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Caracterizacion molecular y filogenética del gen 18S ARNr del
nematodo entomopatdégeno Heterorhabditis indica aislado en el
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RESUMEN

La caracterizacién molecular y filogenética de especies de nematodos entomopatégenos (NEPs) permiten la diferenciacion de genotipos
circulantes asi como el mapeo de su distribucién geografica. Ademas, de los genotipos més agresivos en la infeccién de insectos. El objetivo de
este estudio fue realizar la caracterizacion molecular y filogenética del gen 18S del ARNr del nematodo entomopatégeno Heterorhabditis indica
aislado en el norte de Pert. Se analizaron 851 bases nitrogenadas de una secuencia consenso del gen 18S del ARNr de una cepa de H. indica,
aislada de bosques de algarrobo ubicados en el norte del Pert, la cual ha demostrado actividad entomopatdgena contra Galleria mellonella
(polilla de la cera). La secuencia consenso fue sometida a un andlisis de similitud mediante la herramienta BLAST del GenBank del NCBI,
empleando como criterios de bisqueda un 90% de identidad y cobertura. Las secuencias con dichos criterios fueron sometidas a un
alineamiento multiple con la secuencia consenso utilizando el software MEGA v.11. Posteriormente, el alineamiento multiple se insertd en el
software DnaSP v.5 para su caracterizacién a nivel de variabilidad monomérfica y polimérfica, y asi identificar y diferenciar haplotipos. En el
alineamiento multiple, se eliminaron 74 bases no alineadas en sus extremos, de las que quedaron 777 en las que se identificaron y excluyeron
10 huecos (gaps), obteniéndose una matriz final de 767 bases para la caracterizacién molecular y filogenética. En el analisis de similitud se
identificaron 6 secuencias con identidad de 84,89% a 85,11% y coberturas de 92% a 99%. En la caracterizacion, se encontré 58 sitios
conservados (monomorficos) y 109 mostraron variabilidad (polimoérficos), lo cual representa posibles eventos mutacionales. Asimismo, se
identificaron seis haplotipos distintos (Hap-1 a Hap-6), con un indice de diversidad haplotipica (Hd) de 0,9524, evidenciando que la secuencia
consenso evaluada presenté un solo haplotipo (Hap-2) por lo que se le asigné un cédigo de diferenciacién genotipica (CO5HI). En la filogenética,
la secuencia se emparentd con una secuencia registrada en el GenBank (0K493747.1), formando un grupo monofilético. Se sugiere la ampliacién
de estudios de H. indica CO5HI el cual puede ser encontrado en suelos de bosques de algarrobo en el norte de Pert. Asi mismo, se recomienda
que organismos estatales implementen en sus programas de capacitacion, asistencia y/o control de plagas de la especie de nematodo analizada.
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ABSTRACT

The molecular and phylogenetic characterization of entomopathogenic nematode (EPN) species allows for the differentiation of circulating
genotypes as well as the mapping of their geographic distribution, including the identification of the most aggressive genotypes in insect
infection. The aim of this study was to perform the molecular and phylogenetic characterization of in 18S rRNA gene of the entomopathogenic
nematode Heterorhabditis indica isolated from northern Peru. A total of 851 nucleotides from a consensus sequence of the 18S rRNA gene of a
H. indica strain, collected from algarrobo (carob tree) forests in northern Peru and previously shown to exhibit entomopathogenic activity
against Galleria mellonella (wax moth), were analyzed. The consensus sequence was subjected to a similarity search using the BLAST tool from
the NCBI GenBank database, applying a threshold of 90% for both identity and coverage. Sequences meeting these criteria were aligned with
the consensus sequence through multiple sequence alignment using MEGA v.11 software. The resulting alignment was then analyzed using
DnaSP v.5 software to assess monomorphic and polymorphic variability, allowing the identification and differentiation of haplotypes. During
the alignment process, 74 unaligned bases at the sequence ends were removed, and 10 gap positions were excluded, yielding a final matrix of
767 aligned bases for molecular and phylogenetic analysis. The similarity analysis identified six sequences with identity ranging from 84.89%
to 85.11% and coverage values between 92% and 99%. In the molecular characterization, 658 sites were found to be conserved (monomorphic),
while 109 were variable (polymorphic), representing potential mutational events. Additionally, six distinct haplotypes (Hap-1 to Hap-6) were
identified, with a haplotype diversity index (Hd) of 0.9524, indicating that the analyzed consensus sequence belonged to a single haplotype
(Hap-2), to which a genotypic differentiation code (CO5HI) was assigned. In the phylogenetic analysis, the sequence was closely related to a
registered sequence in GenBank (accession number 0K493747.1), forming a monophyletic group. It is recommended that further studies be
conducted on H. indica CO5HI, which may be present in algarrobo forest soils in northern Peru. Likewise, it is suggested that governmental
institutions incorporate this nematode species into their training, technical assistance, and/or pest control programs.
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INTRODUCCION

El crecimiento demografico y las crecientes
exigencias del mercado alimentario han impulsado
un notable incremento en la produccién agricola a
nivel global, proyectando que la poblacién mundial
alcanzara entre 9,4 y 10 mil millones de personas
para el ano 2050, lo que supone una presién
significativa sobre los sistemas de produccién de
alimentos (UN Human Rights Council, 2017).

En ese contexto, las personas se ven expuestas a un
numero creciente de productos agroquimicos a
través de diversas fuentes, como los alimentos y el
entorno. Esta exposicién puede ser continua y
acumulativa, incluso a niveles bajos, lo que plantea
riesgos potenciales para la salud a largo plazo.
(Reffstrup, Larsen & Meyer, 2009; Bautista, Mesa &
Goémez, 2018), siendo los plaguicidas una de las
principales sustancias responsables de esta
exposicion (Correa-Nufiez & Rojas-Jaimes, 2022).
Desde hace varias décadas, se ha intensificado la
preocupaciéon social y cientifica respecto al uso
extensivo e inadecuado de plaguicidas en la
agricultura. Esta inquietud se fundamenta en
numerosos estudios que han documentado los
efectos negativos derivados de su aplicacion, tales
como la disminucidén de la calidad del agua (Rice,
Horgan & Rittenhouse, 2010), la contaminacién
progresiva de los suelos agricolas, la seleccién de
poblaciones de insectos resistentes y el incremento
de riesgos para la salud humana, incluyendo
efectos neurotéxicos y endocrinos (Torres &
Capote, 2004; Elbaz et al, 2009; Delgado et al,
2020). Estos impactos no solo comprometen la
sostenibilidad de los agroecosistemas, sino que
también afectan la seguridad alimentaria y la
biodiversidad (Solis, Ramirez & Rodriguez, 2024).
En respuesta a esta problematica, la investigacion
cientifica ha orientado sus esfuerzos hacia el
desarrollo de alternativas ecolégicas de control de
plagas, entre las cuales destacan los nematodos
entomopatogenos (NEPs) por su alta especificidad
y bajo impacto ambiental.

Se ha comprobado que algunas especies de hongos
y nematodos pueden actuar como agentes
biolégicos eficaces en el control de plagas en
entornos agricolas (Piza & Tarasco, 2023), tal es el
caso de Steinernema riobrave y Rhabditis blumi que
son nematodos entomopatégenos (NEPs) de las

larvas de Heliothis virescens (Gutiérrez et al., 2025)
o nematodos de los géneros Steinernema y
Heterorhabditis que son entomopatogenos de
Eurhizococcus colombianus (Restrepo et al.,, 2022).
Estudios realizados en condiciones controladas de
invernadero con Heterorhabditis spp. para el
manejo de larvas de Phyllophaga elenans en los
estadios L2 y L3 mostraron una tasa de mortalidad
del 50% al aplicar una dosis de 481 nematodos por
larva (Rodriguez et al., 2009). De manera similar,
este mismo género de nematodo ha sido evaluado
para el control de Cosmopolites sordidus (el picudo
del banano), en condiciones in vitro, demostrando
que es capaz de infectar y causar la muerte de los
estadios larvales mas avanzados (L5) en esta
especie de insecto (Amador et al,, 2015).

Sin embargo, estudios dirigidos a la identificacién
molecular, caracterizacion y/o andlisis filogené-
ticos de nematodos entomopatégenos (NEPs),
realizados en Peri son escasos, como se ha
demostrado en la Libertad, donde se evaluaron tres
cepas nativas que se multiplicaron en larvas de
Galleria mellonella y se enfrentaron a ninfas de
Proarna bergie para su control en esparragos,
donde se evidenci6 su efecto letal, siendo
Heterorhabditis indica la especie nematoda
identificada mediante PCR dirigida al gen 18S ARNr
(Cedano, 2019).

Debido a la aplicaciéon de los NEPs en insectos
predadores de cultivos agricolas y la limitada
informacién disponible sobre su caracterizacion
molecular y filogenética en especies nativas del
norte de Per como Heterorhabditis indica, se
disen6 este estudio con el fin de contribuir y/o
ampliar el conocimiento sobre genotipos
circulantes de dicha especie de nematodo,
utilizando el gen 18S ARNr como regién diana para
el andlisis. Asi mismo, la informacién obtenida en el
presente estudio podra ser empleada y consultada
como base tedrica para el desarrollo de estudios
posteriores dirigidos al registro de genotipos de
NEPs para su integracién en los programas y/o
estrategias del manejo de plagas. El objetivo del
estudio fue realizar caracterizacién molecular y
filogenética del gen 18S ARNr del nematodo
entomopatégeno Heterorhabditis indica aislado en
el norte de Pert.

METODOLOGIA

Diseiio del estudio

Se realizé un estudio in silico con un disefio no
experimental, de nivel descriptivo y enfoque
cualitativo, basado en el andlisis bioinformatico de
una secuencia consenso del gen 18S ARNr, con una
longitud de 851 bases nitrogenadas. La secuencia
corresponde al material genético de una cepa del
nematodo H. indica, aislada de suelos de bosques de
algarrobo en el distrito de Corrales (coordenadas:
E-555240, N-9602910), en el departamento de
Tumbes. Dicha cepa posee la caracteristica de que
se ha identificado previamente mediante
taxonomia clésica (Grifaldo et al, 2020) y se ha

evaluado frente a larvas de Gallera mellonella
(gusano de la cera), demostrando un efecto letal.

Obtencion de las secuencias del gen 18S ADNry
su consenso

El material genético analizado se encontré en
formato de lectura de texto (FASTA), el cual
pertenece a investigaciones realizadas por la
Universidad Nacional de Tumbes en conjunto con
la subdireccién de recursos genéticos de la Estacion
Experimental Agraria (EEA) Los Cedros del
Instituto Nacional de Innovacién Agraria (INIA) del
Ministerio de Agricultura. Ambas instituciones se
ubican en Tumbes, norte de Peru.
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>D5NEMAT_SSU26R_10_B02 [CONSENSO DE 851 PB)
CGGTCCAAGAATTTCACCTCTCACGCAGGEATACGAATGCCCCOGNTCETCCCTGTTAACCATTAT
CTCAGTCCACAAAACCAATAAAAGAGGACCEAAATCCTTTTCTATTATTCCATGCACAATCATTCAA
GCTAGACACCTETATTGAGCACTCTGATTTTCTCAGAGTAAACTCGCCAGCCACCCGCOBCAACT
GECCAAGGCTACGACAGGAAAACCTECAAACAACCTTGEBAGCGAAGTACACGCCANAAGGAGS
ACCACGCTCTATTGCACATATCCAACTACTAACTTTTTAACCGACGATATACTTCTGTGENCTTTGA
GAGCTEGAATTACCGCGECTGCTGECACCACACTTGCCCTCTCTAGATGATCETTTAAGGGTTTA
AATTGTACCCATTCCGATCACCGGACTGETATGAGAATGTTTTCGTTCTTTTTCACCACTACCTACT
GEAGAAGAGAGTGEGCAATTTTCTCGCCTGCTGCCTGCCTCAGATTCETTCGCTATTTCTCCGGA
GAACTCTCCGGATTCTAACCCTTCTTCTCCAATACATEGTGATCACCATGGCAATCATATACGCTACT
ATGGCAGATTCTTACNGCAGATTCTTGAAAGACACGCECOCGETACAGACCGTNNCATAAGCTCA,
AACACTATTAGTCGACHNATAAAATTCCTAAAACAATTGCTCTTNTTCACATAAATGCGCTCTTTCCGE
GNGETCAGATCTCTGATGCACGTATTATCTCTAGAATANCCCCCGTATACAAGTAGGATACTGTCAA
AATCGAGTACATATAGCTGNTATATGAGCANTCGCGNTTTCACATATATCG TTATNCTA

Figura 1. Secuencia consenso del gen 18S ARNr de Heterorhabditis indica del norte de Pert.

Para la obtencion de las secuencias de ADN del gen
18S ARNr en ambos sentidos (directo y reverso),
inicialmente se realiz6 una extraccién de ADN total
con el Kit PowerSoil DNeasy® (QIAGEN, Alemania).
Luego, se amplificé el gen 18S ARNr mediante una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés), empleando los cebadores SSU18A:
AAAGATTAAGCCATGCATG y SSU26R:
CATTCTTGGCAAATGCTTTCG (Blaxter et al., 1998).
Después, el producto PCR (amplicon) fue
secuenciado con la tecnologia Sanger de doble
cadena por la empresa Biotecnoldgica Macrogen
(https://dna.macrogen.com/). Finalmente,
empleando el software MEGA v.11 (disponible en
https://mega.io/es) se obtuvo la secuencia
consenso de 851 bases que se ha analizado en el
presente estudio.

Seleccion de secuencias con similitud

La secuencia consenso analizada en el presente
estudio se inserté en la herramienta basica de
biisqueda de alineacién local (BLAST, por sus siglas
en inglés https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),
donde se realizé la bisqueda de similitudes con
secuencias almacenadas en la base de datos del
Centro Nacional de Investigacién Biotecnolégica
(NCBI, por sus siglas en ingles
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Posteriormente, las secuencias con las que se
encontr6 similitud se registraron mediante su
coédigo de acceso para la caracterizaciéon molecular
y filogenética.

Caracterizacion molecular

Para la caracterizacion molecular, la secuencia
consenso y las secuencias con las que se hall
similitud, fueron sometidas a un alineamiento
multiple software MEGA v.11 para la biusqueda de
regiones consensuadas finales. Posteriormente,
fueron importadas y procesadas en el software
DNAsp v.5 (http://www.ub.edu/dnasp/). Dado
que las secuencias corresponden a un organismo
diploide, se opt6 por la opcion "Open
Unphase/Genotype Data file" para su importacion.
Los polimorfismos, su localizacién y los haplotipos
generados se obtuvieron de manera inmediata.

Filogenética

La filogenética se llevd a cabo mediante un andlisis
evolutivo detallado, en el cual se construyé un arbol
filogenético utilizando la herramienta MEGA v.11,
aplicando el método de maxima verosimilitud. La
estimacién de las distancias evolutivas se realizé
con el modelo de 3 pardmetros de Tamura (1992)
con 800 réplicas, utilizando como grupo externo la
secuencia del gen 18S ARNr del nemaéatodo
Heterorhabditis noenieputensis JN620538.1 para la
calibracién de las relaciones evolutivas.

Analisis de datos

Las secuencias consenso fueron organizadas en
documentos de Microsoft Word v.2021. De manera
similar, los cédigos de acceso de las secuencias que
mostraron similitud con la secuencia consenso
fueron clasificados en tablas utilizando Microsoft
Excel v.2021.

RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion de secuencias con similitud

En base a la identificacién taxonémica clasica del
nematodo Heterorhabditis indica, se seleccionaron
las similitudes encontradas en las secuencias del
gen 18S ARNr disponibles en el banco de datos
genéticos del NCBIL Se identificaron seis
coincidencias, cuyos coédigos de acceso son:
PQ608564.1, 0L470132.1, 0K562793.1,
OL470127.1, OK493747.1 y OL469960.1. Los
porcentajes de identidad se hallaron entre 84,89%
y 85,11%, y los de cobertura entre 92% y 99%,
infiriendo similitud entre la secuencia consulta y
las disponibles en el banco de genes. No obstante,
se descartaron similitudes que corresponden a
otras especies. Estos hallazgos reflejan la limitada
informacién genética disponible para el gen 18S

ARNr de Heterorhabditis indica, siendo este uno de
los pocos estudios que documentan el uso de dicho
marcador genético (Tabla 1).

El empleo de secuencias de cddigos de barras, como
el gen 18S, para la identificacion y caracterizacion
molecular de nematodos ha sido ampliamente
documentado en la literatura cientifica de las
ultimas décadas. Cérdova-Campos et al. (2023),
emplearon el gen 18S ARNTr para la identificacién y
caracterizacion molecular del nematodo agallador
de la raiz Meloidogyne javanica. Cedano (2019),
identific6 mediante el gen 18S ARNr a
Heterorhabditis iindica como una especie con
efecto letal sobre Galleria mellonella empleada
como hospedados y ninfas de P. bergie a las que se
enfrentaron como plagas.
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Tabla 1

Secuencias del banco de genes con similitudes y/o coincidencias con la secuencia consenso del gen 18S ARNr de

Heterorhabditis indica analizada

Nomb 9
Descripcion .om’ .re % % identidad Accesion
cientifico cobertura
Heterorhabditis indica strain IRQ ZAh17 11 Heterorhabditi:
eero.rz.J itis indica strain Q. sma eterorhabditis 99 84,89 PQ608564.1
subunit ribosomal RNA gene_partial_sequnce
Heterorhabditis indica isolate 01 1l subunit Heterorhabditi:
.e erorhabditis indica 1so.a e 01 small subuni eterorhabditis 9% 85,25 OL470132.1
ribosomal RNA gene_partial_sequence
f{eterorhabdztls indica 1so¥ate HA1 small subunit Heterorhabditis 9% 84,80 OK562793.1
ribosomal RNA gene_partial_sequence
I-{eterorhabdltls indica 1so¥ate 01 small subunit Heterorhabditis 92 85,39 0L470127.1
ribosomal RNA gene_partial_sequence
I-{eterorhabdltls indica 1so¥ate HR1 small subunit Heterorhabditis 93 84,86 0K4937471
ribosomal RNA gene_partial_sequence
Heterorhabditis indica isolate H1 small subunit Heterorhabditis 92 8511 OL469960.1

ribosomal RNA gene_partial_sequence

Vrain etal. (1992) llevaron a cabo un anélisis de los
polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion del ADNr en Xiphinema americanum,
demostrando la variabilidad genética
intraespecifica en este nematodo. De manera
similar, Floyd et al. (2002) utilizaron el gen 18S
ARNr como marcador molecular para la
identificaciébn de nematodos obtenidos de
muestras de suelo. Este gen fue amplificado
mediante cebadores desarrollados por Blaxter et
al. (1998), quienes destacaron su utilidad para
estudios evolutivos dentro del filo Nematoda, dada
su capacidad para proporcionar informaciéon
filogenética a nivel de especies y géneros. No
obstante, segin Jaramillo et al. (2015), la
secuenciacién de regiones ITS del ADNr de estadios
juveniles de nematodos como los del género
Meloidogyne. Otros autores como Fernandez et al.
(2000), sefialan el uso del gen ND3 mitocondrial
para estudios moleculares dirigidos a la
identificaciéon de nematodos hospedadores. Por su
parte, Okamoto et al. (1995), han estudiado
especies de cestodos mediante secuencias del gen
mitocondrial citocromo c oxidasa subunidad I
(CON. Por tanto, los resultados obtenidos en el
presente estudio pueden ser dilucidados.

Caracterizacion molecular

Del alineamiento multiple entre la secuencia
consenso de 851 bases nitrogenadas del gen 18S
ARNr Heterorhabditis indica aislado del norte de
Perd y las secuencias con las que se obtuvieron
similitudes, se eliminaron 74 bases no alineadas en
sus extremos, de las que quedaron 777 en las que
se identificaron y excluyeron 10 sitios gaps,
quedando un total de 767 bases para la
caracterizacién molecular, donde se hallé que 658
corresponden a sitios invariables (monomdrficos)
y 109 a sitios variables (polimoérficos) (Figura 2).
Estos sitios variables se distribuyeron en 108
mutaciones ubicadas en las posiciones 8; 10; 13;
15;28;35;41;43;46;56;66; 75;83;85;90; 92; 93;
96; 99; 100; 101; 105; 115; 121; 122; 123; 130;

133; 150; 151; 152; 166; 177; 178; 181; 182; 184;
186; 194; 199; 203; 205; 219; 220; 224; 225; 232;
240; 243; 256; 259; 267; 274; 275; 280; 284; 297;
305; 315; 316; 318; 320; 323; 332; 333; 340; 346;
348; 350; 351; 356; 360; 363; 369; 397; 403; 404;
422; 460; 463; 472; 473; 475; 476; 488; 490; 501;
507; 512; 513; 522; 528; 531; 533; 546; 550; 552;
558; 567; 570; 579; 582; 612; 618; 700; 724; 751;
765 y 1 sitio informativo de parsimonia en la
posicion 89. Asi mismo, se identificaron 6
haplotipos con una diversidad genética (Hd) de
0.9524: el Hap-1 corresponde a la secuencia
0L469960.1, el Hap-2 a la secuencia consenso
analizada, el Hap-3 a PQ608564.1 y 0L470132.1, el
Hap-4 a 0K562793.1, el Hap-5 a 0L470127.1 y el
Hap-6 a 0K493747.1. Los resultados mostraron
una diversidad genética significativa entre las
secuencias analizadas, lo que se asocia al nimero
de mutaciones. En este contexto, la secuencia
consenso (Hap-2) estudiada corresponde a un
nuevo genotipo del gen 18S ARNT, por lo que se le
asigné el codigo CO5HI.

Como se muestra en la Figura 2, las principales
caracteristicas moleculares de diferenciacién
halladas en las secuencias analizadas, correspon-
den a mutaciones que han dado lugar a la
formacion de polimorfismos en el gen 18S ARNT.
Antes de este estudio, la literatura disponible sobre
Heterorhabditis en Peru se centraba principal-
mente en investigaciones vinculadas a su ecologia
y su potencial entomopatégeno, como lo sefialan
Adrianzén et al. (2024) y Vergaray (2014). Lo cual
también se ha investigado en otros paises (Valdés,
Rodriguez & Velasquez, 2014; Kour etal., 2022). No
obstante, Cordova et al. (2023), han realizado la
caracterizacion molecular de Meloidogyne javanica
mediante el gen 18S ARNr en Peru, siendo uno de
los pocos estudios en el que se ha empleado dicho
marcador. Asi mismo, en India, se han llevado a
cabo estudios que incluyen la caracterizacion
molecular de esta especie de nematodo, mediante
el andlisis del ADNr, como se describe en el trabajo
de Bhatetal. (2021).
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CTACTTGTATACGGGGGNATTCTAGAGATAATACGTGCATCAGAGATCTGACCNCGCGGA 6@ Secuencia AATTGCCCACTCTCTTCTCCAGTAGGTAGTGETGAAAAAGAACGAAAACATTCTCATACC
CTACTTGGATACTGTGGTATTCTAGAGC TAATACATGCATTAAAGC TCTGACCTCACGGA 68 0K493747.1 AATTACCCACTCTCAGCACGAGGAGGTAGTGACGAAAAATAACGAGACCGATCTCTTACG
CTACTTGGAAACTGTGGTATTCTAGAGC TAATACATGCATTAAAGC TCTGACCTCACGGA 68 0L478127.1 AATTACCCACTCTCAGCACGAGGAGGTAGTGACGAAAAATAACGAGACCGATCTCTTACG
CTACTTGGATACTGTGGTATTCTAGAGC TAATACATGCATTAAAGC TCTGACCTCACGGA 68 0K562793.1 AATTACCCACTCTCAGCACGAGGAGGTAGTGACGAAAAATAACGAGACCGATCTCTTACG
CTACTTGGATACTGTGGTATTCTAGAGC TAATACATGCAT TAAAGC TCTGACCTCACGGA 6@  0L469960.1 AATTACCCACTCTCAGCACGAGGAGG TAGTGACGAAARAT AACGAGACCGATCTCTTACG
CTACTTGGATACTGTGGTATTCTAGAGC TAATACATGCAT TAAAGC TCTGACCTCACGGA 68  PQEASSE4.1 AATTACCCACTCTCAGCACGAGGAGGTAGTGACGAAAAAT AACGAGACCGATCTCTTACG
CTACTTGGATACTGTGATATTCTAGAGC TAATACATGCATTAAAGCTCTGACCTCACGGA 68 OL478132.1 AATTACCCACTCTCAGCACGAGGAGETAGTGACGAAAAATAACGAGACCGATCTCTTALG
EEREEEET F FF B BE RREREAREE FEERET BAEEE 3 BE FEEEERE ® REEE EEAE AEEEEEETE kK B REEREEAL  EEIEEE BEEEE B 5 EAEE EAE
AAGAGCGCATTTATGTGAANAAGAGCAATTGTTTTAGGAATTTTATNGTCGACTAATAGT 120 Secuencia AGTCCGGTGATCGGAATGGGTACAAT TTAAACCCT TAAACGATCATCTAGAGAGGGCAAG
AAGAGTGCATTTATTTGAACAAAACCAATCGGCTTCGGCTGTTTCTGGTCGACTCATAGT 128 0K493747.1 AGGCCGGTCATCGGAATGGGTACAATTTAAACCCTTTAACGAGTATCTAGAGAGGGCAAG
AAGAGTGCATTTATTTGAACAAAACCAAGCGGCTTCGGCTGTTTCTGGTCGACTCATAGT 128 0L478127.1 AGGCCGGTCATCGGAATGGGTACAATTTAAACCCTTTAACGAGTATCTAGAGAGGGCAAG
AAGAGTGCATTTATTTGAACAAAACCAAGCGGCTTCGGCTGTTTCTGGTCGACTCATAGT 128 0K562793.1 AGGCCGGTCATCGGAATGGGTACAATTTAAACCCTTTAACGAGTATCTAGAGAGGGCAAG
AAGAGTGCATTTATT TGAACAAAACCAAGCGGCTTCGGCTGTTTCTGGTCGACTCATAGT 128 0L469960.1 AGGCCGGTCATCGGAATGEGTACAAT TTARACCCT TTAACGAGTATCTAGAGAGGGCAAG
AAGAGTGCATTTATT TGAACAAAACCAAGCGGCTTCGECTGTTTCTGGTCGACTCATAGT 1280 PQEASSE4.1 AGGCCGGTCATCGGAATGEGTACAAT TTARACCCT TTAACGAGTATCTAGAGAGGGCAAG
AAGAGTGCATTTATTTGAACAAAACCAAGCGGCTTCGECTGTTTCTGATCGACTCATAGT 120 OL478132.1 AGGCCOGTCATCOEAATGEETACAAT TTAAACCCT TTAACGAGTATCTAGAGAGGGCAAG
EEEEE FEEREREE BEEE EE F BEE  E FF K FRE K EEEEREE BREEs B OKRAEE REEIEEIARREEEIEELITEALRATES KR KAEEEIEEATEEERE
GTTTGAGCTTATGNNACGGTCTGTACCGGGCGCGTGTCTTTCAAGAATCTGCNGTAAGAA 180 Secuencia TGTGETGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCTCAAAGNCCACAGAAGTATATCGTCGGT
AACTGAGCTGATCGCACGGTCTGTACCGGCGACGTGTCTTTCAAGTATCTGCCGTATCAA 188 0K493747.1 TCTGOTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCTCAAAGTGCATAGAAGTATTGCTGCGGT
AACTGAGCTGATCGCACGGTCTGTACCGGCGACGTGTCTTTCAAGTATCTGCCGTATCAA 188 0L478127.1 TCTGOTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCTCAAAGTGCATAGAAGTATTGCTGCGGT
AACTGAGCTGATCGCACGGTCTGTACCGGCGACGTGTCTTTCAAGTATCTGCCGTATCAA 188 0K562793.1 TCTGOTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCTCAAAGTGCATAGAAGTATTGCTGCGGT
AACTGAGCTGATCGCACGGTCTGTACCGGCGACGTGTCTTTCAAGTATCTGCCGTATCAA 188 O0L469960.1 TCTGGTGCCAGCAGCCGCEGTAATTCCAGCTCTCAAAGTGCATAGAAGTATTGCTGCGGT
AACTGAGCTGATCGCACGGTCTGTACCGGCGACGTGTCTTTCAAGTATCTGCCGTATCAR 188 PQEAS564.1 TCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCTCAAAGTGCATAGAAGTATTGCTGCGGT
AACTGAGCTGATCGCACGGTCTGTACCOGLGACGTGTCTTTCAAGTATCTGCCGTATCAA 188 OL478132.1 TCTGETGCCAGCAGCCGCGETAATTCCAGCTCTCAAAGTGCATAGAAGTATTGCTGLGET

EkEEE * FRERSEEERREETE  KEIERRRREEIIRE FEELRE EEE KK B e -
TCTGCCATGGTAGCGTATATGAT TGCCATGGTGATCACATGTATTGGAGAAGAAGGGTTA 240 Secuencia TAAAAAGTTAGTAGTTGGATATGTGCAATAGAGCGTGGTCCTCCTTNTGGCGTGTACTTC
CTTTCGATGGTAGTGTATCTGACTACCATGGTGATCACGCGTAACGGAGAATAAGGGTTC 248 0K493747.1 TAAAAAGCTCGTAGTTGGATCTGTGCCATAGGACGTGGTCCACCTTCGGGTGCGTACTTC
CTTTCGATGGTAGTGTATCTGACTACCATGGTGATCACGCGTAACGGAGAATAAGGGTTC 248 0L470127.1 TAAAAAGCTCGTAGTTGGATCTGTGCCATAGGACGTGGTCCACCTTCGGGTGCGTACTTC
CTTTCGATGGTAGTGTATCTGACTACCATGGTGATCACGCGTAACGGAGAATAAGGGTTC 248 0K562793.1 TAAAAAGCTCGTAGTTGGATCTGTGCCATAGGACGTGGTCCACCTTCGGGTGCGTACTTC
CTTTCGATGGTAGTGTATC TGACTACCATGGTGATCACGCGTAACGGAGAATAAGGGTTC 248 0L469960.1 TAARAAGCTCGTAGTTGGATCTGTGCCATAGGACGTGGTCCACCTTCGEGTGCGTACTTC
CTTTCGATGGTAGTGTATC TGACTACCATGETGATCACGCGTAACGGAGAATAAGEGT TC 248 PQE@S564.1 TAARAAGCTCGTAGTTGGATCTGTGCCATAGGACGTGETCCACCTTCGEGTGCGTACTTC
CTTTCGATGGTAGTGTATCTGACTACCATGATEATCACGLGTAACGGAGAATAAGGGTTC 248 OL478132.1 TAAARAGCTCATAGTTGGATCTGTGCCATAGBACGTAATCCACCTTCOEATGCGTACTTC

H ok EEEEEEE FREE R F FELIEEARETEILE  E3F  KREEEE EEEIEEE FRARREE B OREIREIARRE FREEE BEAE  FEIEEERE BERE FE B RRErk
GAATCCGGAGAGTTCTCCGGAGARATAGCGAACGAATCTGAGGCAGGCAGCAGGCGAGAA 300 Secuencia GCTCCAAGGTTGTTTGCAGGT TTTCCTGTCGTAGCCTTGGCCGGT TGCGGCGEGTGGCTG
GACTCCGGAGAGTTCGCCTGAGAAATCGCGAACACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGLGAA 3ee 0K493747.1 GCTCCTAGGCTTTTTGCTGGT TTTCCCGTCGTAGCCTTCGCTGGT TGCGGCGEGTGGLTG
GACTCCGGAGAGTTCGCCTGAGARATCGCGAACACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGAA 388 0L478127.1 GCTCCTAGGCTTTTTGCTGGT TTTCCCGTCGTAGCCTTCGCTGGT TGCGGCGGGTGGCTG
GACTCCGGAGAGTTCGCCTGAGARATCGCGAACACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGAA 388 0K562793.1 GCTCCTAGGCTTTTTGCTGGT TTTCCCGTTGTAGCCTTCGCTGGT TGCGGCGGGTGGCTG
GACTCCGGAGAGTTCGCCTGAGARATCGCGAACACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGAR 3e@ 0L469960.1 GCTCCTAGGCTTTTTGCTGGT TTTCCCGTCGTAGCCTTCGCTGGT TGCGECGEETGRCTG
GACTCCGGAGAGTTCGCCTGAGAAATCGCGAACACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGAA 3e@ PQE@S564.1 GCTCCTAGGCTTTTTGCTGGT TTTCCCATCRTAGCCTTCGCTGET TGCEGLGEGTGECTE

1

GACTCCOGAGAGTTCACCTGAGARATCOLGAACACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLGLGAA 3ee OL47@132. GCTCCTAGGCTTTTTGCTGGET TTTCCCGTCGTAGCCTTCGCTGGT TGCGGLGEETGECTE
5k kkkkakkkkEEs Ak kkeikkk Eikkks  kkdk Rk kkkieedkkesd kkk FRAKR EEE R ¥REak KEEEIEEE BE KREEEIEE KE EAREEEEIEEAIIREARE
GCGAGTTTACTCTGAGAAAATCAGAGTGC TCAATACAGGTGTCTAGCTTGAATGATTGTG 668
GCGAGTTTACTTTGAGAGAATCAGAGTGC TCAATACAGGTGTCTAGCTTGAATGATTGTG 668
GCGAGT TTACTTTGAGAAAATCAGAGTGC TCAATACAGGT GTCTAGCTTGAATGATTGTG 668
GCGAGT TTACTTTGAGAAAATCAGAGTGCTCAATACAGGTGTCTAGCTTGAATGATTGTG 668
GCGAGT TTACT TTGAGAAAATCAGAGTGCTCAATACAGGTGTCTAGCTTGAATGATTGTG 668
GCGAGT TTACT TTGAGAAAATCAGAGTGCTCAATACAGGTGTCTAGCTTGAATGATTGTG 668
GCGAGT TTACT TTGAGAAAATCAGAGTGCTCAATACAGGTGTCTAGCTTGAATGATTGTG 668
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Figura 2. Alineamiento multiple entre la secuencia consenso del gen 18S ARNr de Heterorhabditis indica del norte de Perd y
las secuencias con las que se obtuvo similitud. Los asteriscos (*) indican coincidencias entre las bases nitrogenadas, y su
ausencia variaciones en la secuencia.

Filogenética

El arbol filogenético construido mediante el
método de maxima verosimilitud revel6 relaciones
evolutivas entre las secuencias analizadas. Como se
aprecia en la figura 3, las secuencias se agruparon

monofilético (clado I), 0L470132.1 el clado (II),
PQ608564.1 el clado (III) y 0K562793.1 el clado
(V). Por otra parte, la hipétesis evolutiva muestra
que el clado (V) es el mds antiguo, y de él desciende
el clado (IV) donde se encuentra la secuencia

formando cinco clados donde la secuencia consenso de Heterorhabditis indica del norte de

consenso de la cepa analizada se agrupa con
OK493747.1 formando un grupo monofilético
(clado 1V). Asi mismo, las secuencias 0L470127.1y

0L469960.1 se agrupan formando otro grupo emparentan con el clado (IV).

13— Heterorhahditis indica (OL470127.1) .
L Heterorhabditis indica 0L469960.1) @
)
)

13

44

41

Heterorhabditis indica (PQE08564.1 | (II)
P S .
[ Heterorhabditis indica (OK493747.1) (IV)

(
(
Heterorhabditis indica (OL470132.1 | (I
(
(
(

L Heterorhabditis indica (Secuencia consenso)
Heterorhabdiis indica (OK562793.1) V)

Pert con 0K493747.1. Asi mismo, se aprecia que
los clados (I) y (II) comparten un nodo comuin que
surge del clado (III), siendo descendientes que se

Heterorhabditis noenieputensis (JN620538.1 grupo externo)

Figura 3. Arbol filogenético basado en el método de maxima verosimilitud y el modelo 3 parametros de Tamura (1992) con
un valor bootstrap de 800 réplicas, que muestran relaciéon entre las secuencias del gen 18S ARNr del nematodo
entomopatogeno Heterorhabditis indica.
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Los resultados obtenidos en la filogenia muestran
consistencia con observaciones previas de Malan,
Knoetze & Tiedt (2014), quienes también
reportaron la apariciéon de un grupo monofilético
conformado por secuencias de Heterorhabditis
indica. Sin embargo, en su caso, las secuencias
utilizadas corresponden al espaciador interno
transcrito (ITS) y a la regién D2D3 del gen 28S del
ADNTr. Asi mismo, Bhat et al. (2021), indican que el
uso del gen ITS del ADNr en especies del género
Heterorhabditis permite la identificacion de clados
monofiléticos, lo que facilita la inferencia de su
clasificacién taxondémica con mayor resolucion.
Segin Rodriguez (2002), el gen 18S del ADNr ha
sido ampliamente usado desde el punto de vista
sistematico. Sin embargo, también se han utilizado
otros genes para estudiar relaciones filogenéticas.

De acuerdo con Littlewood et al. (1998), la
combinacién de las secuencias completas del gen
18S con las parciales del 28S permiten un andlisis
filogenético de nematodos con la mayor la
resolucion dado que integra informacion
proveniente de diferentes regiones del ADNr. Por
tanto, en base a la bibliografia consultada los
resultados de la filogenia de Heterorhabditis indica
aislado del norte de Perd pueden ser dilucidados.
No obstante, aunque el gen 18S ARNr ha
demostrado ser util para la identificacién
taxondmica en este estudio, la comparacién con
otros marcadores como el ITS y el 28S sugiere que
una combinacion de genes ribosomales que puede
ser mas eficaz y precisa en la determinacién de
relaciones filogenéticas en especies de nematodos.

CONCLUSIONES

La secuencia consenso de 851 bases del gen 18S
ARNr del nematodo entomopatégeno
Heterorhabditis indica aislado del norte de Peru
exhibe caracteristicas moleculares distintivas en
comparacion con las secuencias disponibles en el
banco de genes del NCBI. Este hallazgo evidencia la
existencia de un genotipo (CO5HI) propio de
Heterorhabditis indica para el norte de Pert, ya que
no se han encontrado registros previos en la
bibliografia nacional y en las bases de datos
genéticas internacionales. Estos resultados,
destacan la relevancia de aplicar técnicas

moleculares avanzadas para la asignacion precisa
de la identidad taxondémica y/o la identificacién de
genotipos circulantes segtin el marcador molecular
empleado, facilitando el mapeo de la distribucion
geografica de cepas de nematodos con propiedades
entomopatégenas. Asi mismo, esta informacion es
relevante para la implementacion de controladores
biolégicos y/o el desarrollo de estrategias
innovadoras en el manejo y control integrado de
plagas, promoviendo asi la sostenibilidad de los
sistemas agricolas en Peru.
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