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PCR-RFLP In silico del gen 18S rRNA como alternativa
para la identificacion de nematodos entomopatogenos
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RESUMEN

En paises en vias de desarrollo, el acceso a tecnologias modernas para el control de plagas es restringido, lo que plantea la necesidad
de innovar en métodos y/o técnicas alternativas que sean mas accesibles. El objetivo del estudio fue determinar la PCR-RFLP in silico
del gen 18S ARNr como técnica alternativa en la identificacién de nematodos entomopatégenos. Se evaluaron dos cepas purificadas de
larvas adultas de nematodos entomopatégenos, a partir de las cuales se extrajo el ADN genémico. Posteriormente, se llevé a cabo la
amplificacion del gen 18S del ARNr mediante PCR convencional y una secuenciacién de ADN por la tecnologia de Sanger en doble
cadena. Las secuencias obtenidas fueron alineadas con el software MEGA v.11 y se generaron secuencias consenso de
aproximadamente 850 pares de bases. Luego, se utilizaron herramientas como BLAST para la asignaciéon taxondmica de especies y
Restriction Mapper v.3 para el andlisis de sitios de restriccién y simulacién de digestion enzimdtica. Las cepas analizadas se
identificaron como Heterorhabditis indica y Heterorhabditis bacteriophora. En Heterorhabditis indica se hallaron 26 sitios de
restriccion, seleccionando cuatro sitios segtin su posicion media (Msl], Nrul, Tsp451y BseRI), que luego de digerirlos in silico, generaron
fragmentos de ADN con longitudes distintas. Por otra parte, en Heterorhabditis bacteriophora, se hall6 el mismo nimero de sitios de
restriccion, se seleccionaron tres (Bglll, Fokl y BstXI) y al digerirlos se obtuvieron fragmentos de ADN con diferentes longitudes. Los
fragmentos de ADN (RFLP) obtenidos permitieron diferenciar claramente ambas especies. Los resultados demuestran que la técnica
PCR-RFLP In silico del gen 18S ARNr es una herramienta efectiva para la identificacion taxonémica de nematodos entomopatdgenos,
ofreciendo una alternativa viable en contextos donde los recursos son limitados y el control biolégico es una alternativa.
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ABSTRACT

In developing countries, access to modern pest control technologies is limited, highlighting the need to innovate in alternative methods
and/or techniques that are more accessible. The aim of this study was to determine the in silico PCR-RFLP of the 18S rRNA gene as an
alternative technique for the identification of entomopathogenic nematodes. Two purified strains from adult larvae of
entomopathogenic nematodes were evaluated, from which genomic DNA was extracted. Subsequently, the 18S rRNA gene was
amplified using conventional PCR, followed by double-stranded DNA sequencing via Sanger technology. The obtained sequences were
aligned using MEGA v.11 software, and consensus sequences of approximately 850 base pairs were generated. Tools such as BLAST
were then used for taxonomic species assignment, and Restriction Mapper v.3 was used for restriction site analysis and in silico
enzymatic digestion simulation. The analyzed strains were identified as Heterorhabditis indica and Heterorhabditis bacteriophora. In
Heterorhabditis indica, 26 restriction sites were found, with four selected based on their average position (Msll, Nrul, Tsp45], and
BseRI), which, after in silico digestion, generated DNA fragments of different lengths. On the other hand, in Heterorhabditis
bacteriophora, the same number of restriction sites was found, with three selected (Bglll, Fokl, and BstXI), and digestion also produced
DNA fragments of varying lengths. The obtained DNA fragments (RFLPs) allowed for clear differentiation between the two species.
The results demonstrate that the In silico PCR-RFLP technique of the 18S rRNA gene is an effective tool for the taxonomic identification
of entomopathogenic nematodes, offering a viable alternative in contexts where resources are limited and biological control is a viable
option.
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INTRODUCCION

Los nematodos entomopatégenos han adquirido
una notable relevancia en el ambito del control
biolégico de plagas, debido a su capacidad de
actuar como agentes letales contra insectos que
afectan negativamente la productividad agricola
(PGza & Tarasco, 2023). Estos organismos
establecen asociaciones simbidticas con bacterias
de los géneros Xenorhabdus y Photorhabdus, las
cuales son liberadas en el interior del hospedero
tras la infeccién, provocando septicemia y la
muerte del insecto en un corto periodo de tiempo
(Gaugler, 2002). Esta caracteristica los posiciona
como herramientas prometedoras dentro de
programas de manejo integrado de plagas,
especialmente en sistemas agricolas sostenibles
(Koppenhofer et al., 2020; Nurashikin-Khairuddin,
etal, 2022).

Entre los principales nematodos entomopatégenos
destacan especies de los géneros Heterorhabditis y
Steinernema, ampliamente estudiadas por su
eficacia biocontroladora (Yangiiéz et al., 2024).
Dentro de estas, Heterorhabditis indica (Shinde et
al,, 2022) y Heterorhabditis bacteriophora (Sanchez
et al, 2019; Leonar et al, 2022) han demostrado
alta virulencia frente a diversos insectos plaga.
Asimismo, especies como Steinernema riobrave y
Rhabditis blumi han sido reportadas como
parasitos obligados, cuya fase infectiva juvenil
penetra al hospedero a través de aberturas
naturales, facilitando la colonizacién interna y
posterior reproduccién en el cadaver del insecto
(Poinar, 1979; Gaugler, 2002).

La correcta identificacion de estas especies resulta
crucial, ya que su eficacia en el control biolégico
depende de factores como la especificidad del
hospedero, condiciones ambientales y
caracteristicas genéticas propias de cada cepa
(Rusinque et al, 2023; Rangarajan et al, 2025).
Tradicionalmente, la identificacién de nematodos
se ha basado en caracteristicas morfoldgicas; sin
embargo, estas presentan limitaciones debido a la
plasticidad fenotipica y similitudes entre especies
(Bogale et al., 2020; Bhat et al., 2022). En respuesta
a estas limitaciones, se han desarrollado enfoques
moleculares basados en la amplificaciéon y
secuenciacién de marcadores genéticos, como el
gen 18S ARNr, ITS y CO], los cuales permiten una
identificaciéon mas precisa (Valderrama-Aravena,
2025).

No obstante, técnicas como la secuenciaciéon de
ADN y la espectrometria de masas, aunque
altamente precisas, implican elevados costos,
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requerimientos tecnolégicos especializados y
limitada accesibilidad en paises en vias de
desarrollo (Cérdova-Campos et al, 2023). Esta
situacién restringe su aplicacién en contextos
donde el control biolégico podria tener mayor
impacto, generando la necesidad de alternativas
metodoldgicas mas accesibles, sin comprometer la
confiabilidad en la identificacién taxondmica.

En este contexto, la técnica de PCR-RFLP (Reaccién
en Cadena de la Polimerasa seguida de
Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de
Restriccién) se presenta como una herramienta
eficiente, rapida y de bajo costo para la
diferenciacion de especies mediante el analisis de
patrones de restriccién del ADN (Chena etal,, 2014;
Torchia et al, 2021; Gao et al, 2023). Diversos
estudios han demostrado su aplicabilidad en la
identificacién de organismos en distintos grupos
biolégicos, incluyendo nematodos, destacando su
utilidad en entornos con recursos limitados
(Peraza-Padilla et al.,, 2013; Montero et al,, 2007;
Madikadike et al.,, 2024). Asimismo, investigaciones
recientes han sefialado que, la PCR-RFLP posee un
potencial alto para discriminar especies cercanas
mediante el analisis de regiones conservadas en
marcadores ribosomales (Niloufar, 2020).

A pesar de estos avances, existe un vacio en el
conocimiento respecto a la validacién sistematica
de la técnica PCR-RFLP mediante enfoques in silico
aplicados especificamente a nematodos
entomopatégenos. En particular, son limitados los
estudios que evaltian la capacidad discriminatoria
de enzimas de restriccién sobre secuencias del gen
18S ARNr en diferentes especies, lo que dificulta
establecer protocolos estandarizados y
reproducibles para su implementacién en
programas de control biolégico.

En ese sentido, estudios bioinformaticos
orientados a evaluar la viabilidad de la PCR-RFLP
in silico resultan fundamentales, ya que permiten
predecir patrones de restriccion, optimizar la
seleccion de enzimas y reducir costos
experimentales. Ademas, su aplicacidon contribuiria
al fortalecimiento de estrategias de manejo
agroecoldgico, mediante la caracterizaciéon precisa
y oportuna de nematodos entomopatdgenos tanto
autdctonos como introducidos.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue
determinar la viabilidad de la técnica PCR-RFLP in
silico del gen 18S ARNr como alternativa para la
identificacion de nematodos entomopatégenos.

METODOLOGIA

Disefio del estudio

Se desarroll6 una investigacién compuesta por una
fase in vitro y otra in silico, bajo un disefio no
experimental, con enfoque -cualitativo y nivel
descriptivo. El estudio se bas6 en el analisis de
bioinformatica de las secuencias del ADN del gen

ribosomal 18S de dos especimenes de nematodos
entomopatdgenos aislados en el norte de Peru. El
diseno de la investigacién y su flujo de trabajo se
observa en la Figura 1, la cual describe en la
metodologia cada uno de los componentes.
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* Alineamiento de secuencias de ADN del gen 18S ARNr \
* [dentificacién de sitios de setriccién en las secuencias de ADN

» Analisis comparativo de la variabilidad de los sitios de restriccién/'

» Digestion enzimatica de la secuencias de ADN .
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Figura 1. Esquema del disefio de la investigacion In silico en la que se describe el flujo de trabajo desde el organismo vivo
(nematodo) hasta la fragmentacién del gen 18S ARNr mediante analisis bioinformaticos.

Material biolégico

Dos cepas (H1 y H2) de larvas adultas de
nematodos pertenecientes al género
Heterorhabditis, purificadas y previamente
enfrentadas al insecto plaga Galleria mellonella
(polilla de cera), fueron proporcionadas por la
Universidad Nacional de Tumbes. Las cepas
corresponden a aislados de suelos asociados a
Neltuma pallida, recolectadas en la regiéon de
Tumbes, Perti (3°34'1" S, 80°27.092' 0).

Extraccion de ADN y PCR dirigida al gen 18S
ARNr

Las cepas purificadas contenidas en una solucién
de suspensidn, fueron sometidas a un protocolo de
extraccion de ADN genémico siguiendo las
instrucciones del método estidndar de un kit
comercial. Luego, el gen 18S ARNr fue amplificado
utilizando los cebadores SSU18A:
AAAGATTAAGCCATGCATG y SSU26R:
CATTCTTGGCAAATGCTTTCG. La reacciéon de PCR
se preparé en un volumen total de 25 pL,
compuesto por 15,4 pL de agua ultra pura, 2,5 pL
de tampdn 10X, 1,5 uL. de MgCl, (25 mM), 0,5 pL de
mezcla de dNTPs, 0,5 uL de cada cebador, 0,1 pL de
Taq ADN polimerasa y 4 pL. de ADN gen6mico.

El programa de amplificacién consistié en una
desnaturalizacidn inicial a 95 °C durante 5 minutos,
seguida de 35 ciclos con desnaturalizacién a 94 °C
por 1 minuto, alineamiento a 52 °C por 1 minuto y
30 segundos, y extension a 68°C durante 2
minutos. Finalmente, se realiz6 una extension final
a 68 °C por 10 minutos y conservacion a 4 °C por un
maximo de 24 horas. Se incluy6 un control negativo
para descartar contaminacién durante la
amplificacién, como producto PCR se esperé un
amplicén con un tamafio de 850 pares de bases

(pb).

Electroforesis en gel de agarosa
Los productos de PCR fueron evaluados mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %, preparado
en solucién tampdén TAE 1X y teflido con bromuro
de etidio a una concentracién de 0,5 ng/mL. Para
cada corrida se emplearon 8 pL del amplicdn, 4 pL
de tampodn de cargay 2 uL. de un marcador de peso
molecular de 1000 pares de bases. La separacion
electroforética se realiz6 aplicando un voltaje de 70
V durante 30 min.

Secuenciaciéon de ADN

Los productos amplificados por PCR fueron
enviados a una empresa especializada en servicios
biotecnolégicos para su secuenciaciéon mediante la
tecnologia Sanger de doble cadena. Las secuencias
obtenidas fueron entregadas en formato FASTA, un
archivo de texto plano estandarizado, utilizado
para su posterior andlisis de bioinformatica.
Posteriormente, las secuencias se analizaron
mediante softwares de bioinformatica.

Asignacion taxonémica

Se realiz6 un alineamiento de secuencias de ADN
utilizando el software Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (MEGA), version 11. Las
secuencias obtenidas de las lecturas directa
(SSU18A) e inversa (SSU26R) fueron alineadas por
complementariedad de bases, empleando el
algoritmo MUSCLE.

Posteriormente, se depuraron los extremos no
coincidentes, huecos y se selecciond la region
consenso, la cual fue exportada en formato FASTA
a la herramienta bdsica de biisqueda de alineacion
local (BLAST, por sus siglas en inglés), con la que se
realiz6 la asignacion taxonémica de las secuencias
de ADN a nivel de especie, mediante comparacién
de similitudes con secuencias disponibles en el
banco de genes del Centro Nacional para la
Informacién Biotecnolégica (NCBI, por sus siglas en
inglés). Los parametros de homologia considerados
fueron una cobertura y similitud minima del 95% y
maxima del 100%. Finalmente, las secuencias
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fueron conservadas en formato FASTA para la
identificacion de sitios de restriccién.

Mapeo de sitios de restriccion

Se realiz6 un mapeo de sitios de restriccion
coincidentes con endonucleasas homénimas en las
secuencias del presente estudio y en las secuencias
con las que se hall6 similitud. El mapeo se realizé
empleando el software Restriction Mapper, version
3. Los parametros considerados fueron: confor-
macioén lineal del ADN, ordenamiento de enzimas
por frecuencia de corte, filtrado limitado a un
maximo de un sitio de corte, longitud minima del
sitio de reconocimiento de cinco pares de bases,
inclusién de todas las enzimas comerciales y
consideracion de extremos cohesivos y extremos
romos (-5’-3’-). Como producto, se obtuvo un mapa
detallado de sitios de restriccién.

Digestion enzimatica In silico

La digestién enzimatica fue simulada en software
Restriction Mapper, v. 3. Previamente, se selecciond
un sitio de restriccién ubicado aproximadamente en
la region media de la secuencia consenso del gen, con
el objetivo de generar fragmentos de ADN de tamafio
representativo y facilmente observables en aplica-
ciones in vitro. Se fragmentd la secuencia total del
gen en los sitios de restriccién seleccionados y se
obtuvieron fragmentos de longitud polimdrfica
(RFLP) con distintos tamafios segun la posicion de
los sitios.

Aspectos éticos

Se utilizaron especimenes de nematodos prove-
nientes de una tesis de la Universidad Nacional de
Tumbes, adoptando consideraciones éticas, como
la gestion de permisos y la mencion del origen del
material biolégico analizado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Asignacion taxonémica

Los productos amplificados por PCR del gen 18S
ARNr fueron secuenciados y alineados, lo que
permitid la construccién de secuencias consenso de
850 pares de bases tanto para el nematodo H1
como para H2. Estas secuencias fueron posterior-
mente analizadas mediante la herramienta BLAST,
donde se compararon con secuencias homadlogas
disponibles en la base de datos del NCBI. El analisis
de similitud revel6 una correspondencia taxoné-
mica difusa, ya que a H1 y H2 se asignaron especies
que no corresponden al género Heterorhabditis, tal
como estaban previamente identificadas mediante
taxonomia clasica.

No obstante, entre las otras especies asignadas, se
observaron especies del género Heterorhabditis,
por lo que se seleccionaron aquellas que poseen
una cobertura y similitud maxima del 99%. Se
tamizaron las similitudes con especies distintas a
Heterorhabditis. Se seleccionaron las especies
Heterorhabditis indica para H1 y Heterorhabditis
bacteriophora para H2 (Tabla 1). Los resultados de
la asignacion taxondémica son consistentes con lo
reportado por Coérdova-Campos et al. (2025),
quienes, mediante el analisis molecular del gen 18S
ARNr, lograron identificar cepas de nematodos
aisladas de suelos forestales. En dicho estudio,

estas cepas fueron evaluadas frente a larvas de
Galleria mellonella, determindandose qué las
especies con efecto nematicida fueron Hetero-
rhabditis indica y Heterorhabditis bacteriophora.
Por otro lado, diversos autores han destacado la
alta sensibilidad del gen 18S ARNr como marcador
molecular en la identificacién precisa de nemato-
dos (Floyd et al,, 2002; Vera-Morales et al,, 2024),
también sefialado en estudios realizados en Pert
(Cérdova-Campos et al., 2023),

De acuerdo con Vélez & Guzman (2022), ademas de
los genes 18S del ADN ribosémico (ADNr), otras
regiones genéticas cominmente utilizadas para la
identificacion de nematodos de importancia
agricola incluyen secuencias del ADN mitocondrial
(mtDNA) y regiones del espaciador intergénico
(IGS), lo que permite una caracterizaciéon molecular
mas completa y precisa. Por su parte Chaves-
Velasquez et al. (2023) destacan que tanto el gen
18S del ADN ribosémico como la regién interna
transcrita que abarca ITS1-5.8S-ITS2 constituyen
herramientas moleculares eficaces para Ila
identificacién especifica de nematodos fitopara-
sitos asociados a cultivos de interés agricola como
el platano y el banano.

Tabla 1

Determinaci6n taxonémica de nematodos a nivel especie mediante andlisis de similitud de secuencias de ADN del gen 18S ARNr

Cepa Especie % Cobertura % Identidad N2 Accesion

Heterorhabditis indica 99 99,65 PQ608564.1

H1 Heterorhabditis indica 97 99,52 0L470132.1

Heterorhabditis indica 97 99,28 0K562793.1

Heterorhabditis bacteriophora 95 100 JN996479.1

Heterorhabditis bacteriophora 95 99,87 JN996475.1

Heterorhabditis bacteriophora 97 97,54 AF036593.1

Heterorhabditis bacteriophora 97 97,54 FJ040428.1

Heterorhabditis bacteriophora 97 97,54 FJ040429.1

H2 Heterorhabditis bacteriophora 97 97,54 0OR999415.1

Heterorhabditis bacteriophora 97 97,42 FJ040430.1

Heterorhabditis bacteriophora 97 97,42 KJ636408.1

Heterorhabditis bacteriophora 97 97,42 KY299838.1

Heterorhabditis bacteriophora 97 97,42 MK214461.1
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En conjunto, estos hallazgos refuerzan la utilidad
del gen 18S ARNr como herramienta confiable en
estudios de sistematica molecular de nematodos
entomopatégenos u otras especies como
fitoparasitos.

Mapeo de sitios de restriccion

Se identificaron diversos sitios de restriccién a lo
largo de la secuencia del gen 18S ARNr en las
especies de nematodos analizadas. En
Heterorhabditis indica se detectaron 30 sitios, de
los cuales 26 se preseleccionaron, y posterior-
mente se eligieron 3 (resaltados en amarillo) en
funcion de su ubicacién en posiciones cercanas a la
region media de la longitud total de la secuencia,
esto con el fin de que cuando la técnica se
reproduzca In vitro, los RFLPs puedan ser
visualizados como bandas con luminiscencia nitida
en los geles de agarosa (Tabla 1).

De forma andloga, se identificaron 58 sitios de
restriccion en Heterorhabditis bacteriophora, de los
cuales también se preseleccionaron 26, seleccio-
nando finalmente 3 sitios (resaltados en verde)
aplicando el mismo criterio de la posicion media en
la secuencia del gen (Tabla 2).

Segin Inglehart & Nelson (1994), desde hace
décadas los mapeos de sitios de restriccion
automatizados poseen limitaciones, puesto que al
evaluarse 8 programas de mapeo, desarrollados
hasta 1993, se evidenci6 la falta de distincién y
fiabilidad de mapas verdaderos dado la manifes-
taciéon de errores en la busqueda de sitios de
restricciéon. Sin embargo, estudios realizados
durante los mismos afios en Japén, han evidenciado

Tabla 2

que, la PCR-RFLP empleada con genes mitocon-
driales puede ser eficiente, puesto que se ha
permitido la identificacién molecular precisa de las
especies de nematodos M. hapla, M. suginamiensis,
M. marylandi, M. mali, M. camelliae, M. sp. near mali
y M. sp. near arenaria (Orui, 1998). Posteriormente,
se demostroé la existencia de mejoras sustanciales
en la aplicacién de esta técnica, por ejemplo, Solano
et al. (2011), evidenciaron una alta precision de
sitios de restriccion mapeados mediante el uso de
enzimas especificas como Dra [ y Hinf |, las cuales
permitieron diferenciar especies de nematodos
agalladores del género Meloidogyne asociados a
plantas ornamentales, a partir de productos de PCR
del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa Subunidad
[ (COD). No obstante, actualmente en paises como
Estados Unidos, técnicas como la PCR
convencional, aiin sigue considerandose para la
identificacién del nematodo agallador Meloidogyne
spp, siendo el ADN mitocondrial y ribosomal las
dianas moleculares empleadas (Ye et al, 2019; Ye
etal, 2021).

Digestion enzimatica in silico

La digestion enzimatica in silico del gen 18S ARNr
de Heterorhabditis indica, utilizando los sitios de
restriccion Msll, Nrul, Tsp451 y BseRl, generé
fragmentos de ADN de diferentes longitudes
(Figura 2). De manera similar, la digestion
computacional del gen 185 ARNr de
Heterorhabditis bacteriophora con las
endonucleasas de restriccién Bglll, Fokl y BstXI
produjo fragmentos de ADN con tamafios variables
(Figura 3).

Sitios de restriccion en el gen ribosomal 18S de los nematodos entomopatégenos analizados

Heterorhabditis indica

Heterorhabditis bacteriophora

N® Enzima Secuencia Posicion de corte Enzima Secuencia Posicion de corte
1 Hpal GTTAAC 794 Accl GTMKAC 267
2 Msll CAYNNNNRTG 443 Apol RAATTY 821
3 Nrul TCGCGA 338 Avall GGWCC 829
4 Psil TTATAA 33 Bcecl CCATC 245
5 Accl GTMKAC 178 Bglll AGATCT 443
6 Avrll CCTAGG 615 Fokl GGATG 326
7 Bccl CCATC 250 Ncol CCATGG 271
8 Bcll TGATCA 282 SfaNI GCATC 118
9 BsmAl GTCTC 408 Smll CTYRAG 223
10 Faul CCCGC 654 THil GAWTC 579
11 Mlul ACGCGT 287 Vspl ATTAAT 768
12 Ncol CCATGG 276 Xhol CTCGAG 223
13 Sall GTCGAC 177 BciVI GTATCC 812
14 Tsp45I1 GTSAC 398 BseMII CTCAG 577
15 Tth111l GACNNNGTC 586 Bsgl GTGCAG 156
16 Xbal TCTAGA 90 BsrDI GCAATG 530
17 BseRI GAGGAG 405 BstXI CCANNNNNTGG 419
18 Bsml GAATGC 812 Ecil GGCGGA 202
19 Nspl RCATGY 106 Eco571 CTGAAG 630
20 Sacll CCGCGG 509 Gsul CTGGAG 115
21 AflIII ACRYGT 222,287 HaelV GAYNNNNNRTC 468
22 Apol RAATTY 836 Mboll GAAGA 449
23 Avall GGWCC 588, 756 Mmel TCCRAC 537
24 EcoP15I CAGCAG 388, 530 NmeAll GCCGAG 617
25 Plel GAGTC 174,305 Nspl RCATGY 109
26 Styl CCWWGG 276,615 Sacll CCGCGG 500

n/r: “no registra”.
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Cadena directa 850 pb
Cadena reversa 850 Eh
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1
Cadena directa 850 ph
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RFLP405pb BRI _ RFLP445pb RFLP del gen 18S ARNr

en Heterorhabditis indica

Figura 2. PCR-RFLP in silico del gen 18S ARNr de Heterorhabdlitis indica.

Los resultados demostraron qué, mediante los
sitios de restriccién seleccionados se obtienen
RFLPs con tamafos suficientes como para ser
visualizados en geles de agarosa in vitro, lo cual
hace posible diferenciar ambas especies
previamente asignadas por taxonomia molecular.
Perteguer et al. (2004) aplicaron un enfoque
similar para la caracterizacién de nematodos
anisakidos provenientes de peces, utilizando
regiones amplificadas del ITS-1, el gen del ARN
ribosomal 5.8S, el ITS-2 y una porcién del gen 28S,
revelando que la digestién enzimatica dirigida a
sitios de restriccion permitié no solo identificar la
especie, sino también evidenciar la existencia de
variabilidad genética intraespecifica. Otros autores
como Rodriguez (2019), han identificado a
Heterorhabditis bacteriophora y Heterorhabditis
indica mediante la digestion enzimatica del sitio de
restricciéon Alul del gen 28S ARNr demostrando

Cadena directa §50 ﬂ —
Cadena reversa 850 xlub

RELPAOTpY _ Bglll _RFLP 443 pb Blll FokI BstXI

A lGATC T.
CTAGA.

F.h -y
¥=1 =0

Cadena directa §50 Hh
Cadena mvﬂia ﬁ ﬁ

RFLP36ph  Fokl RFLP 524 ph

Cadena reversa mih
RFLP 419 Eb BstX1 RFLFP 431 Hh

N NNN"NT'
TN'NNNN NA

'.CC

RFLP del gen 18S ARNr
en Heterorhabditis bacteriophora

que dichas regiones de ADN permiten una
identificacion especifica de nematodos.

Alo largo de los tdltimos afios, se ha evidenciado un
incremento sostenido en el uso de softwares
especializados para el mapeo in silico de sitios de
restriccion, los cuales se han consolidado como
herramientas  fundamentales en  diversas
disciplinas (Bikandi et al., 2004; Laref et al., 2024).
Estas plataformas permiten optimizar la precisién
en la identificacién y localizacién de sitios de corte
a lo largo de secuencias genémicas completas
(Ruiz-Polo, Luis Arismendiz et al., 2024; Chena et
al., 2014), facilitando la generacion de perfiles
RFLP cuyas longitudes tedricas predichas
muestran una alta concordancia con los patrones
obtenidos experimentalmente en laboratorio
(Wang et al., 2025; Ruiz-Polo, Santillan-Valdivia et
al,, 2024).

Figura 3. PCR-RFLP in silico del gen 18S ARNr de Heterorhabditis bacteriophora.
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Tabla 3
Comparacién entre las caracteristicas de técnicas moleculares empleadas para la identificacién de nematodos
Caracteristicas
Técnica Tiempo en la .
- - Especificidad/
molecular obtenciéon de Complejidad de uso sensibilidad Fuente
resultados
Requl_ere.z capacitacion tecn.lca Sensibilidad: Floyd et al. (2005)
PCR especializada para el manejo Moderada Carta & Li (2018)
. 2 a3 horas de equipos y reactivos de Especificidad: z
convencional o Rodriguez (2019)
extraccion de ADN y Moderada (depende
Ny . Huang et al. (2023)
amplificacién de genes de los primers)
Huang et al. (2007)
Requiere capacitacion técnica Sk Chemeizal, (@22
quiere cap . Muy alta Hodson et al. (2023)
gPCR 2 a4 horas especializada para el manejo Yoyl
#he BT © renE s Especificidad: Muy Huang et al. (2023)
secuenciacion alta Goraya y Yan. (2024)
Cérdoba-Sanchez et al. (2026)
Requiere capacitacion técnica SailolitEnE Fangetal. (2010)
I . Moderada a alta
. especializada para el manejo g Hu etal. (2011)
PCR multiplex 2 a4 horas . . Especificidad:
de equipos y reactivos de o A T Huang et al. (2019)
L Alta (si estd bien
secuenciacion L Renetal. (2024)
optimizada)
PCR Segun Lacey et al. (2001)
convencional 2 a10dias Requiere capacitacion técnica  Sensibilidad: Valderrama-Aravena et al.
. (dependiendo especializada para el manejo Alta (2014)
... del pais donde de equiposy reactivos de Especificidad: Muy Chowdhury y Yan (2021)
Secuenciacion . iR : .
de ADN se secuencia)  secuenciacién alta (Muy precisa) Cérdova-Campos et al. (2023)
Cérdova-Campos et al. (2025)
Perteguer (2004)
*Sensibilidad: Campos-Herrera, (2006)
. B (e Moderada Susurluk et al. (2007)
*PCR *Requiere capacitacion técnica TEpcetidtacy Montero et al. (2017)
convencional especializada para el manejo . ;
" ; . Moderada a alta Gao etal. (2023)
- RFLP 2 a4 horas de equipos y reactivos de o . . . .
5 Menos precisa que la  Ruiz-Polo, Santillan-Valdivia et
(Este extraccion de ADN y A
Tl I Gl G IS secuenciacion (puede  al. (2024)
haber patrones Ruiz-Polo, Luis Arismendiz et
similares). al. (2024)

Andree et al. (2024)

(*) indica la técnica molecular In silico analizada en el presente estudio.
Sensibilidad: detectar verdaderos positivos.
Especificidad: excluir falsos positivos.

Andree et al. (2024) han reportado que los analisis
basados en sitios de restricciéon, mediante PCR-
RFLP, constituyen una estrategia eficiente para la
diferenciacion sexual en peces, ampliando asi el
espectro de aplicaciones de esta metodologia en
estudios de genética aplicada. Por tanto,
considerando la bibliografia consultada, los
resultados obtenidos en el presente estudio
pueden ser dilucidados (Tabla 3). En cuanto a la
digestiéon enzimatica del gen 18S ARNr en el que se
identificaron los sitios de restriccién Msll, Nrul,
Tsp451y BseRI para Heterorhabditis indica, y Bglll,
Fokl y BstXI para Heterorhabditis bacteriophora,
estudios previos han reportado que el sitio de
restriccion Alul se localiza en una region genética

que permite discriminar entre nematodos
entomopatégenos como Heterorhabditis
bacteriophora 'y Heterorhabditis indica. No

obstante, dicha identificacion se ha realizado
empleando como marcador molecular el gen 28S

del ARN ribosomal (Rodriguez, 2019). Segtin Lacey
et al. (2001), diversos métodos y marcadores
moleculares han sido previamente empleados no
solo con fines de diagndstico de especies cripticas,
poblaciones y cepas de nematodos, sino también
para el andlisis de sus relaciones filogenéticas y
patrones evolutivos. Esto es respaldado por
autores como Peteira et al. (2014), quienes sefialan
que, entre los métodos mayormente utilizados para
identificar nematodos, se encuentra la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) en sus dos variantes,
la PCR-RFLP y la amplificacién de ADN polimoérfico
al azar (RAPD), ya que puede ser usados de forma
facil por personas no expertas. Esto coincide con
estudios de la ultima década en los que se ha
trabajado como técnica molecular la PCR-RFLP
para identificar especies de nematodos
entomopatbégenos como Steinernema feltiae
Heterorhabditis bacteriophora (Campos-Herrera,
2006; Susurluk et al., 2007).

CONCLUSIONES

Los resultados permitieron la identificaciéon de
sitios de restriccién en una longitud de 850 pb del
gen 18S ARNr en Heterorhabditis indica (Msll, Nrul,
Tsp451, BseRl) y Heterorhabditis bacteriophora

(Bglll, Fokl, BstXI), con los que se obtuvieron
fragmentos de ADN (RFLP) que permiten su
identificacion molecular. Esto respalda su
aplicacién como una alternativa molecular eficaz y
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accesible para la diferenciacion de especies de
nematodos, especialmente en contextos con
limitaciones tecnoldgicas para la secuenciacién de
ADN, debido a su bajo costo y simplicidad
operativa.

Por otro lado, el presente estudio presenta como
limitacion el andlisis de longitudes polimérficas del
gen 18S ARNr en nematodos nativos del
departamento de Tumbes, por lo que los resultados
obtenidos son directamente aplicables a
poblaciones de  Heterorhabditis indica 'y
Heterorhabditis bacteriophora presentes en dicha
region. Sin embargo, la metodologia puede ser
reproducida en otras zonas geograficas mediante la
secuenciaciéon del mismo gen y la evaluacidén de sus
patrones de restriccion, permitiendo validar su
aplicabilidad en distintos contextos ecoldgicos.

En ese sentido, se espera que este estudio in silico
contribuya como una herramienta alternativa para

programas de vigilancia fitosanitaria en el Perq,
facilitando la identificacién rapida de nematodos
de interés agricola. Asimismo, se recomienda la
aplicacion de la técnica PCR-RFLP en areas
especificas donde aun existen vacios de cono-
cimiento, tales como: (i) la caracterizacién mole-
cular de nematodos entomopatdgenos nativos en
agroecosistemas poco estudiados, (ii) la dife-
renciacion de especies cripticas o filogenética-
mente cercanas que presentan ambigiiedad
morfoldgica, (iii) el monitoreo de la variabilidad
genética de poblaciones de nematodos utilizadas
en programas de control biolégico, y (iv) la
detecciéon temprana de especies invasoras o
introducidas en sistemas agricolas. Estas aplica-
ciones permitirian fortalecer el conocimiento
taxondmico y ecolégico de estos organismos, asi
como optimizar estrategias de manejo
agroecoldgico sostenible.
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