con medio fresco, esto se hizo porque las larvas
L4 todavia no son adultos y por lo tanto en esta fase de su desarrollo todavia no

se pueden reproducir.

Después de obtener los monocultivos, se dejaron incubar a temperatura ambiente
durante tres a cuatro dias para que su ciclo de vida se repitiera, pero ahora con la
certeza de que todos los descendientes que obtengamos pertenecen a una sola
especie. Ya que se obtuvieron los monocultivos, con la espatula se extrae un trozo
de agar del cultivo viejo y se coloca en un medio fresco con alimento evitando
tocar el alimento (Figura 10). De ésta manera cientos de nematodos se desplazan
hacia el alimento fresco. El proceso de cultivo se repiti6 mientras se siguid

trabajando con los nematodos (Barriere & Félix, 2006; Stiernagle, 2006).
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Figura 11.- En la fotografia A se muestra una caja Petri con medio de cultivo de mas de una

semana, del cual se extrae un trozo del agar con la ayuda de una espatula procurando que se
encuentren nematodos y en la fotografia B se muestra la forma en la que se coloca el trozo de agar
en un medio fresco evitando colocarlo en el centro donde se encuentra el alimento, esto para

facilitar la manipulacion de los nematodos. Fotografia: Ana Santacruz.

6.- Criopreservacion de cepas

Para la preservacion en congelacion se preparo y utilizé la siguiente solucion:
Para un litro de solucién para congelar.

e 5.8g de NacCl.

50ml a 1M de KH2POa4 a un pH de 6.

240ml de glicerol.

710ml de agua destilada estéril,

30ul de 1M MgSOa4 por 100ml de solucién.

El procedimiento de congelacién consinti6 en colocar tres o cuatro nematodos
adultos de cada sitio de muestreo en cajas Petri con medio NGM y alimento, se
dejaron de tres a cuatro dias a temperatura ambiente para obtener larvas L1-L2 y
a gue se hayan terminado el alimento. Después, a éstas cajas se les agrego con

una micropipeta en dos tandas 1500 pl de solucion para congelar rociando el
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centro de la caja y dejandolo reposar por un minuto aproximadamente, después se
inclinaron un poco las cajas y con la misma pipeta se extrajo todo el exceso de
solucion la cual contiene cientos de nematodos en su mayoria L1y L2 y por ultimo
se depositaron en criotubos de 1800 pl previamente etiquetados para después ser

almacenados a -80°C (Stiernagle, 2006).

Para comprobar que las cepas congeladas sean viables después de congelarlas,
los criotubos se dejaron descongelar a temperatura ambiente (24°C), en seguida
gue se aprecie que se hayan descongelado, se extrajeron 300 ul y se agregaron a
placas con medio NGM sembradas con E. coli OP50, los 300 ul se agregaron en
las orillas de las cajas evitando el contacto con la bacteria, se hizo por duplicado
cada descongelacion, es decir que se extrajeron 600 ul en total de las muestras
congeladas. Después cada placa se mantuvo a temperatura ambiente y se
monitore6 cada dos horas para comprobar que los nematodos descongelados

sean viables (Stiernagle, 2006).

7.- Extraccion de ADN

Se siguio el método descrito por Floyd et al. (2002) y Herrmann et al. (2006) el
cual consiste en traspasar un solo nematodo de cada cepa distinta y ponerlo en 20
pl de NaOH a 0.25M dentro de un tubo para microcentrifuga de 0.6 ul, después se
dejaron incubar toda la noche a temperatura ambiente (24°C). Al otro dia los tubos
se calentaron a 95 °C por 3 minutos y enseguida se agregaron 4 ul de 1M de HCI,
10 pl de .5M de Tris-HCI a pH 8.0 y 5 pl de 2% de Triton X-100. Después se
volvieron a calentar a 95 °C por 3 minutos y se congelaron a -20 °C toda la noche.
Por dltimo, al otro dia se volvieron a calentar a 95 °C por 3 minutos. Las

extracciones se almacenaron en los tubos originales a -20 °C.
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8.- Amplificacion de material genético por medio de PCR

Para la amplificacion del material genético, se utilizd el protocolo para PCR de
HotStartTaq Plus Master Mix (Qiagen), en este caso para 10 pl, el cual se describe

a continuacion:

5 ul de HotStartTaq Plus Master Mix.

0.5 pl de primer F.

0.5 pl de primer R.

1.5 pl de ADN.

2.5 pl de agua libre de nucleasas.

Los oligonucledtidos que se utilizaron son los que amplifican para el gen de la
pequefia subunidad ribosomal 18s rRNA (Floyd et al, 2002) (Tabla 1). EI PCR se
corrié utilizando el siguiente programa: 95 °C por 5 minutos para activar la ADN
polimerasa, 35 ciclos de (94 °C por 30 segundos, 52 °C por 1 minuto, 72 °C por 1
minuto) para desnaturalizar la cadena de ADN, alinear, unir a los oligonucleotidos
y extender la cadena de ADN vy por ultimo 72 °C por 10 minutos para asegurar la
elongacion del ADN, los productos de PCR se visualizaran en electroforesis en gel

de agarosa al 1% esperando un producto de ~1000 pares de bases.

Primer Secuencia Tamarfo (pb) Referencia
SSU18A AAAGATTAAGCCATGCATG

~1000 Floyd et al, 2002
SSU26R CATTCTTGGCAAATGCTTTCG

Tabla 1.- Se especifica el nombre del primer (oligonucleétido), la secuencia correspondiente a

cada primer y el tamafio esperado en pares de bases.
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9.- Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis consiste en separar por medio de cargas eléctricas las moléculas
de ADN por su tamafio en pares de bases para asi poder asegurarnos que
amplifico nuestro gen, para poder visualizarlo se tifio con bromuro de etidio que es
fluorescente cuando se une a las moléculas de ADN y si nos permite visualizarlo
cuando se expone a la luz ultravioleta, para tener una referencia del tamafo
esperado de nuestro gen amplificado, en uno de los pozos de nuestro gel, se
agrego una escalera molecular comercial de mil pares de bases y con esto poder
referenciar nuestro producto esperado. En cada pozo que se forma en el gel, se
agregaron 4 ul de producto de PCR, 6 ul de agua destilada grado molecular y 2 pl

de marcador azul para tefiir nuestra muestra.

10.- Secuenciacion

Los productos de PCR que presentaron una banda con el peso esperado de
~1000 pares de bases en la electroforesis en gel de agarosa al 1%, se mandaron

secuenciar a Macrogen.

Cada uno de los productos positivos se prepard en base a los requerimientos de
secuenciacion de la empresa. A continuacion se agrega la direccion de la pagina

de internet con las especificaciones requeridas de secuenciacion:
e http://www.macrogen.com/eng/index/

En este caso solo se mando secuenciar el primer reverso SSU26R
(CATTCTTGGCAAATGCTTTCG). Antes de mandar secuenciar se midié la pureza
y concentraciéon del ADN en los productos de PCR en un espectrofotometro
(NanoDrop). Esto se hizo para seleccionar los productos con mejor pureza dentro
del espectro 260/280 nm y para ajustar la concentracion de ADN que la empresa
requiere para la secuenciacion. De cada sitio de muestreo solo se mando

secuenciar a la cepa que obtuviera lo valores de mayor pureza.
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11.- Analisis de secuencias

Las secuencias obtenidas se analizaron mediante el programa BLAST del NCBI
para identificar la especie a la que corresponde cada una de las cepas de los

nematodos aislados.
e http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

BLAST analiza la secuencia alineandola con otras secuencias preexistentes en la
base de datos de GenBank igualmente del NCBI, en ésta base de datos existen
secuencias de casi todos los grupos taxonémicos que existen en el planeta. Al
hacer el alineamiento, BLAST te da resultados que te indican la cobertura en
porcentaje de pares de bases junto con el porcentaje del maximo de identidad
coincidente con tu secuencia respecto a las secuencias de la base de datos de
GenBank.

La secuencia que tenga el porcentaje de cobertura y maximo de identidad mas
elevados nos indica la secuencia que mas se parece a la nuestra. De acuerdo con
esto, se seleccionaron alrededor de 10 secuencias de nematodos del GenBank
del gen 18s de ARNr que estuvieran mas relacionadas con mis secuencias,
ademas se utilizaron tres secuencias como grupos externos, esto se hizo para
crear un arbol filogenético y asi poder corroborar los datos obtenidos con los de
BLAST vy ubicar nuestra secuencia en base a su parentesco respecto al resto de

las otras secuencias.
e http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

Las secuencias se bajaron de la base de datos de GenBank en formato FASTA,
después de obtener alrededor de 10 secuencias, se crearon arboles filogenéticos
UPGMA en el programa gratuito en linea Multiple Sequence Alignment de
Clustalw Kyoto University Bioinformatics Center.

e http://www.genome.jp/tools/clustalw/
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12.- Analisis fenotipicos

A las muestras que resultaron positivas en la secuenciacion, se les hicieron
observaciones para medir la puesta de huevos, agregacion y monitoreo de tiempo
del ciclo de vida, ademas de hacer un registro fotografico de la morfologia de cada

nematodo.
Ensayos para monitoreo de la puesta de huevos:

Consistié en pasar un individuo en estadio L4 en medios NGM frescos sembrados
con E. coli OP50, cada ensayo se hizo por triplicado y se dejaron incubar a
temperatura del laboratorio (22-24 °C), a lo largo de una semana, se monitorearon
los neméatodos contando los huevos o larvas L1 cada dos horas durante los dos
primeros dias, después dos veces por dia hasta que se completara su ciclo de
vida. Esto se hizo para tener un aproximado de cada cuando y cuantos huevos
ponen. Al haber cumplido las primeras 24 horas del traslado, se volvié a trasladar
el adulto a un nuevo medio sembrado y se contabilizaron los huevos o larvas de la
placa de donde se traslado, después se dejo incubando el adulto trasladado y se
volvié a cambiar pero solo 12 horas después, éste proceso se siguié haciendo a lo
largo de la semana y asi poder estimar la cantidad de huevos que pone durante
toda la vida. En paralelo también se monitorearon los individuos de la primera
generacion para estimar cuantas horas después de haber eclosionado, ponen
huevos. EIl ensayo anteriormente descrito también sirvid para monitorear el ciclo
de vida de cada cepa distinta, es decir se calculan los tiempos aproximados en los
gue cada cepa pasa del estadio embrionario al estadio larvario y adulto y de estos

altimos cuando ponen huevos.
Agregacion:

Consistio en poner de 80 a 100 individuos en medios frescos por triplicado, es
decir en medios NGM frescos sombrados cuidadosamente con E. coli OP50
poniendo los 180ul de la bacteria justo en el centro procurando que la bacteria

forme un circulo casi perfecto, se traspasaron de 80 a 100 individuos en estadio
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adulto, los nematodos durante el traspaso se procura que se coloquen en la nueva
placa justo afuera del alimento y se dejan incubar a temperatura ambiente. Cada
uno de los ensayos durante dos o tres dias se monitorean cada dos horas
observandolos al estereoscopio para revisar si se aglutinan o no y la forma en
cémo lo hacen. Este ensayo sirvid para revisar si los nematodos presentan un
comportamiento social a lo largo de su ciclo de vida ya sea dentro o fuera del
alimento y revisar que tipo de aglutinacién presentan (de Bono & Bargmann,
1998).

Registros morfolégicos:

Se registro fotograficamente parte de la anatomia de cada cepa, como la boca, la
vulva y el ano de individuos adultos. Se hicieron registros fotograficos en el
microscopio Optico y en el microscopio electrénico de barrido. Las muestras que
se registraron en el microscopio éptico se prepararon sobre un porta objetos
formando una cama delgada en el centro del porta objetos con 50 ul
aproximadamente de agarosa en solucion M9 al 4% y 20 pl del antihelmintico
comercial levamisol el cual ayuda a paralizar a los nematodos y facilitar su
observacion, se prepararon de cinco a diez individuos y se visualizaron a 10x y
40x de aumento, también se hicieron registros de nematodos vivos en el medio de

cultivo y se visualizaron a 5x y 10x de aumento.

Para los registros en el microscopio electronico de barrido, primero se fijaron de 5
a 10 nematodos adultos con glutaraldehido al 3% con una solucidon amortiguadora
de fosfatos (PBS), se dejaron a temperatura ambiente por dos horas y después se
colocaron en refrigeracion a 4°C por toda una noche (de 12 a 15 horas
aproximadamente) después de que se hayan fijado las muestras se deshidrataron
con un tren de alcoholes desde etanol al 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90% y 100%, en cada concentracion de alcohol se dejaron de cinco a diez
minutos, después de los 10 minutos en etanol al 100% se pasaron los nematodos
a unos micro-barriles de teflon a la cAmara de secado a punto critico con acetona.

En la camara de secado a punto critico la acetona se sustituye por CO2, después
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del secado, los nematodos se trasfieren a las laminas para que se recubran con
oro y poder ser observadas al microscopio electrénico de barrido. Se recomienda
que si el secado a punto critico se va hacer un dia distinto a la deshidratacién, se
almacenen en la etapa del etanol al 70% porque si se dejan en etanol al 100% por
demasiado tiempo las muestras se pueden dafiar (Abrantes & Santos, 1989;
Wergin et al, 1993; Carta et al, 2003: Barson & Marshall, 2004; Zhao et al, 2006).
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Resultados

1.- Cepario

Se lograron aislar 60 cepas de neméatodos de vida libre de los 15 sitios distintos de
donde se colectaron muestras de tierra. Cada cepa se obtuvo aislando nematodos
gue a simple vista parecian distintos de los cuales a continuacion se especifica
cuantas cepas corresponden a cada sitio de muestreo (Figura 11, Tabla 2 y Tabla
3):

Total de cepas
9
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Figura 12.- Se indica el nimero total de monocultivos aislados de las muestras de suelo, el nimero
de monocultivos en un principio se determino por las diferencias fenotipicas que presentaba cada

nematodo, esto no quiere decir que cada monocultivo sea una especie distinta.
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Sitio de muestreo Clave Inicio del Coordenadas
cultivo
Tamasopo, San Luis Potosi Ta 26/10/2011 N21° 55.1409 W99° 23.3891
Amazcala, Querétaro Am 23/11/2011 N20° 42.2577 W100° 15.3255
Aeropuerto, Querétaro Ae 3/02/2012 N20° 37.3177 W100° 21.4207
Tinaja, San Luis Potosi Ti 20/02/2012 N22° 04.545 W98° 57.685
Micos, San Luis Potosi Mi 20/02/2012 N22° 06.978 W99° 10.298
Laguna del Mante, Tamaulipas LM 20/02/2012 N22° 32.143 W99° 04.192
Pachoén, San Luis Potosi Pa 20/02/2012 N22° 36.453 W99° 02.962
Zamorano, Querétaro Za 26/03/2012 N20° 59.103 W100° 09.075
Yumka, Tabasco Yu 2/05/2012 N18° 00.3123 W92° 48.3490
Tziscao, Chiapas Tz 21/05/2012 N16° 04.2941 W91° 40.5243
Frontera, Chiapas Fr 21/05/2012 N16° 49.3025 W90° 53.3930
Parangueo, Guanajuato Pr 8/06/2012 N20° 25.4907 W101° 14.5387
Oasis, Baja California Oa 5/07/2012 N23° 26.5260 W110° 13.2619
Guespalapa A, Morelos GA 5/07/2012 N19° 3.4937 W99° 6.1810
Guespalapa B, Morelos GB 5/07/2012 N19° 4.3458 W99° 7.2066

Tabla 2.- Se indica el origen de la muestra, la clave asignada a cada sitio de muestreo, la fecha de
inicio del aislamiento y las coordenadas geograficas de cada sitio de muestreo. La clave se asigna
dependiendo el nombre, si el origen del muestreo tiene dos nombres se ponen en mayusculas las
iniciales de las dos palabras, si es un solo nombre se pone la inicial en mayusculas y la letra que
sigue en mindsculas, si existen dos nombres que contengan las primeras dos letras iguales se
pone la letra que le sigue como es el caso de Pachén y Parangueo que las dos primeras letras son
iguales, en este caso a Parangueo se le asigna la tercer letra para que quede Pr, esto depende de

que cepa se aisl6 primero.
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Sitio de muestreo

Clave de la cepa

Sitio de muestreo

Clave de la cepa

Tamasopo Tal Zamorano Za2
Tala Za?a

Talb Za2b

Ta2 Za2c

Ta2a Za3

Ta2b Za3a

Amazcala Aml Yumka Yul
Am2 Yu2

Am3 Tziscao Tz1

Am4 Tzla

Am5 Tz2

Am6 Tz2a

Aeropuerto Ael Frontera Fr4
Aela Frda

Ae5 Parangueo RP1

Aeb5a RP2
Ae5b RP2a
Tinaja Til RP2b
Ti2 RP2c
Ti3 RP2d

Ti4 RP3

Ti5 RP4

Micos Mil Oasis Oaz2
Mi2 Oa2a

Mi2a Guespalapa A GAl

Pachon Pal GA2
Pa2 Guespalapa B GB1

Pa3 GB2

Pa4 Laguna del Mante LM1

Pada LM2

Tabla 3.- Se indica el sitio de muestreo y la clave asignada correspondiente a cada una de las

cepas aisladas.
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2.- Criopreservacion de las cepas aisladas

Se lograron preservar en congelacion 12 cepas distintas, cada una de las cepas
congeladas pertenece a un sitio distinto de muestreo, a continuacion se

especifican las cepas preservadas en congelacion (Tabla 4):

Cepa preservada en congelacion Clave delacepa  Fechade preservacion

Guespalapa A GAl 7/08/2012
Guespalapa B GB2 7/08/2012
Oasis Oa2 7/08/2012
Pachoén Pa4 13/03/2013
Tamasopo Ta2a 13/03/2013
Tinaja Ti5 13/03/2013
Laguna del Mante LM1 13/03/2013
Amazcala Am6 13/03/2013
Frontera Fr4 20/08/2012
Parangueo Pr2a 15/03/2013
Aeropuerto Aela 15/03/2013
Zamorano Za2b 15/03/2013

Tabla 4.- Se indican las cepas y la clave de la cepa que se logré preservar en congelacion y la

fecha en que se almacenaron en congelacion.
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3.- Amplificacién de ADN por PCR

De las 60 reacciones de PCR que se hicieron, solo se observaron en la

electroforesis resultados positivos para 19 cepas (Figura 12):

PCR positivos

PCR positivos

Tamasopo Micos Yumka Tziscao Parangueo Guespalapa B

Figura 13.- Total de cepas que dieron positivas en la amplificacion por PCR.

Electroforesis en gel de agarosa al 1%:

CHND e  Seme  OT0

Tala Talb Ta2 Ta2a Ta2b

Escalera

Figura 14.- En el primer pozo del gel de derecha a izquierda se aprecia la escalera de 1 kb, del
pozo 11 al pozo 15 se aprecian las bandas correspondientes a ~1000 pares de bases de las cepas

Tala, Talb, Ta2, Ta2ay Ta2b de izquierda a derecha de Tamasopo,
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Figura 15.- En el primer pozo del gel de derecha a izquierda se aprecia la escalera de 1 kb, las
bandas de ~1000 pares de bases del pozo dos, tres y cuatro corresponden a las cepas Mil, Mi2 y
Mi2a de izquierda a derecha de Micos y la banda del pozo seis corresponde a la cepa Yu2 de

Yumka.

Escalera

Figura 16.- En el primer pozo del gel de derecha a izquierda se aprecia la escalerade 1 kb y las
bandas de ~1000 pares de bases de los pozos dos y cuatro corresponden a las cepas Tz1ly Tz2

de izquierda a derecha de Tziscao.
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Pr1 Pr2 Pr2a Pr2b Pr2c Pr2d

Escalera

Figura 17.- En el primer pozo del gel de derecha a izquierda se aprecia la escalera de 1 kb, las
bandas de ~1000 pares de bases del pozo dos hasta el siete corresponden a las cepas Prl, Pr2,
Pr2a, Pr2b, Pr2c y Pr2d de izquierda a derecha de Parangueo y las bandas de los pozos 16y 17

corresponden a las cepas GB1 y GB2 de izquierda a derecha de Guespalapa B.

4 .- Secuenciacion

De las 19 cepas que dieron positivas para la amplificacion por PCR se obtuvieron
las concentraciones en ng/ul y los valores de pureza de ADN. En la Tabla 5 se
especifica que cepa obtuvo los valores mas altos de pureza para cada lugar de
muestreo. Solo se obtuvieron resultados positivos en la secuenciacion para la

cepa Ta2a perteneciente a Tamasopo y para la cepa Mi2 perteneciente a Micos.

Cepa Concentracion ng/ul | Pureza en 260/280
Ta2a de Tamasopo 86.6 1.90
GB2 de Guespalapa b 160.9 1.74
Mi2 de Micos 163.5 1.76
Tz2 de Tziscao 94.6 1.95
Pr2 de Parangueo 141.8 1.82
Yul de Yumka 152.5 1.70

Tabla 5.- Se indica la cepa que obtuvo el valor mas alto de pureza dentro de razén 260/280, los
valores que sean mas cercanos a 1.8 son los mas puros.
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A continuacién se agregan los resultados obtenidos de la secuenciacién de las dos

cepas Ta2a de Tamasopo y Mi2 de Micos.
Secuencia de Ta2a de Tamasopo:

GGGGCCCAGTGAATTCCCTCTCGCGCAGGGATACGAATGCCCCCGAATTGTCTCTCTTAATCATTACCTCAATTCTTGAA
CCAATAAATAGAACCGAGGTCCTATTCTATTATTCCATGATCGAGCATTCAAGCAATCGCTTGTTTTGAACACTCTGTTT
TATTCAAAGTAATCTCGCTAGCCACTACAGAAGCCGAAGCTATCTGCAGAAAACCAGCAAAATAGTTGCAGCGAAGATTA
ACCTCAGAGAGGAACCAACGCATGCAACTCAGATCCAACTACGAGCTTTTTAACCGCAGCAATGACGATTTACACTAGTG
GAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCACTAGGTCCTCGAAGAGCTATTTAAGCTCAACTCATTG
AAATAACCGATCCGTGAGGATTGGTCTTTTTATTTTTAGTCACTATCTCACTGAAGTAGTGGATAAGTTACGCGCCTGCT
GCCTTCCTTGGATGTGGTAGCCGTTTCTAAGGCTCCCTCTCCGGAGTCGAACCCTTATTCTCCGTTACCCGTAATAACCA
TGGTAGACTAATAGACTACCATCTGGTTGATAGGGCAGACACTTCTTTCGGTTATCGGTAGATTACCTGCCGATAAACTG
CGATATTCAGAGTCAACAAACAACGTCCGAAGACGATTGGTTTGTACTAATATCTGCACCTCTTCAAAGTCGAGGTTTAG
TTGCATGTATTAGCTCCAGAATTTCCGCAGTTATCCATAAAGGATACCCGAAGAGAATGATAGCTGCTCTAATGAGCCCG
TTCGCAGTTTTCACAAAAAGGTTGAACTTTTTTACATTGCATGGCTTTAATTTTTTAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TATAATATATATATATAATTATAATATTAT

Figura 18.- Secuencia de nucle6tidos del gen de la pequefia unidad ribosomal 18s, la secuencia

data de 964 pares de bases.
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Figura 19.- Cromatograma donde se presenta el marco de lectura de la secuenciacion de la cepa
Ta2a de Tamasopo, en general la calidad de la secuencia es alta ya que casi no muestra
decaimientos en las secuencias ni tampoco se aprecian secuencias superpuestas esto nos indica

gue la calidad de la secuencia es alta.

Secuencia Mi2 de Micos:

AGGTTTGTTTGGGCTTATCTGAGGCAGTATTTCACCTCTCATCGCAGAGATACGAATGCCCCCGCTTTGTCCCTGTTAAC
CATTATCTCAGTCCACAAAACCAATAAAAGAGGACCGAAATCCTTTTCTATTATTCCATGCACAATCATTCAAGCGATAC
GCCTGCTATTGAGCACTCTGATTTTCTCAAAGTAAACTCGCCAGCCACCCGCCGACAACCAGTGAAGGTTACGACGGGAA
AACCAGCAAAAAGCCTATGAGCGTATTACGCACCCGAAGGTGGACCACGTCCTATGGCACAGATCCAACTACGAGCTTTT
TAACCGCAGCAATAATTCTATGCACTTTGAGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCTCATAGATA
CTCGTTAAAGGGTTTAAATTGTACCCATTCCGATGACCGGCCTCATAAGAGAACGGTCTCGTTATTTTTCGTCACTACCT
CCTCGTGCTGATAGTGGGTAATTTTCGCGCCTGCTGCCTTCCTTACATGTGTTCGCGATTTCTCAGGTGAACTCTCCGGA
GCCGAACCCTTATTCTCCGTTACGCGTGATCACCATGGTAGTCAGATACACTACCATCGAAAGTTGATACGGCAGATACT
TGAAAGACACGTCGCCGGTGCAAGACCATGCGATCAGCTCAGTTACTATGAGTCAACCAGAAACAGCCGAAGCCGCTTGG
TTTTGTTCTAATAAATGCACTCTTCCCGTGAGGTCAGAGCTTTTAATGCATGTATTAGCTCTAGAATTACCACAGTTATC
CCAAGTAGGGATTGTGTCAAGATCAAAGTAAAATTATAGCTGTTATAATGAGCCATTCGCGGTTTCACGAATTAAAATCG
TTTATACTTAGACATGGCATGGCTTTAATCTTTAAAAACTAATTTTCCATCTTACCCCCTCCTTCTTCCCCTTCTCTCTT
TCTTTCTTCTTTTTTTTTTT

Figura 20.- Secuencia de nucle6tidos de la cepa Mi2 perteneciente a Micos del gen de la pequefia

unidad ribosomal 18s, la secuencia data de 980 pares de bases
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Figura 21.- Cromatograma donde se presenta el marco de lectura de la secuenciacién de la cepa
Mi2 de Micos. La calidad de la secuencia no es tan alta ya que se pueden observar secuencias

superpuestas al inicio y a la mitad de la secuencia.

5.- Analisis de secuencias

Para la cepa Ta2a de Tamasopo, se encontr6 un maximo de identidad del 99% y
una cobertura total del 92% con Oscheius sp. BW282 (GenBank AF082994.1). A
continuacion se muestran los resultados obtenidos de Blast. Para la cepa Mi2 de
Micos se encontré un maximo de identidad del 98% y una cobertura total del 90%
con Acrobeloides apiculatus AcLoApi (GenBank AY284673.1). A continuacién se

muestran los resultados obtenidos de Blast.
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i Alignments

Description score | score | cover
[Tl oscheius sp. BW282 188 ribosomal RNA gene, partial sequence 1447 1447 92%
[F1 Rhabditis myriophila 185 small subunit ribosomal RMNA gene, complete sequence 1429 1429 9%
[T Rhapditis myriophila EM435 188 rivosomal RNA gene. parfial seguence 1420 1420 9%
[ Rhabditinae sp. 1 TMG-2010 isolate D40 SSU18A 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 1388 1388 90%
[C] Rhabditinae sp. 1 TMG-2010 isolate G20 SSU184 185 small subunit ribosomal RMA gene, partial sequence 1388 1388 90%
[Tl Rhabditinae sp. 2 TMG-2010 isolate A10 S$3U18A 138 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 1384 1384 85%
[[1 oscheius carolinensis 135 ribosomal RNA gene, parfial sequence 1332 1332 90%
[C] Qscheius insecivora 185 risgsomal RA gene. pariial seguence 1324 1324 92%
[ Rhabditis sp. Tumian-2007 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 1317 1317 92%
[T Rhabditinae sp. 1 TMG-2010 isolate A0 SSU18A 188 small subunit ribosomal RMA gene, partial sequence 1303 1303 83%
[Tl Rhabditis colombiana 183 ribosomal RNA gene, partial sequence 1278 1278 8T%
[ Heterorhabditidoides sp. RG081015 183 ribosomal RNA gene. partial sequence 1261 1261 85%
[0 Heterornabditidoides chonomingensis 185 ribosomal RNA gene. pariial sequence 1213 1213 82%
[ Pellioditis marina strain SB178 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 1200 1200 92%
[O Pellioditis mediterranea 185 ribosomal RMA gene, partial sequence 1133 1133 92%
[Tl Rhabditis sp. SB347 138 rivosemal RNA gene, parial sequence 1043 1043 92%
[T Uncultured nematode clone IAFDVS0 188 ribosomal RNA gene. partial sequence 1034 1034 81%

Max  Total Query

E
value

0.0
0.0
0.0
00
00
0.0
0.0
0.0
00
00
0.0
0.0
0.0
00
00
0.0
0.0

Max
ident

99%
99%
98%
98%
98%
99%
96%
95%
95%
98%
96%
96%
96%
92%
91%
88%
91%

Accession

AF082994 1
Us1588.1

FJ547240.1

AF083019.1
EU273597 .1
HQ332392.1
AYT751546 1
JQ002566.1
EF503692.1
AF083021.1
AF083020.1
EU1960041
AY835601.2

Figura 22.- Se indican las primeras secuencias con las que la cepa Ta2a de Tamasopo tuvo el

mayor maximo de similitud y cobertura total, donde también se aprecia la cepa con la que hubo

mayor coincidencia de pares de bases, la imagen se obtuvo de Blast.

BlDownload ~ GenBank Graphics

Oscheius sp. BW282 183 nbosomal RMA gene, partial seguence
Sequence |D: QBJAF082994.1] Length: 1709 Number of Matches: 1

Range 1: 13 to 850 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1447 bits(1604) 0.0 232/844(95%:) &5/ 844(0%) Plus/Minus
Query 17 CCTCT O AR CATAC AR TECCCCCEARTTEICICTCTTARATCATTACCTCAATTCT
PETERETT TR e et e e e e e e e e vttt
Skjct B850 CCTICTCGECGCAGEGRATRACGARTECCCCCERRTIGICICICTITARTCATTRCCTICRRTICT
fuery 77 TR A R T R T A A OO A ETCCTATICTATIATICCAT CATCERACCATICRAGCRR
PETEEETT TR e et e e e et ber e bbbl
Sbjeot 730 TEARCCARTRR R TRAGRARCCEAGEICCTIATTCCATIATICCATCGATCEAGCATICRARGCRR
Guery 137 TCECTIIGITITGRARACACTCIGITITATICRRRGTRRTCTCRECTAGCCACTRCAGRAGCCE
PETERETT R et e e e e v e e e e e el
Skjot 730 TCGCTIIGITITGRARCACTCTIGITITATICRRRCTRRTCTCGCTAGCCACTRCRGRLCCCE
fuery 137 ARCCTIATCTGCAGARR N CCACCARARTRACTTICCAGCCARCATTARCCTCACRACAGERRCT
PETERETT R e e e e e e e e e e e el
Skjcot 870 ARGCIATCTGCAGARRZRCCACGCARARTRACTIGCAGCEARGATTARACCTCACACAGERACT
Guery 257 ARCECATGCRRCTCRAGRATCCARCTACGRAGCITITIARCCECAGCARTCEACEATITACACT
PETEEETT R et e e e e e e e e el
Sbjot 210 ARCECATGCRARCTCRGATCCARCTACGRGCITITIARCCECAGCARTCACEATTTACACT
fuery 317 ACTEEAGCTICGEARTTACCECCEECIGCICGECACCAGACTIGCCCICCACTAGETCCTCORRR
PETTEETT e e e e e e e et el
Skjeot 550 AGTEEAGCTIGEAATIACCECEECIGCIGECACCAGACTIGCCCTICCACTAGATCCTORAR

Figura 23.- Se especifican los resultados de Blast que hubo de la similitud de las primeras 400

pares de bases de la secuencia de la cepa Ta2a de Tamasopo con la secuencia de la especie

Oscheius sp.
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i1 Alignments

Description Max | Total

score | score

(] apiculatus isolate AcLoApi 185 small subunit ribosomal RNA gene, partial seguence 1465 1485
M| nanus small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 1462 1462
(] nanus isolate AcLoNan 185 small subunt ribosomal RNA gene. partial sequence 1460 1460
| thornei strain DWF1108 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 1458 1458
(] butschlii strain DWF 1107 small subunit ribosomal RNA gene, partial seguence 1456 1456
| cf. bustschli 1 JH-2012 isolate Acl 0Bue1Z small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 1449 1449
[C] Cephalobus orvzse 188 ribosomal RNA gene, partial sequence 1447 1447
] cf._bustschli 2 JH-2012 isolate Acl 0Bue2Z small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 1445 1445
] cf, thornei 1 JH-2012 isolate AcLoThe1Z small subunit ribssomal RNA gene, partial sequence 1443 1443
] sp. KJA 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 1429 1429
O] cephalobus sp. 114852 185 smell subuntt ribosomal RIA gene, partial seguence 1427 1427
[C] Cephalobus sp. PS1143 185 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 1420 1420
0 maximus isolste w4 185 ribosomal RNA gene, partial seguence 1415 1415
] maximus strain DFS048 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 1408 1409
0 sp. PS1146 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 1400 1409
[C] Cephalobus perseanis isolate CephPert 185 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 1407 1407
0 sp. Acro-A gene for 185 ribosomal RNA, partial seguence 1406 1408

Query E

cover value
0% 0.0
90% 0.0
90% 0.0
0% 0.0
90% 0.0
88% 00
88% 0.0
88% 00
88% 0.0
88% 00
87% 0.0
87% 00
90% 0.0
90% 00
88% 0.0
90% 00
85% 0.0

Max
ident

98%
93%

Lo
Accession

AY284673 1

DQ102707.1

97% AY

97%
97%
98%

98% A

98%
98%
97%
98%
98%
96%
96%
97%
96%
98%

HQ130506.1
AF202180.1
AF202158.1
EU306344.1

EU

1

AF0343911
AY284662 1

ABBE1629.1

Figura 24.- Se indican las primeras secuencias con las que la cepa Mi2 de Micos tuvo el mayor

maximo de similitud y cobertura total, donde también se aprecia la cepa con la que hubo mayor

coincidencia de pares de bases, la imagen se obtuvo de Blast.

BiDownload ~ GenBank Graphics

Acrobeloides apiculatus isolate AcLoApi 185 small subunit ribosomal RMNA gene, partial sequence
sequence 10: QD|AY284673.1] Length: 1717 Number of Matches: 1

Range 1: 4 to 878 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1465 bits(1624) 0.0 867/888(98%) 1z/888(1%) Plus/Minus
fuery 2& AGTRTITCACCICTCATCGCACGRGATRACGRAATGCCOCCECTTIGTCCCTETTARCCATTIRE B85
N N N N R
Sbjct 878 AGRATTTCACCICTCA-CGCACAGATACCAATECCCCCE-TITGEICCCTESTTARCCATTR 821
Query 8¢ TCTCAGTCCACRRARRCCARTRARRREACEACCEARRATCCTITICTATIATTCCATECRACRR 145
PEELEELE R e e e e e et r e e e e e et e e et
Sbijct 820 TCICACTCCACARRACCARTARRACACCACCCARATCCTTITCTATTATTCCATECACAR T7&l
puery 148 TCATTCRRGCEATACGECCIGCTIATTCGAGCACTCIGATITICTICARAGTRRRCTCOGOCAGS 205
PEEEEEE et e eeer e b e e e et e e el
Sbict 760 TCATTCAACCEATACECCTGE-TATTGAGCACTCTEATTITICTCAAACTARACTCECCAEC 702
guery 208 CRCCCGCCEACRACCRAGTGRAAGETITACGACGEERARRACCRAGCRRRRDECCTATERECOETR  Za5
PP et e e e e e e et
Skjct 701 CRCCCGECCE-CRACCRAGTERRAGECTRCGRACGEERRRARACCRECRRRRRCCCTRAGERECETR 43
wuery ZZod TTRCECRACCCGRAGETGEACCACGICCIATGECACAGATCCARACTACGAGCITITIARCC 325
PIEEEEEEEEr e e e e e e e b e e e e e e e el
Skjct ©42 CGIACGCACCCGRAGETGEACCACETCCTATGECACAGATCCRRCTACGRECTTTITITRARCT  5E3
wuery 3Z¢ GECRGCARTRARTTCTATGECACTITGAGAGCIGEAATTIACCECGECIGCIGECRCCRERCTT 2385
PETEEEE Rt e e bbb e e e et e i v el
Sbjoct 582 GCRGCARTRARTTCTATGECACTITGACGAGCTGEAARTTACCECGECTGCTIGECACCREACTT 523

Figura 25.- Se especifican los resultados de Blast que hubo de la similitud de las primeras 400

pares de bases de la secuencia de la cepa Mi2 de Micos con la secuencia de la especie

Acrobeloides apiculatus.
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A continuacion se agregan tres arboles UPGMA obtenidos a partir de secuencias
de GenBank, se utlizaron tres secuencias como grupos externos, a
Caenorhabditis elegans (NR_000053.1), Heterorhabditis sp. M6 (JX465738.1) y
Haemonchus contortus (JF680983.1), también se mencionan las claves de

GenBank para cada secuencia analizada.

Especie Clave GenBank
Acrobeloides apiculatus AcLoApi AY284673.1
Acrobeloides nanus DQ102707.1
Acrobeloides nanus AcLoNan AY284672.1
Acrobeloides thornei DWF1109 EU543175.1
Acrobeloides butschlii DW1107 EU543174.1
Acrobeloides cf. Buetschlii 1 JH JQ957905.1
Acrobeloides maximus wba EU306344.1
Acrobeloides maximus DF5048 EU196016.1
Acrobeloides bodenheimeri PS2160 AF202162.1
Oscheius sp. BW282 AF082994.1
Oscheius tipulae KS599 HQ130502.1
Oscheius guentheri SB133 EU196022.1
Oscheius dolichura JU460 EU196010.1
Oscheius tipulae CEW1 EU196009.1
Oscheius insectivora AFO0083019.1
Oscheius carolinensis FJ547240.1
Oscheius dolichuroides DF5018 AFO0082998.1
Oscheius sp. PS1131 U81587.1
Caenorhabditis elegans NR_000053.1
Heterorhabditis sp. M6 JX465738.1
Haemonchus contortus JF680983.1

Tabla 6.- Se muestran las especies y su clave de GenBank de donde se obtuvieron las secuencias

para crear los arboles filogenéticos.
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Arboles filogenéticos UPGMA:

rM'ECGs MiZ 26R

I—Ac'rabelm'_dzs apiculatus dclodp
Oscheius tipuloe K5559
Oschetus tipulae CEWY
Oscheius sp PS1137
Oscheius guentheri SB133

1 [Oscheius dolichure JU460

Qschetus dolichuroides DFSO1E

Tamasope Tafa Z6R

Oscheius sp BW282

Oscheius insectivore

Oschetus carelinensis

Caenorhabditis elegans

rHQthorhabdit:’s =p ME

L Hoemonechus confortus

Figura 26.- Arbol filogenético obtenido en base a las secuencias del gen 18s de ARNr del género
Oscheius y cinco secuencias externas, Micos Mi2 26R, A. apiculatus, C. elegans, H. spy H.
contortus, y la secuencia Ta2a de Tamasopo donde se muestra el parentesco con el género

Oscheius.

Oscheius sp OWE8Z
Tamasope Tela 268

Caenorhabdifls elegans

Acrobeleides nonus AcloNan
Acrobeloides thornel DWFI708
Acrobeloides apiculatus AcLodp
— Acrobeloides nanus
Acrobeloides butschlii DWF1107
Acrobeloides cf. buefschlii JH
N Acrabelpides morimus wb4d

Acrobelpides mordimus DF5048
Acrobeloides bodenhetmeri PR21

Micos MiZ 28R

rHeterurhubdit’is sp M&

I—Ha. emonchus conforius

Figura 27.- Arbol filogenético obtenido en base a las secuencias del gen 18s de ARNr del género
Acrobeloides y cinco secuencias externas, Tamasopo Ta2a, O. sp., C. elegans, H. sp.y H.

contortus, y la secuencia Mi2 de Micos donde muestra el parentesco con el género Acrobeloides.
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Orchetus Hpulae ET6282
Oschetus tpuloe CEW?
frschetus sp PST137
ftschetus guenthert SH135

[ techeius dolichura JU460
Oscheius dolichuroides DFS0TE

Oschetus sp BF28E
Tomaesopo FaZa 268

- Ceehatus Insestivora
Prchetus carclinensis

Caenorhabditiz elegans

Acrobeloides apiculetus Acledp
Acrobeleides thornei DWFT108

Acrobelvides nanus dcloNan
Aprobeloides nonus
Aerobelpides butschlit DFFT 107
] Aprobeloides of buetschlii JH

Aerobeloides marémus whd
r[A.*’"'" 12 OF0048
Acrobeloides bodenheimert PESY
Micos Mi2 26R
,—Her.mrha.bdiﬂs 50 ME

I—Hwnunchm contorius

Figura 28.- Arbol filogenético obtenido en base a las secuencias del gen 18s de ARNr de los
géneros Oscheius y Acrobeloides y tres secuencias externas, C. elegans, H sp y H. contortus y las
secuencias de las cepas Ta2a de Tamasopo y Mi2 de Micos en el cual se muestra el parentesco

dentro de cada género, Ta2s dentro del género Oscheius y Mi2 dentro del género Acrobeloides.

6.- Analisis de fenotipos

A continuacién se especifican los resultados de las observaciones de los ensayos
para el analisis de fenotipos de la cepa Ta2a de Tamasopo, la cepa Mi2 de Micos

y la cepa Am6 de Amazcala:

Solo hubo una excepcién con la cepa Am6 del sitio de muestreo de Amazcala, la
cual no dio positivo en el PCR, pero desde el inicio que se hicieron los cultivos se
observaron caracteristicas evidentes unicas diferentes del resto de las cepas,
como es caso del comportamiento social, la pigmentacién o la posicion de la vulva,

a continuacion se describen los resultados obtenidos del andlisis de fenotipos.
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Observaciones Cepa Mi2 CepaTa2a Cepa Am6
1.- Temperatura en °C de los ensayos 23-25 23-25 23-25
2.- No. de horas de la primer puesta 81.3+/-4.25 20.6+/-1.44 28+/-5.88
3.- No. de huevos 24 horas después 23+/-3.09 63+/-3.85 35+/-10.20
4.- No. de huevos 4 dias después 70.3+/-12.30 285.3+/-25.92  235.3+/-20.68
5.- No. de dias desarrollo completo 3.6+/-0.54 5+/-0.47 4+/-0.47
6.- Retencion de huevos No Si No
7.- Tapon en la vulva No Si Si
8.- Agregacién No No Si
9.- Presencia de machos No No Si
10.- Pigmentacién No No Si
11.- Posicion de la vulva Media Media Posterior
12.- Longitud corporal hermafrodita adulto 0.6 mm 1 mm 1 mm

Tabla 7.- Se indican los resultados de las observaciones fenotipicas: La temperatura oscila entre
los 23 y 25 °C que es la temperatura a la cual se encuentran los cultivos de los nematodos en el
laboratorio, la observacion 2 se refiere al nUmero de horas que tardo cada cepa en poner los
primeros huevos, la observacion 3 corresponde a numero de de huevos encontrados 24 horas
después de la primer puesta, la observacion 4 se refiere al nimero de huevos encontrados 4 dias
después de la primer puesta, la observacion 5 se refiere al nimero de dias en que cada cepa tardo
en completar todo su desarrollo desde el embrién hasta ser adulto reproductivo, la observacién 6
se refiere si alguna cepa retenia los huevos mas de lo normal en el Gtero, la observacion 7 se
refiere a si los adultos reproductivos presentaban algin tapén en la zona de la vulva, la
observacion 8 corresponde al ensayo de agregacion o comportamiento social descrito en los
métodos, la observacion 9 se refiere a si hay presencia de machos, la observacion 10 se refiere a
si existe alguna pigmentacion y las observaciones 11y 12 se refieren a la posicién de la vulva y la
longitud de todo el cuerpo de un adulto hermafrodita respectivamente. Los valores de las

observacién 2,3,4 y 5 estan expresados en el promedio y error estandar.
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Registros fenotipicos en microscopia Optica:

A continuacion se presentan registros fotograficos del andlisis de los fenotipos,
ademas de fotografias de la anatomia de los nematodos identificados, en cada
fotografia se trata de registrar cada una de las partes caracteristicas de cada cepa

estudiada.

Fenotipos caracteristicos de cada cepa:

Figura 29.- En la fotografia A se aprecia un individuo adulto de la cepa Am6 de Amazcala en la
cual se distingue una pigmentacion a lo largo del cuerpo en las partes laterales del nematodo
sefialadas por las flechas rojas, al parecer la pigmentacion solo se presenta en la zona del
intestino, ésta caracteristica solo se observo en esta cepa. La fotografia se tomé con un aumento
de 10x. En la fotografia B se aprecia un hermafrodita adulto de la cepa Ta2 de Tamasopo en la
cual se distingue una gran cantidad de huevos dentro del nematodo las flechas rojas sefialan a los
embriones, ésta caracteristica de retencion de huevos solo se observo en ésta cepa, la fotografia

se tomo con un aumento de 40x.
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Figura 30.- En la fotografia A se muestra un hermafrodita adulto de la cepa Ta2 de Tamasopo en
la cual se aprecia la forma del tapdn en la parte exterior de la vulva sefialado con las flechas rojas,
la fotografia se tom6 con un aumento de 40x. En la fotografia B se muestra la forma en la que se

agregan los nemétodos de la cepa Am6 de Amazcala, la fotografia se tomé con un aumento de 5x.

Cepa Mi2 de Micos:

Figura 31.- En la fotografia A la flecha roja sefiala un hermafrodita adulto, la flecha azul sefiala a

los huevos puestos por el mismo hermafrodita, la fotografia se tomé con un aumento de 10x. En la
fotografia B, se aprecia un huevo en las primeras divisiones celulares para posteriormente formar
el embrion, se tomd con un aumento de 40x.
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Figura 32.- En la fotografia A se aprecia la parte media de un adulto hermafrodita adulto en donde
se distinguen los huevos de una sola célula dentro del Gtero sefialados por la flecha roja, la flecha
azul sefiala una estructura interna no identificada. En la fotografia B se aprecian los extremos
anteriores de dos adultos hermafroditas donde se distinguen las bocas y parte de la faringe. Las

dos fotografias se tomaron con un aumento de 40x.

Figura 33.- En la fotografia A se sefialan las partes posteriores de dos hermafroditas adultos. En

la fotografia B se aprecia la parte anterior de un hermafrodita adulto donde so logra distinguir la

boca y la faringe. Las dos fotografias se tomaron con un aumento de 40x.
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Cepa Ta2a de Tamasopo:

Figura 34.- En la fotografia A se aprecia un hermafrodita adulto completo. En la fotografia B la
flecha roja sefiala a una larva L1 con dos minutos aproximadamente de haber eclosionado y la
flecha azul sefiala a un huevo a punto de eclosionar, tanto la larva como el huevo tenian alrededor

de 20 minutos de haber sido puestos. Las dos fotografias se tomaron con un aumento de 10x.

Figura 35.- En la fotografia A la flecha azul sefiala a los huevos dentro del Gtero del hermafrodita

en donde se aprecian las primeras divisiones celulares, la flecha roja sefiala a las larvas L1 dos
minutos después de haber salido del hermafrodita, justo al momento de haber salido del Gtero
eclosionaron. La fotografia se tomé con un aumento de 10x. La fotografia B muestra la parte

posterior de una macho adulto, la flecha roja sefiala las espiculas reproductivas. La fotografia se

tomo con un aumento de 40x.
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Figura 36.- En la fotografia A la flecha roja sefiala la boca y flecha azul la faringe de un
hermafrodita adulto. La fotografia se tomo con un aumento de 40x. En la fotografia B la flecha roja
sefiala la vulva y la flecha azul sefiala a los embriones en los Ultimos estadios antes de eclosionar

dentro del Gtero. La fotografia se tomé con un aumento de 40x.

Cepa Am6 de Amazcala:

Figura 37.- En la fotografia A la flecha roja sefiala a los hermafroditas adultos y la flecha azul
sefiala a sus huevos puestos. La fotografia se tomd un aumento de 5x. La fotografia B muestra

especificamente a las huevos en las primeras divisiones celulares. La fotografia se tom6 con un

aumento de 10x.
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Figura 38.- En la fotografia A se aprecia la forma en que se agregan, ésta es una caracteristica

Unica de ésta cepa en la cual participan individuos de todos los estadios del ciclo de vida. La
fotografia se tomd con un aumento de 5x. En la fotografia B la flecha roja sefiala al macho y al
hermafrodita copulando, donde el individuo de menor tamafio representa al macho y se aprecia la
introduccién de las espiculas reproductivas dentro de la vulva del hermafrodita. La fotografia se

tomé con un aumento de 10x.
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Registros morfolégicos en microscopia electronica de barrido:

EHT = 5.00 kV Signal A= SE1 Vacuum Meode = High Vacuum
WD =18.5 mm Mag= 500K X Spot Size =289

Figura 39.- Fotografia perteneciente a la cepa Mi2 de Micos en la cual se muestra la parte anterior

dorsal de un individuo hermafrodita adulto donde en el extremo derecho se localiza la boca.

EHT = 5.00 kV Signal A= SE1 Vacuum Mode = High Vacutim
WD =185 mm Mag= S00KX Spot Size =289

Figura 40.- Fotografia perteneciente a la cepa Mi2 de Micos en la cual se aprecia la vulva ubicada

en la parte media ventral de un individuo hermafrodita adulto.
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EHT = 5.00 kV Signal A= SE1 Vacuum Mode = High Vacuum
WD =185 mm Mag= 500K X Spot Size = 289

Figura 41.- Fotografia perteneciente a la cepa Mi2 de Micos en la cual se aprecia el ano y la cola

ubicados en la parte posterior ventral de un individuo hermafrodita adulto.

EHT = 5.00 kV Signal A= SE1 Vacuum Mode = High Vacuum

WD =185 mm Mag= 638X Spot Size =353

Figura 42.- Fotografia perteneciente a la cepa Mi2 de Micos de un individuo hermafrodita adulto.
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EHT = 6.00 kV Signal A= SE1
WD =185 mm Mag= 543KX

Figura 43.- Fotografia perteneciente a la cepa Ta2a de Tamasopo en la cual se muestra la parte
anterior lateral de un individuo hermafrodita adulto donde en el extremo izquierdo se localiza la

boca.

EHT = 5.00 kV
WD = 18.5 mm

Figura 44.- Fotografia perteneciente a la cepa Ta2a de Tamasopo en la cual se aprecia la vulva

ubicada en la parte media ventral de un individuo hermafrodita adulto.
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EHT = 6.00 kV Signal A= SE1 Vacuum Mode = High Vacuum
WD =185 mm Mag= 254 KX Spot Size =289

Figura 45.- Fotografia perteneciente a la cepa Ta2a de Tamasopo en la cual se aprecia el ano y la

cola ubicados en la parte posterior ventral de un individuo hermafrodita adulto.

EHT = 5.00 kV Signal A= SE1 Vacuum Mode = High Vacuum

WD =185 mm Mag= 405X Spot Size =583

Figura 46.- Fotografia perteneciente a la cepa Ta2a de Tamasopo de un individuo hermafrodita

adulto.
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EHT = 5.00 kV Signal A= SE1 Vacuum Mode = High Vacuum
WD =180 mm Mag= 658K X Spot Size = 306

Figura 47.- Fotografia perteneciente a la cepa Am6 de Amazcala en la cual se muestra la parte

anterior lateral de un individuo macho adulto donde en el extremo izquierdo se localiza la boca.

EHT = 5.00 kV Signal A= SE1 Vacuum Mode = High Vacuum
WD =185 mm Mag= 104K X Spot Size =290

Figura 48.- Fotografia perteneciente a la cepa Am6 de Amazcala en la cual se aprecian dos
individuos copulando, del lado izquierdo se localiza el macho y del lado derecho de mayor tamafio

al hermafrodita.
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EHT = 5.00 kV Signal A= SE1 Vacuum Mode = High Vacuum
WD =185 mm Mag= 308K X Spot Size =224

Figura 49.- Fotografia perteneciente a la cepa Am6 de Amazcala en la cual se aprecia la cola de

un individuo hermafrodita adulto.

¢

EHT = 5.00 kV Signal A= SE1 Vacuum Mode = High Vacuum.

WD =19.0 mm Mag= 200 X Spot Size =512

Figura 50.- Fotografia perteneciente a la cepa Am6 de Amazcala en la cual se aprecian dos
individuos copulando, del lado izquierdo de menor tamafio se localiza el macho y del lado derecho
al hermafrodita casi tres veces mas grande que el macho, se puede apreciar la ubicacion de la

vulva ubicada en la parte posterior ventral.
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Figura 51.- A) cepa Ta2a perteneciente a Tamasopo de un individuo hermafrodita adulto en el cual
se aprecian colonias microbianas adheridas a la cuticula, B) cepa Am6 perteneciente a Amazcala
de un individuo macho adulto en el cual se aprecian colonias bacterianas adheridas a la cuticula,
C) cepa Am6 perteneciente a Amazcala en la cual se aprecia la adhesion del macho a la vulva del
hermafrodita durante la copula, D) cepa Ta2a perteneciente a Tamasopo en la cual se aprecia la

cola de un hermafrodita adulto, F) cepa Am6 perteneciente a Amazcala de la boca de un macho

adulto y G) cepa Am6 perteneciente a Amazcala en la cual se aprecia la espicula reproductiva

ubicado en la parte posterior ventral de un macho adulto.
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Discusion

1.- Sitios de muestreo

La mayoria de los muestreos de suelo se hicieron por parte de los alumnos de la
Licenciatura en Biologia de la Universidad Autbnoma de Querétaro, las cuales
corresponden a distintas salidas de practicas de campo. Lo importante de los
distintos sitios de muestreo es que se aislaron nematodos de distintos ambientes
de México desde el sur del pais en el estado Chiapas hasta en el norte del pais en
Baja California Sur, con lo cual nos permite hacernos una idea de lo importante de
la diversidad de la nematofauna del suelo de México ya que con solo dos gramos
aproximadamente de tierra de cada sitio de muestreo se lograron aislar en

promedio cuatro cepas por sitio de muestreo distinto.

2.- Cepario y criopreservacion de cepas

La técnica utilizada en este proyecto en la obtencion de los cultivos de cada cepa,
no permite estimar la diversidad o abundancia de cualquier lugar de muestreo ya
que la técnica limita a las especies capaces de sobrevivir alimentandose
Unicamente de E. coli, dejando a un lado a otro tipo de nematodos como los
parasitos, depredadores, fungivoros, etc., de ésta forma y ademas de que la
temperatura a la que se hacen los cultivos o el pH del medio de cultivo no siempre
son los Optimos para que sobrevivan otro tipo de especies, en base a esto se
decidié que el enfoque del presente proyecto solo tratara sobre los neméatodos que
logran sobrevivir a una dieta exclusivamente de E. coli, a temperatura de
laboratorio (de 23°C a 25 °C) con un pH neutro y ademas que tengan un ciclo de
vida corto de una semana aproximadamente y por ultimo que sean hermafroditas,
es decir que puedan autofecundarse sin la necesidad de un macho. Las
condiciones descritas anteriormente sirvieron de filtros ya que nos ayudan a
seleccionar nematodos que viven en condiciones parecidas a otros nematodos de

vida libre utilizados en laboratorio como modelos en genética del desarrollo o del
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comportamiento como es el caso de C. elegans, de esta forma, los nematodos
aislados y cultivados en éste trabajo nos permite buscar candidatos con un alto
potencial como modelos emergentes en laboratorio, pero antes de eso fue

necesario caracterizarlos molecular y morfolégicamente.

De las 60 cepas que se lograron aislar de cada sitio distinto no precisamente
corresponden a una especie distinta, a lo largo del proyecto se observaron con la
ayuda de microscopios continuamente a las cepas y conforme se hacian cada vez
mas observaciones y se distinguian rasgos particulares de cada cepa que
morfolégicamente indicaban que la mayoria de las cepas de cada sitio distinto
eran parecidas entre si, de ésta manera se reducia la cantidad de cepas por sitio y
solo se prestd especial interés en las cepas con caracteristicas particulares,
aunque para estar completamente seguros es necesarios hacer la caracterizacion

molecular.

La preservacion en congelacién en un principio no resulto positiva para la mayoria
de las cepas ya que al momento de descongelar para comprobar que sigan siendo
viables después de haberlas congelado, ninguna cepa resulté positiva y se tuvo
que repetir todo el protocolo de congelacién para cada cepa hasta que se lograron
congelar una cepa representante de cada sitio de muestreo. Las cepas que se
lograron congelar forman el cepario de neméatodos de vida libre. La
criopreservacion es herramienta importantisima dentro del estudio de cualquier ser
vivo, especialmente de los organismos que se utilizan en el laboratorio ya que esta
caracteristica representa una ventaja enorme porque se pueden almacenar en
congelacion por varias décadas y asi las cepas estan disponibles para futuros

trabajos sin la necesidad de volver aislar a los nematodos.

Parte de las perspectivas del presente proyecto es dar seguimiento a la
congelacion de cepas hasta lograr congelar por completo cada sitio de muestreo,
ademas de crear una lista donde se describan las caracteristicas especificas de
cada cepa y se anotara el dia de preservacion, con esto se terminara de crear el

cepario de nematodos de vida libre preservados en congelacion.
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3.- Extraccion y amplificacion de ADN

Uno de los principales objetivos del presente proyecto era la identificacion
molecular para determinar especies de nematodos de vida libre aislados a partir
de muestras de suelo, el cual resulté complicado de hacer en su totalidad, esto
puede ser debido a que cada cepa tiene caracteristicas particulares que no
permiten que se hagan con éxito las extracciones y amplificaciones de ADN
siguiendo el protocolo descrito en los métodos, por lo tanto es necesario
estandarizar un protocolo adecuado para cada cepa aislada. A pesar de que se
probaron concentraciones, temperaturas, tiempos, etc., no fue posible extraer o
amplificar el ADN para la mayoria de las cepas, al ser uno de los principales
objetivos del proyecto, es necesario continuar en un futuro con la estandarizaciéon
de las técnicas de extraccion y amplificacion para identificar cada cepa y crear una
base de datos de las especies del cepario.

4.- Secuenciacién y analisis de secuencias

De los productos positivos de PCR que se obtuvieron, sélo una vez se lograron
obtener y estos se mandaron secuenciar, al sélo lograr obtener una sola vez, el
volumen del producto de PCR final para la secuenciacién resultd ser muy poco de
aproximadamente 6 pl, esto ocasiond problemas en el momento de ajustar los
productos en base a los requerimientos que la empresa de secuenciacion
requeria, como es el caso de la pureza y la concentracién que no resultaron ser
los 6ptimos, esto pudo ser una de las causas principales por las que no resultaran
positivas las secuenciaciones para el resto de las cepas. En un principio sélo se
mando secuenciar el oligonucledtido reverso para probar si las muestras estaban
bien en cuanto a la concentracion y pureza pero solo resultd positiva en la
secuenciacion la cepa de Ta2a de Tamasopo, al obtener s6lo una cepa positiva en
la secuenciaciéon se decidid cambiar el lugar al que se mandaron en un principio
las secuencias, pero seguia siendo la misma empresa, pero ahora se mandé el

oligonucledtido delantero para la cepa Ta2a y para el resto de los productos se
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mando el oligonucledtido reverso. Los resultados no salieron positivos para el
oligonucledtido delantero de la cepa Ta2a pero si para el oligonucleétido reverso
de Mi2. Se volvieron hacer extracciones y amplificacion de ADN pero no se

obtuvieron resultados positivos.

De esta forma se obtuvieron dos secuencias positivas para el oligonucleétido
reverso, por lo tanto es necesario secuenciar el oligonucleétido delantero y el
oligonucledtido reverso para obtener nuestra secuencia completa correspondiente
a nuestra cepa y asi poder hacer un analisis filogenético completo y

posteriormente identificar a nivel de especie cada cepa aislada.

5.- Andlisis de fenotipos

Ensayos para monitoreo de la puesta de huevos:

La cepa Ta2a de Tamasopo, presentd una caracteristica distinta al resto de las
otras cepas, en la cual no se visualizaron huevos tan féaciimente ya que el
hermafrodita ponia los huevos casi a punto de eclosionar y después de haberlos
puesto tardaron de 20 a 40 minutos en eclosionar. Al parecer el hermafrodita
retenia a los huevos en el Gtero casi todo el desarrollo embrionario y los ponia
justo en los ultimos estadios embrionarios, minutos antes de que eclosionaran. De
esta forma se contaron las larvas L1 en lugar de los huevos para facilitar el
monitoreo. La cepa Mi2 de Micos al parecer tarda mas en llegar a la etapa adulta
reproductiva ya que la puesta de huevos se presentd tiempo después que el resto
de las otras cepas. La cepa Am6 de Amazcala en este ensayo al parecer no

presentod caracteristicas particulares durante la puesta de huevos.

Al contar las larvas en lugar de los huevos como en el caso de la cepa Ta2a de
Tamasopo, se deja afuera la opcion de contabilizar la cantidad de huevos que
eclosionan contra el nimero de huevos que no y asi solo se cuentan los individuos
que tuvieron éxito al eclosionar. Es necesario hacer experimentos en los que se
describa mas a detalle el comportamiento de la puesta de huevos, ya que de ésta
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forma se sabria qué factores estan relacionados tanto genéticos, fisiologicos o

ambientales en dicho comportamiento.
Agregacion:

La cepa Mi2 de Micos, no presentd algun tipo de agregacion evidente durante la
alimentacion, los nematodos se dispersaron el primer dia en todo el alimento,
después de haberse terminado el alimento al tercer dia se dispersaron por toda la

placa.

La cepa Ta2a de Tamasopo, no presentd algun tipo de agregacion evidente, a
diferencia de la cepa de Micos, ésta se termino al final del segundo dia el alimento

y la dispersion por toda la placa empez6 desde el segundo dia.

La cepa Am6 de Amazcala, presentd una agregacion desde las primeras horas en
que se hizo el ensayo, en el cual al principio se agrupaban de cinco a diez
individuos y estos se alimentaban y reproducian en el sitio donde se agrupaban,
ocasionalmente habia un traslado de machos y hermafroditas a otros grupos
distintos y formaban nuevos grupos, después de una o dos noches, los
hermafroditas ponian huevos en el mismo lugar donde se formaban los grupos y
ponian cumulos de 10 a 20 huevos fuera de los grupos mientras se trasladan.
Cuando los huevos eclosionaban, la mayoria de las larvas se quedaban en el
lugar donde eclosionaron y se formaban nuevos grupos pero ahora de 10 a 20
individuos, el proceso se repetia y se llegaban a formar grupos de cientos de
individuos en distintas de sus fases del desarrollo, es decir en las agregaciones se

encontraban huevos, larvas L1, L2, L3 y L4 y adultos hermafroditas y machos.

Es necesario hacer otro tipo de bioensayos tanto conductuales como del ciclo de
vida de cada cepa para conocer mas a fondo cada una de las especies y poder

compararlas con las bases de datos ya existentes.
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Registros morfologicos:

La microscopia optica y electronica de barrido son herramientas muy potentes
para conocer y caracterizar la morfologia de los seres vivos, especialmente de los
microorganismos como es el caso de los nematodos de vida libre, en éste
proyecto se trato de caracterizar morfologicamente a los nematodos aislados, las
imagenes nos muestran caracteristicas Unicas de cada cepa como la forma de la
boca, de la vulva y el ano, ademas de que nos permite comparar entre bases de

datos contra nuestras propias cepas.

Respecto a las técnicas de preparaciéon de los nematodos para microscopia
electronica de barrido, es recomendable procesar nuevamente las muestras para
mejorar la calidad de las imagenes, esto es debido a que hubo un exceso de
tiempo en la deshidratacién en alcohol absoluto lo cual hizo que se dafara la
cuticula de los nemétodos, esto se puede corregir disminuyendo los tiempos en el

tren de alcoholes especialmente en alcohol absoluto.

Conclusiones

Los resultados obtenidos del asilamiento y cultivo de nematodos de vida libre a
partir de muestras de tierra nos indican la facilidad de aislar neméatodos de vida
libre de cualquier muestra de suelo ya que de dos gramos de tierra de 15
muestras de tierra se obtuvieron 60 cepas distintas, esto puede ser un reflejo de la

alta diversidad y abundancia de los neméatodos en el suelo.

Las particularidades que presentd la cepa Ta2a de Tamasopo respecto a la
acumulacion de los huevos en el Utero genera interrogantes relacionadas con los
factores involucrados en ésta conducta tanto a nivel genético, fisiologico,
anatomico o ambiental los cuales sugieren que ésta cepa tienen un potencial
como modelo biolégico en la comparacidn respecto a otras especies de

nematodos de vida libre involucrados en la biologia del desarrollo.
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Al igual que la cepa Ta2a de Tamasopo, la cepa Am6 de Amazcala presento una
caracteristica Unica en su conducta, en la cual se observd un comportamiento
social, ésta conducta nos permite trabajar a futuro sobre los factores genéticos del
comportamiento y asi poder comparar respecto a otras cepas sociales descritas

en la literatura.

La manipulacion y observacion de los nematodos de vida libre resultdé ser una
actividad relativamente sencilla la cual nos permite en un futuro hacer con facilidad

estudios experimentales sencillos sobre la conducta y el desarrollo.

Perspectivas

Con el fin de terminar de crear el cepario de nematodos de vida libre de la
Universidad Auténoma de Querétaro, es necesario terminar de congelar cada
cepa y caracterizarlas morfolégicamente y molecularmente para incorporar al
cepario informacion suficiente para que en un futuro poder hacer un uso

adecuado del mismo.

Debido a que cada cepa presenta caracteristicas fenotipicas y genotipicas
distintas, éste trabajo forma las bases para el estudio a futuro del analisis en las
diferencias entre si y también respecto a otras especies ya descritas como es el
caso de C. elegans con el fin de contribuir al entendimiento del filo Nematoda no

s6lo en México sino en todo el mundo.
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