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RESUMEN

Los insecticidas quimicos han sido los principales controladores de plagas por
mucho tiempo, sin embargo, sus efectos nocivos para la salud y el medio
ambiente han provocado el desarrollo de productos amigables con el planeta
como los nematodos entomopatégenos. Son varias las familias capaces de
controlar plagas, pero las més estudiadas son Heterorhabditidae y
Steinernematidae. En este trabajo se aislaron nematodos de suelos de cultivos de
importancia econémica en las localidades de Moyotepec y el Chivatero en el
municipio de Ayala, Morelos, México. Se analizaron las caracteristicas
fisicoquimicas del suelo. Se utilizo la técnica de cebo y Willis Molloy para la
recuperacion de nematodos. Solo se aislaron nematodos directamente del suelo
mediante la técnica de Willis Molloy. De manera general los suelos se clasificaron
en Francos arcillosos y Francos arenosos, presentaron un pH neutro (7.0-7.5) y
una materia organica con variaciones de un minimo de 1.73 hasta un maximo de
3.26 %. Solo se aislaron nematodos directamente del suelo mediante la técnica de
Willis Molloy. Los nematodos se identificaron morfolégicamente y se distinguieron
tres especies, dos dentro de la familia Heteroderidae y 1 juvenil que no pudo ser
identificado. A falta de identificar el juvenil no se encontraron nematodos
entomopatégenos. Las condiciones de pandemia dificultaron la realizacion de este
estudio por lo que se pretende continuar la identificacion de especies en

posteriores trabajos.



ABSTRACT

Chemical insecticides have been the main pest controllers for a long time;
however, their harmful effects on health and the environment have led to the
development of environmentally friendly products such as entomopathogenic
nematodes. There are several families capable of controlling pests, but the most
studied are Heterorhabditidae and Steinernematidae. In this work, nematodes were
isolated from soils of economically important crops in the localities of Moyotepec
and El Chivatero in the municipality of Ayala, Morelos, Mexico. The
physicochemical characteristics of the soil were analyzed. The bait and Willis
Molloy technique was used to recover nematodes. Only nematodes were isolated
directly from the soil using the Willis Molloy technique. In general, the soils were
classified as loamy clay loam and sandy loam, with a neutral pH (7.0-7.5) and
organic matter varying from a minimum of 1.73 to a maximum of 3.26 %. Only
nematodes were isolated directly from the soil using the Willis Molloy technique.
The nematodes were identified morphologically and three species were
distinguished, two within the family Heteroderidae and one juvenile that could not
be identified. In the absence of identifying the juvenile, no entomopathogenic
nematodes were found. The pandemic conditions made it difficult to carry out this
study, so it is intended to continue the identification of species in subsequent

works.



1 INTRODUCCION

En la ultima década el crecimiento poblacional ha sido tan exponencial que los
gobiernos mundiales han destinado millones de hectareas de selvas y bosques
para la produccién de alimentos. De acuerdo a datos de INEGI tan solo en 2019,
en México los cultivos anuales de frutas y hortalizas ocuparon 12,6 millones de
hectareas y 2,5 millones para cultivos perennes.

Uno de los principales problemas que enfrenta la agricultura son las plagas de
insectos que generan perdidas de millones de dolares al afio. Dentro de las plagas
mas importantes en México se encuentran el “‘gusano cogollero”, Spodoptera
frugiperda, considerada la mayor plaga del maiz (Zea mays Vell.); Un gran nimero
de especies pertenecientes a la familia Melolonthidae comunmente llamadas
“gallinas ciegas” que atacan las raices de diversos tipos de cultivos agricolas; El
picudo del agave Scyphophorus acupunctatus Gyllenhal; y las “moscas pintas”
Aeneolamia spp. y Prosapia spp. cuyo objetivo principal es la cafia de azUcar
(Saccharum officinarum L.) (Moscoso y Cortés, 1995; Moron, 2010; Jarillo, 2001;
Rodriguez et al., 2012; Peck, 2001). Tan solo en Morelos las “gallinas ciegas” han
llegado a ocasionar pérdidas de hasta 57 millones de pesos en un afio (Villalobos

et al. 2001; Nufiez-Valdez et al. 2002, como se citd en Zaragoza et al., 2016)

Por muchos afios los insectos dafiinos han sido combatidos principalmente con
productos quimicos, sin embargo, el uso indiscriminado de insecticidas no solo los
ha afectado, pues se tiene ampliamente documentado que también ha afectado de
manera directa o indirecta a muchos otros seres vivos, causando la muerte de
millones de animales como; aves, mamiferos y artropodos de gran importancia
ecolégica (Devine et al.,, 2008). Tan solo en el afio 2017 la produccion de

plaguicidas en México fue mayor a 106 mil t (Moo-Mufioz et al., 2020).



Este problema ha llevado a los cientificos a desarrollar alternativas al uso de
pesticidas, dentro de las cuales destaca el control bioldgico, que se define como el
‘uso de organismos para controlar poblaciones de otros organismos que se
consideran dafiinos” (Nicholls, 2008). Dentro de las opciones que tienen la

capacidad de ejercer control biolégico estan los nematodos entomopatogenos.

Los nematodos entomopatdgenos son parasitos obligados de insectos que se
encuentran en los suelos de todo el mundo. Las familias Steinernematidae y
Heterorhabditidae son las mas estudiadas dentro de este grupo. Tienen una
simbiosis con bacterias del género Xenorhabdus y Photorhabdus que son las que
en realidad matan al huésped (Delgado et al., 2014). El nematodo transporta la
bacteria en el intestino durante la fase infecciosa juvenil (JI), que penetra en el
insecto y regurgita los simbiontes en la hemolinfa; estas bacterias matan al insecto
en un lapso de 24 a 48 h (Cich et al., 2008).

El empleo de nematodos entomopatégenos ha aumentado tanto su popularidad
gue en paises con alto desarrollo tecnologico como estados unidos, Inglaterra,
Alemania, Canada, India y todo Reino unido son producidos de manera comercial,
en contraste con paises como México donde es muy dificil comprarlos (Vashisth,
Chandel & Sharma, 2013). La gran mayoria de las especies disponibles en el
mercado usadas en México provienen de EE. UU. (Delgado et al., 2014). Especies
como: Heterorabditis bacteriophora, Heterorhabditis indica y Steinernema
carpocapsae son muy utilizadas en investigaciones, aunque hay casos en los que
son cepas adquiridas y no nativas. La introduccion de especies “exoticas” podria
afectar la distribucion natural de especies nativas, ya que las especies
introducidas podrian desplazar a especies locales (Nicholls, 2008). A pesar de su
importancia, se han hecho muy pocos trabajos de asilamiento he identificacion de

especies en Morelos.

Identificar especies nativas, nos permite ampliar el nUmero de posibles alternativas

como agentes de control biolégico, ademas la cercania a los insectos nativos



podria hacerlas mas efectivas y econdmicas que especies exoticas. En el presente
trabajo se indagard el aislamiento e identificacion de especies nativas de
nematodos entomopatégenos de suelos de cultivos de importancia econémica en

el municipio de Ayala, Morelos.



3 ANTECEDENTES

3.1 Nematodos

De acuerdo con la literatura los nematodos se dividen en 3 clases, 31 6rdenes,
267 familias, 2829 géneros y 24.783 especies (Hodda, 2011). Se distribuyen
practicamente por todas las regiones geogréficas del planeta y se pueden
encontrar especies en vida libre o parasitas de animales y plantas (Navone et al.,
2017).

El cuerpo de un nematodo tipico consiste en un cilindro flexible que se estrecha en
ambos extremos y que termina en punta roma. Presentan simetria bilateral,
aunque tienen elementos de simetria radial alrededor de la boca. El cuerpo esta
rodeado por una flexible pero dura cuticula de coladgeno. Son animales
tripoblasticos ya que cuentan con tres capas de células (ectodermo, mesodermo y
endodermo). Los organos de los sistema reproductivo, nervioso, digestivo estan
desarrollados, son tubulares y se mantienen libres entre la cavidad del cuerpo, el
pseudocele. La mayoria de las especies tienen sexos separados, aunque hay
especies hermafroditas, los machos son mas pequefios que las hembras y
muchas especies tienen estructuras copulatorias (Bursa copulatoria y espiculas).
El ciclo de vida de los nematodos consta de seis etapas o estadios: el huevo (o
embridn), cuatro estadios juveniles (1, 2, 3, 4) y el adulto (Figura 1). Las juveniles
se dividen en filariformes y rabditiformes. Los filariformes son la forma infectiva,
son largas y estan disefiadas para la penetracion. Se les llama rabditiformes a los
juveniles que recién eclosionan. Estan caracterizados por la presencia de un
cuerpo corto y un esoéfago rhabditiforme. (Wharton, 1986; Bongers & Esquivel,
2011; Fimbres & Flores, 2016; Silva, 2018).
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Figura 1. El patrén basico del ciclo de vida de los nematodos. El embrién se convierte en un juvenil
de primera etapa dentro del huevo, eclosiona y pasa por cuatro mudas antes de convertirse en un

adulto sexualmente maduro. (Tomado de Wharton, 1986).
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Figura 2. Esquema de la morfologia general de un nematodo macho (A) y de una hembra (B).
Abreviaturas: a, ano; an, anillo nervioso; cb, cavidad bucal; cl, cloaca; e, es6fago; es, espicula; gu,
gubernaculo; i, intestino; o, ovario; ov, oviducto; pe, poro excretor; pp, papila preanal; ppa, papila
postanal; rs, receptaculo seminal; t, testiculo; u, Utero; vd, vaso deferente; vs, vesicula seminal; vu,
vulva. (Tomado de Navone et al., 2017)



Hay una gran cantidad de neméatodos con la capacidad de parasitar, son 19 las
familias que tienen la capacidad de matar, esterilizar o alterar el desarrollo del
hospedero (Soto & Santamarina, 1996). Actualmente se considera que son ocho
las familias de nematodos capaces de ejercer control biolégico de insectos, estas
son: Tetradonematidae, Mermithidae, Allantonematidae, Neotylenchidae,
Sphaerularidae, Aphelenchidae, Heterorhabditidae y Steinernematidae, siendo las
dos ultimas las mas estudiadas y usadas como agentes de control biologico (De
Ley & Blaxter, 2002, como se cité en Perez, 2019). Actualmente se han descrito
alrededor de 100 especies del género Steinernema y 16 especies del género
Heterorhabditis las cuales se encuentran distribuidas practicamente por todos los
continentes del mundo a excepcion de la Antartida (Bhat, Chaubey & Askary,
2020)

3.2 Ciclo de vida de nematodos entomopatégenos

El ciclo de vida de los nematodos entomopatdégenos consta del huevo, cuatro
estados juveniles y el adulto (Merino & France, 2009). Se les llaman juveniles
infectivos (JI) a la etapa en la que viven en el suelo y en la que infectan a sus
presas, ademas son capaces de infectar a la mayoria de los 6rdenes y familias de
insectos (Klein 1990). Esta etapa (JI), es la Unica infectiva y de vida libre de su
ciclo, estan adaptados para sobrevivir varios meses en el suelo sin alimentarse,
hasta encontrar algin hospedador (Garcia et al., 2013). Una vez dentro del insecto
los nematodos liberan sus bacterias simbiontes en el hemocele, estas se
reproducen y liberan toxinas causando septicemia y la muerte del hospedador en
un plazo de 24 a 29 horas (Figura 3) (Kaya & Gaugler 1993). Las bacterias del
género Xenorhabdus se encuentran en nematodos del género Steinernema y las
del género Photorhabdus en Heterorhabditis (Kaya & Gaugler 1993). Cuando las
nuevas generaciones de nematodos maduran y se convierten en Jl, salen en

busqueda de un nuevo huésped una vez que se han terminado los nutrientes en el



hemocele. (Stock, 2015). El tiempo del ciclo de vida desde la infeccién hasta la
salida de los juveniles es 7 a 10 dias en Steinernemay de 12 a 15 diasen
Heterorhabditis (Soler et al., 2003).
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Figura 3. Ciclo de vida de neméatodos entomopatdgenos. (Tomado de Grewal & Georgis,1999).

La principal diferencia entre las familias Heterorhabditidae y Steinernematidae
consiste en que todas las especies de la familia Steinernematidae son sexuales,
mientras que en Heterorhabditidae son hermafroditas en la primera generacion,
pero, sexuales en la segunda (Saenz, 2005). Por esta razén los Steinernematidos
requieren de un juvenil infectivo de ambos sexos para invadir un insecto huésped
y reproducirse, mientras los Heterorhabditidos solo necesitan de un juvenil
infectivo para penetrar un huésped dando lugar a adultos autofecundados (Saenz,
2000).



3.3 Factores fisicoguimicos del suelo

La fase de juvenil infectivo es la mas importante para la sobrevivencia de los
nematodos, al ser la Unica de vida libre, la hace vulnerable a las condiciones
microcliméticas del suelo, por ende, algin cambio en las caracteristicas
fisicoquimicas del suelo puede disminuir su movilidad y sobrevivencia, pues al ser
organismos tan pequefios no pueden desplazarse por grandes distancias,
evitando asi que puedan huir de las condiciones desfavorables.

La presencia de los nematodos entomopatdgenos puede disminuir por las altas
temperaturas y la falta de humedad (Almazan, Armendariz, & Rodriguez, 2004).
Se les pueden encontrar en suelos con valores de pH entre 4 y 8, pero a valores
mayores de 8 o menores de 4 disminuye la supervivencia (Vashisth, Chandel &
Sharma, 2013; Montores, Cortez & Zepeda, 2016). Hay una afinidad de los
nematodos con los suelos de tipo Franco-Arcillo-Arenoso debido a que facilitan su
desplazamiento al buscar presas, por otro lado; suelos, del tipo arcilloso; suelos,
saturados de agua y suelos con alto contenido de materia organica pueden llegar
a disminuir su supervivencia, pues mantienen bajos niveles de oxigeno.
(Montores, Cortez & Zepeda, 2016; Vashisth, Chandel & Sharma, 2013).

3.4 Factores climaticos y estacionales.

La estacionalidad también puede influir en la presencia de nematodos
entomopatdégenos, pues lleva consigo cambios en la temperatura, humedad y
afecta los ciclos de vida de los posibles hospedadores. Hay registros de aumento
en la abundancia de nematodos entomopatdégenos en primavera, seguido por el
verano y por ultimo otofio (Pidza & Mracek, 2005; Kary et al., 2009; Rio &
Cameron, 2000). La abundancia de nematodos entomopatdégenos en primavera y
otofio puede estar relaciona con un incremento de las poblaciones de insectos
(Campos et al., 2010).



3.5 Compatibilidad con insecticidas quimicos

La compatibilidad de los nhematodos entomopatégenos con insecticidas quimicos
ha sido estudiada por mucho tiempo arrojando datos realmente interesantes que
han generado debate sobre si es conveniente combinar ambos, pues se ha
demostrado que el efecto de los insecticidas puede variar entre especies y
poblaciones teniendo como resultado una sinergia entre ambos o afectando la
sobrevivencia, reproductividad e infectividad de los nematodos (Kaya,1985;
Rovesti & Desed 1990; Sabino et al., 2017; Grewal et al. 2001; Ozdemir et al.,
2020; Ulu, Sadic & Susurluk, 2016; Laznik, Vidrih & Trdan, 2012).

3.6 Especies aisladas en México

Se tienen registro de aislamiento de nematodos entomopatégenos en varios
estados de México, pero, debido a que no todos llegan hasta nivel especie solo se
haré énfasis en los registros hasta nivel taxonémico de especie y en especies que
habiten en el suelo (Cuadro 1; Figura 2).

Las especies registradas en el estado de Oaxaca son Heterorhabditis indica
(Bruno et al., 2020), H. mexicana (Girén et al., 2012), Steinernema feltiae, (Ruiz et
al., 2003; Girén et al., 2012), S. carpocapsae (Aquino et al., 2006; Giron et al.,
2012) y S. websteri (Delgado et al., 2015); en el estado de Veracruz se tienen a H.
indica, S. bicornutum y S. certophorum (Grifaldo et al., 2019), S. riobrave (Grifaldo-
Alcantara, 2011) y S. ralatorei (Grifaldo-Alcantara et al., 2017); en Guanajuato
estan registradas las especies H. mexicana, H. bacteriophora y H. atacamensis
(Bruno et al., 2020); en Colima S. diaprepesi (Molina et al., 2009); en tabasco H.
indica (Cortez, Morales & Adams, 2003); en Sinaloa H. indica (Meza et al., 2014),



Rhabditis blumi (Leyva et al., 2018; Montoya, 2012), Rhabditis ranai, Distolabrellus
veechi (Montoya, 2012) ;en Tamaulipas H. mexicana (Nguyen et al., 2004); en
Hidalgo S. carpocapsae (Maciel, Rodriguez & Chavarria, s.f.); en Queretaro
Pristionchus americanus (Islas, Torres & Gijon, 2021); en Michoacan S. riobrave
(Bruno et al., 2020); en Sonora se tiene registrada a H. sonorensis (Stock et al.,
2009); En Yucatan H. indica (Avila et al., 2021); En durango H. mexicana (Bruno et
al., 2020) y para el estado de Morelos se tienen identificadas las especies
Oscheius myriophila (Castro, 2014; Del Rocio et al., 2020), H. indica (Sotelo et al.,
2017; Salgado et al., 2017; 2019), H. bacteriophora (Villanueva et al., 2017),
Heterorhabditidoides chongmingensis y Caenorhabditis brenneri (Castro, 2014).

Cuadro 1. Lista de especies de nematodos entomopatégenos aisladas en México.

n.° de Especies Autores y afio Sustrato/insecto Localidad

especies

1 H. indica Cortez, Morales & Suelo Tabasco, Veracruz,
Adams, 2003; Oaxaca, Morelos, Sinaloa,
Grifaldo et al., 2019; Yucatan
Bruno et al., 2020;
Salgado et al.,

2017; 2019; Meza et
al., 2014; Avila et

al., 2021
Sotelo et al., 2017 Sphenophorus Morelos
incurrens
2 H. bacteriophora Bruno et al., 2020; Suelo Zacatecas, Jalisco,
Villanueva et al., Guanajuato, Morelos
2017
3 H. atacamensis Bruno et al., 2020 Suelo Guanajuato

4 H. mexicana Nguyen et al., 2004; Suelo Tamaulipas, Oaxaca,
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H. sonorensis

S. riobrave.

S. feltiae

S. carpocapsae

S. websteri

S. ralatorei

S. diaprepesi

S. bicornutum

S. certophorum

Oscheius myriophila

Heterorhabditidoides
chongmingensis
Caenorhabditis
brenneri

Rhabditis blumi

Rhabditis ranai
Distolabrellus veechi
Pristionchus

americanus

Girén et al., 2012;
Bruno et al., 2020
Stock et al., 2009
Bruno et al., 2020;
Grifaldo, 2011;
Grifaldo et al., 2019.
Ruiz et al., 2003;
Girén et al., 2012
Aquino et al., 2006;
Girén et al., 2012;
Maciel, Rodriguez &
Chavarria, 2010.
Delgado et al., 2015
Grifaldo-Alcantara
et al., 2017

Molina et al., 2009

Grifaldo-Alcantara
et al., 2019
Grifaldo-Alcantara
et al., 2019
Castro, 2014; Del
Rocio et al. 2020
Castro, 2014

Castro, 2014

Leyva et al., 2018;
Montoya, 2012
Montoya, 2012
Montoya, 2012
Islas, Torres &
Gijon, 2021

Dicerorpocta ornea

Suelo
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Suelo
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Suelo
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Suelo
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Sonora

Michoacéan, Veracruz

Oaxaca
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Veracruz
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Veracruz

Morelos

Morelos

Morelos

Sinaloa

Sinaloa

Sinaloa
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Figura 4. Registros de neméatodos entomopatégenos por estados en México.
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3.7 Ventajas y desventajas en comparacion con Insecticidas

guimicos

Los nematodos entomopatdégenos son una alternativa muy viable a los insecticidas

guimicos pues actuan rapidamente y no generan dafos al medio ambiente (Del

Pino, 2005). En México la mayor ventaja que poseen los insecticidas quimicos

sobre los nematodos entomopatdgenos es su facilidad de adquisicidon pues los

insecticidas son producidos mundialmente y son mas baratos en comparacion con
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los nematodos entomopatdgenos los cuales solo los producen algunos paises

(Vashisth, Chandel & Sharma, 2013) (Cuadro 3). Teniendo en cuenta que hoy en

dia lo principal es reducir el dafio al medio ambiente, los nematodos son una

esperanzadora alternativa a los insecticidas convencionales, sin embargo, hace

falta mayor divulgacion de su existencia y mayor apoyo para reducir algunas

desventajas que presentan actualmente (cuadro 4).

Cuadro 2. Ventajas y desventajas de los insecticidas quimicos.

Ventajas

Desventajas

Su accion es inmediata, pueden acabar

con distintos tipos de plagas.

Actlan matando a todo tipo de plagas e
incluso a los enemigos naturales de las

plagas.

Desaparece lentamente, por lo que sigue
actuando tiempo después de su

aplicacion.

Los insectos y algunos otros parasitos
pueden desarrollar razas resistentes a
estos plaguicidas lo que hace necesario
utilizar dosis mayores o productos de

mayor efectividad.

Poca sensibilidad a factores ambientales
(temperatura, radiacion UV, humedad) que

presentan la mayoria de estos productos.

Debido a su lenta degradacion los
plaguicidas quimicos alteran el balance de
la naturaleza desequilibrando los sistemas

ecoldgicos.

Tienen facilidad de adquisicién, pues se

producen ampliamente a nivel mundial.

Tiene una peligrosidad alta ya que pueden
a llegar a causar dafios irreversibles a
Organos vitales de quienes estan

expuestos a ellos.

El manejo de estos compuestos lleva
consigo unos riesgos de intoxicacion que
deben ser tenidos en cuenta por las

personas que los manipulan y aplican.

Tomado y modificado de Nicolas, 2011.




Cuadro 3. Ventajas y desventajas de los nematodos entomopatdgenos.

Ventajas

Desventajas

Réapida accion, matan al insecto en un

rango de 24 a 48 horas

Son sensibles a altas temperaturas 'y a la
deshidratacion, por lo que solo se pueden
aplicar en horarios donde los rayos del sol

y la temperatura sean bajos.

Tienen movilidad por lo que pueden llegar
a lugares en el suelo donde insecticidas

convencionales no podrian.

Algunos Insectos tienen comportamientos
que evaden y dificultan la entrada de los

nematodos.

Una vez que el insecto muere los Jl salen
y pueden permanecer meses en el medio,

actuando tiempo después de la aplicacion.

El sistema inmune de algunos insectos
puede inactivar la liberacion de las

bacterias que liberan la toxina mortal.

Se reproducen en el insecto, pudiendo dar
lugar a un efecto multiplicador de la dosis

inicial.

Enemigos naturales como protozoos,
hongos, acaros, nematodos, turbelarios,

etc., pueden reducir sus numeros.

Son resistentes a algunos plaguicidas por

lo que se pueden combinar.

Dificiles de conseguir en el mercado, solo

se producen en el extranjero.

No generan residuos por lo que no

contaminan al medio ambiente.

No se necesita el uso de equipo de

proteccion personal para su aplicacion.

Se pueden aplicar con equipos
convencionales (pulverizadores,

inyectores, mediante el riego, etc.)

Fuente: Del Pino, 2005.




3.8 Cepas aplicadas en algunas de las plagas mas comunes en México
y Facilidad de adquisicién

Debido al amplio rango de érdenes que abarcan los nematodos entomopatégenos
y la rapidez con la que actian, cada vez hay un mayor nimero de investigaciones
gue se enfocan en probar su efectividad en las plagas de importancia econémica.
Sin embargo, todavia hay casos donde se usan cepas exoticas (Cuadro 5). Esto
puede causar un problema en el conocimiento que se tenga sobre la efectividad
de cada especie, pues si bien las especies pueden ser las mismas, el origen de
cada una puede generar una variacion en la efectividad sobre las plagas, teniendo
en cuenta que las cepas nativas tienen un mejor desempefo contra organismos
de la misma zona en comparacion con algunas cepas exoticas (Shapiro-llan et al.,
2006).

Actualmente la Unica forma de conseguir nematodos entomopatdgenos de manera
comercial en México es mediante la empresa de origen holandés Koppert
Biological Systems, la cual tiene sus instalaciones en el estado de Querétaro. Los
precios por tratamiento rondan arriba de 500 dolares, pues ademas deben ser
importados desde su pais de origen, por lo que los hacen practicamente

imposibles de adquirir para un agricultor promedio.



Cuadro 4. Especies de nematodos entomopatdégenos usadas contra plagas comunes en

México.
Nematodo Origen Plaga Afectaciones Referencia
H. indica Nativa Sphenophorus  Cafa de Sotelo et al.,
incurrens azucar 2017
Gyllenhal
Aeneolamia y Salivazo Grifaldo-
Prosapia Alcantara et
al., 2019
Aedes aegypti  La fiebre Avila et al.,
amarilla, el 2021
dengue, la
fiebre del Zika
yla
dirofilariasis
canina
H. bacteriophora  Nativa Bradysia Cultivo de Villanueva et
difformis, nochebuena, al., 2017
Comercial Sphenophorus  Agave Bolafos, Vega
incurrens & Cruz 2006
Gyllenhal
S.bicornutum Nativa Aeneolamia y Salivazo Alcantara et
Prosapia al., 2019
S. carpocapsae Comercial Sphenophorus  Agave Bolafos, Vega
incurrens & Cruz 2006
S.Certophorum Nativa Aeneolamia y Salivazo Alcantara et
Prosapia al., 2019
S. riobrave Nativa Aeneolamia y Salivazo Alcantara et
Prosapia al., 2019
S. feltiae Comercial Bradysia Cultivo de Villanueva et
difformis nochebuena al., 2017
Sphenophorus  Agave Bolafos, Vega
incurrens & Cruz 2006
Gyllenhal
Steinernema sp Nativa Aeneolamia Salivazo Parada et al.,
albofasciata; 2019
Phyllophaga, Cafa de Romero et al.,
Triodonyx azucar 2020
lalanza
Musca Enfermedades Arriaga &
domestica intestinales e Cortez, 2018
infecciones
oculares
Heterorhabditis Nativa Aeneolamia Salivazo Parada et al.,
sp albofasciata 2019
Musca Enfermedades Arriaga &
domestica intestinales e Cortez, 2018
infecciones
oculares
Aedes aegypti  Fiebre Avila et al.,
amarilla, el 2021



dengue, la
fiebre del Zika

yla
dirofilariasis
canina.
Rhabditis ranai Nativa Spodoptera Maiz Montoya, 2012
frugiperda
Rhabditis blumi Nativa Spodoptera Maiz Montoya, 2012
frugiperda
Distolabrellus Nativa Spodoptera Maiz Montoya, 2012
veechi frugiperda
Pristionchus Nativa Dendroctonus Bosques de Islas, Torres &
americanus frontalis pino Gijon, 2021

4 JUSTIFICACION

Por mucho tiempo los insecticidas quimicos han sido los principales controladores
de plagas en la agricultura, sin embargo, es de suma importancia encontrar
alternativas limpias ya que han provocado severos dafios al medio ambiente y
nuestra salud. Los nematodos entomopatdégenos son una alternativa limpia para
ser aplicados en la agricultura. El aislamiento de nuevas especies contribuira al
conocimiento de la diversidad de nematodos del pais, asi como también permitira

futuros estudios para el control de plagas que afectan al estado de Morelos.

5 HIPOTESIS

Los datos bibliograficos indican que la mayoria de cepas aisladas en México han
sido en suelos de cultivos agricolas, por lo que se esperar encontrar nematodos
en algunos de los cultivos de cafia de azucar (Saccharum officinarum L.), ejote

(Phaseolus vulgaris L.) o calabaza (Cucurbita argyrosperma Huber.).



6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Aislar e identificar los nematodos de suelos de cultivos de importancia econémica

en 2 localidades pertenecientes al municipio de Ayala, Morelos.

6.2 Objetivos especificos

- Aislar nematodos del suelo
- ldentificar los nematodos aislados de los suelos de cultivos

- Determinar las caracteristicas fisicoquimicas del suelo colectado.

MATERIALES Y METODOS

6.3 Material biolégico

Se utilizaron larvas de Tenebrio molitor como cebo. Las larvas se colocaron en un
tupper de plastico con salvado de trigo el cual sirvi6 como sustrato y alimento.
Para hidratarlas se les agreg6 una zanahoria cortada en pequefias partes cada

dos dias.



Figura 5. Tenebrios en salvado siendo alimentados con zanahoria

6.4 Muestreo del suelo

Durante las temporadas de verano, invierno y primavera se muestrearon 3
terrenos de cultivos de cafia de azUcar (Saccharum officinarum L.), 1 de ejote
(Phaseolus wvulgaris L.) y 1 de calabaza (Cucurbita argyrosperma Huber.)
pertenecientes a la localidad de Moyotepec, coordenadas ;18°42'54.0"N
98°59'01.6"W;  18°42'53.7"'N  98°59'03.7"W; 18°42'54.3"N  98°59'08.4"W;
18°42'51.3"N 98°59'07.0"W; 18°42'564.4"N 98°59'17.1"W; 3 de cafia de azlcar de
la localidad del Chivatero, coordenadas 18°41'26.8"N 98°59'29.2"W; 18°41'28.7"N
98°59'29.5"W; 18°41'27.5"N 98°59'25.3"W pertenecientes al municipio de Ayala.

Para la toma de muestras se siguié el protocolo modificado por Orozco, Lee &
Stock (2014). Se tomaron 5 muestras de 200 gramos de suelo por terreno a una
profundidad de 20cm mediante el método de muestreo aleatorio. En total se
obtuvieron 40 muestras de suelo por cada temporada. Las muestras se
almacenaron en bolsas herméticas de polietileno para evitar la pérdida de

humedad, se rotularon con fecha y localidad.



Figura 4. Terreno de cafia ubicado en la colonia el Chivatero.
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Figura 6. Mapa de los cultivos muestreados



6.5 Aislamiento de nematodos del suelo

Se utilizé el protocolo modificado por Orozco, Lee & Stock (2014). El substrato se
humedecié con agua mediante un rociador, se pusieron 200 gramos de suelo
humedecido en un recipiente con plastico, se le agregaron 5 larvas de Tenebrio
molitor y se cubrieron los recipientes con una tapa. Los recipientes se mantuvieron

en un lugar obscuro a una temperatura entre 22 — 25 °C. Cada 3 dias se revisaron

las larvas para determinar si habian sido infectadas.

Como sugerencia, se utilizo el método de flotacion de Willis Molloy (NUfiez &
Cordovi, 2004). Se cambié el sustrato de heces a suelo de cultivo. Se propone

como una alternativa rapida y barata para la recuperacion de nematodos del suelo.



6.6 Recuperacion de los nematodos de los cadaveres infectados

Se utilizé el protocolo modificado por Orozco, Lee & Stock (2014).

Se pusieron cajas Petri de 50 a 60 mm de didmetro dentro de una caja mas
grande de 100 mm. Se coloc6 un papel de filtro cualitativo Whatman Grado 1
circular dentro del disco mas pequefio y se procedid a colocar los cadaveres
infectados sobre el papel filtro de modo que ninguno se tocara entre si para evitar
contaminacion. Se le agreg6 20 ml de agua destilada estéril a la caja mas grande
y se cubrié con la tapa de la caja Petri mas grande. Las trampas se mantuvieron a
temperatura ambiente hasta que los juveniles infecciosos (JI) emergieron de las
larvas. Se recolect6 el agua con los juveniles infecciosos retirando el plato mas
grande de la trampa, se vertio el agua con nematodos en un vaso de precipitado y
se dejo que los nematodos se depositaran al fondo del vaso. Se enjuagaron y se
decantaron los nematodos agregando mas agua. Este paso se repitio de 2 a 3
veces hasta que el agua se limpiara. Por ultimo, se coloco la suspension de
nematodos en un matraz de cultivo de tejidos (250 ml) para posteriormente poder

fijar a los nematodos.

6.7 Fijacién de los nematodos

La fijacion de los nematodos se hizo siguiendo los métodos detallados por Ryss,
(2017). Se prepararon dos tubos Eppendorf de 1,5 ml y se utilizaron 2 “flotadores”
fabricados con tapones de rosca de plastico. A ambos tapones se les hizo un
agujero redondo de 8 mm de didmetro, siendo ligeramente menor al diametro del
tubo Eppendorf para garantizar la sujecion y flotabilidad. Uno de los tubos se llen6
con fijador formalina al 4%, mientras que la suspension de nematodos se colocé
en el segundo tubo. Esta Ultima se puso en posicion vertical durante 10 minutos

para que los nematodos se depositaran en el fondo. Luego se retir6 el



sobrenadante, reteniendo el agua en 1/3 de la parte conica del tubo
(aproximadamente 150 pl). El tapdn se gird boca arriba y se insert6 uno de los
tubos firmemente en el orificio del tapon. Se colocaron ambos tubos en los
"flotadores". Se calent6 el agua hasta la ebullicion y posteriormente se vertio en
otro recipiente. El tubo flotante con fijador se coloco en el recipiente con agua
caliente durante 3 (2-4) minutos. A continuacién, se retir6 el tubo con la formalina
calentada y se transfirié con una pipeta de plastico al segundo tubo con la
suspensién de nematodos. El tubo con los nematodos y el fijador se cerré y se
transfirié de nuevo al bafio de agua. Se mantuvo el tubo con los neméatodos en
agua caliente durante al menos 1 hora. Por ultimo, los nematodos fijados se
mantuvieron al menos 48 horas a temperatura ambiente antes de ser identificados

y procesados para una preparacion de portaobjetos.

6.8 lIdentificacion y descripcién de los nematodos

Con la ayuda de un microscopio optico se hizo la descripcion morfolégica de los
nematodos. Se utilizaron las claves proporcionadas por Siddigi (2000). Las
espiculas y gubernaculos de los machos son importantes en la determinacion de

especies por lo que se diseccionaran para ser descritas aparte.

6.9 Procesamiento para una preparacion de portaobjetos

el método de procesamiento detallado por Ryss, (2017). Para el
procesamiento se hizo una saturacién a los nematodos con un “céctel” de glicerol,
de forma lenta y gradual. En el centro de un porta objetos se formé un anillo
hidrofébico utilizando hilo de algodon enrollado en 5 madejas de 20 mm de
diametro. Se humedecio el hilo para facilitar el enrollado. Sobre el anillo se
afiadieron dos trozos de mezcla de cera de abeja y parafina en superposicién. El
portaobjetos con el anillo y los trozos de cera se calentaron en una placa a 85 °C.
La mezcla de cera se fundio y fluy6 a lo largo del anillo de hilo, formando asi un
preciso anillo hidrofébico adherido a la superficie del portaobjetos. Después de

gue se enfrié a temperatura ambiente y se solidificd, se colocaron dos gotas de



glicerol en la parte inferior del anillo y se extendieron sobre la superficie del vidrio
con un palillo de algoddn para formar una fina capa de glicerol. Se colocaron tres
gotas de agua destilada sobre el glicerol, para formar una capa que protegiera a
los nematodos del contacto directo con el glicerol concentrado.

Los nematodos fijados se lavaron con agua destilada tres veces, eliminando asi el
exceso de fijador. El agua con los neméatodos fijados se agitd y se vertid
lentamente desde arriba sobre la combinacién de glicerol y agua dentro del anillo
de cera. Como resultado, los neméatodos se mantuvieron arriba en la capa de
agua, mientras que la fina capa de glicerol quedo en la parte inferior. Esta lente
"céctel" se mantuvo durante la noche al aire libre a temperatura ambiente, cubierta
del polvo, permitiendo la evaporacién del agua y saturando los tejidos de los

nematodos.

6.10 Determinacién de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo

Se determind la textura del suelo por el método de capas de sedimentacion
modificado por Marimén & Viza (1995) mediante la féormula:

(Arenas) % fraccion grosera = L1 mL /50 mL * 100
(Limos) % fraccion media= (Lz mL — L1 mL) /50mL* 100
(Arcillas) % fraccion fina = 100 - % f. grosera - % f. media
Donde:

(L1) = linea de sedimentacién a los 60 segundos

(Lz) = linea de sedimentacion a los 10 minutos



Figura 8. Sedimentacion de las particulas de arena, limo y arcilla después de los 10 minutos.

Para la determinacion de la materia organica se siguio el método de calcinacion
propuesto por Schulte & Hopkins (1996). Se pesaron 5 gramos de tierra de cada
cultivo y fueron depositados en capsulas de porcelana, las cuales fueron
sometidas a una temperatura de 105 °© C en un horno de secado Boekel Scientific
® durante 24 horas. Pasadas las 24 horas las muestras se enfriaron y se pesaron
en una balanza analitica Velab™, posteriormente se sometieron a una
temperatura de 360° C en un horno Lumistell® durante 2 horas. Una vez pasado
el tiempo se sacaron las muestras y se dejaron enfriar para volver a ser pesadas
en la balanza analitica Velab™. El calculo de la materia organica se realizo

mediante la siguiente formula:

peso a 105°C — peso a 360°
% MOS = *100
peso a 105°C




Figura 9. Capsulas de porcelana con muestras de tierra a punto de ser sometidas a calor.

El pH se obtuvo usando un medidor de suelo 4 en 1

[ - - E - - ‘
Figura 10. Medidor de suelo 4 en 1 analizando el pH de un suelo de cafia



7 RESULTADOS

7.1 Muestreo y aislamiento de los neméatodos entomopatégenos

Se obtuvieron un total de 40 muestras de suelo en verano, 40 en invierno y 40 en
primavera. Ninguna muestra resulto positiva mediante la técnica del cebo, sin
embargo, se utilizé la técnica de Willis para recuperar nematodos directamente del
suelo. Un total de 6 muestras resultaron positivas, 1 muestra con nematodos para
verano, 2 en invierno y 3 en primavera (5% del total) todas en el mismo terreno

destinado a la cafia ubicado en la colonia Moyotepec.

7.2 Andlisis de suelo

Las caracteristicas fisicoquimicas del suelo se midieron una sola vez debido a la
dificil disposicion de materiales y herramientas producto de la pandemia. De
manera general los suelos se clasificaron en Francos arcillosos y Francos
arenosos, presentaron un pH neutro (7.0-7.5) y una materia organica con
variaciones de un minimo de 1.73 hasta un maximo de 3.26 %. Los nematodos
recuperados se encontraron en un suelo clasificado como Franco arcilloso

arenoso que estaba destinado a la cafia

Cuadro 5. Caracteristicas fisicoquimicas de los suelos muestreados

Colonia Cultivo pH M.O Texturas (%) Clasificacion
(%)
Arena | Limo | Arcila
Moyotepec | Cafa 7 2.47 50 20 30 Franco
arcilloso
arenoso
Cafa 7 3.26 60 20 20 Franco
arenoso
Cafa 7 1.73 60 20 20 Franco
arenoso
Ejote 7 3.21 40 30 30 Franco
arcilloso
Calabaza | 7.5 2.23 50 10 40 Arcillo arenoso

El Cafa 7.5 2.47 70 10 20 Franco



Chivatero arenoso

Cafa 7 2.81 40 20 40 Franco
arcilloso

Cafa 7 2.62 40 20 40 Franco
arcilloso

7.3 ldentificacién y descripcién de los nematodos

Debido a los inconvenientes ocasionados por la pandemia los neméatodos no
pudieron ser identificados con microscopio electrénico de barrido y analisis de
ADN. Se identificaron tres especies diferentes basados en la morfologia y se

procedi6 a hacer una descripcion general mediante un microscopio 6ptico.

7.3.1 Nematodo especie 1 (juvenil)

Cuerpo corto y delgado. Forma de arco al morir (Fig. 9 D). La region cefélica tiene
forma de botella (Fig. 9 A). La cuticula vieja es claramente visible y presenta
anulaciones en la parte media del cuerpo (Fig. 9 A, B, C, D). Esofago visible, pero
con sus partes poco diferenciadas (Fig. 9 B). Ano visible y con Cola puntiaguda
(Fig. 9 C).

7.3.2 Nematodo especie 2 (Hembra)

Cuerpo corto y delgado. Forma de arco al morir (Fig.10 C). Region cefélica
pequefa, esclerotizada y redondeada; presenta estomaestilete de tamafio corto
(Fig. 10 A). Eséfago rhabditiforme, ocupa mas de un tercio del tamafio total del
cuerpo (Fig. 10 A). Procorpus cilindrico, metacorpus visible y corto; itsmo con un
ligero adelgazamiento; bulbo basal largo y cilindrico; poro excretor ubicado en la
zona anterior del bulbo (Fig. 10 A). Vulva ubicada en el tercio final del cuerpo de

forma ventral (Fig. 10 B). Cola corta 'y en forma de cono (Fig. 10 B).

7.3.3 Nematodo especie 3



Cuerpo alargado y delgado. Forma de J al morir (Fig.11). Region cefalica
pequefia, esclerotizada y con forma de cono; presenta un estomaestilete corto

(Fig. 11). La mayor parte del cuerpo es poco distinguible.

Figura 11. Regién anterior de nematodo 1 Juvenil (A y B). Region posterior (C). Juvenil muerto en
forma de arco. (D)



Figura 12. Region anterior del nematodo 2 Hembra (A). Regién posterior (B). Hembra muerta en
forma de arco (C).




Figura 13. Nematodo 3 en forma de J



8 DISCUSION

8.1 Diagnosis

Los nematodos 2 y 3 presentaron grandes diferencias en el tamafio, por lo que se
consideran especies diferentes. Ambos tuvieron similitudes en la region cefélica,
pues sus respectivas cabezas son pequefas y esclerotizadas. El nematodo 2
cuenta con un eso6fago de mayor tamafio que el del 3. Es claro que son
nematodos fitoparasitos, pues ambos presentan un estilete caracteristico de este
grupo ya que lo usan para penetrar las raices de las plantas (Bongers & Esquivel,
2011). Se puede concluir que ambas especies pertenecen a la familia
Heteroderidae principalmente porque fueron encontradas junto a quistes
caracteristicos de la familia (Fig. 12), que son el resultado de la transformacion de
las hembras para proteger sus huevos (Siddigi, 2000). Ademas de que comparten
caracteristicas como la esclerotizacion y forma de la cabeza, presencia de
estomaestilete y plantas que suelen parasitar como la cafia de azucar (Eisenback,
2002). Desafortunadamente las condiciones de la pandemia han imposibilitado el
uso de mejores herramientas de trabajo, por lo que la identificacién hasta nivel de

género y especie se realizara en posteriores estudios.

El nematodo 1 se puede saber que es un juvenil ya que la cuticula vieja esta
claramente diferenciada de la nueva, por lo que es probable que estaba a punto
de ser mudada. Los juveniles suelen ser parecidos a los adultos, sin embargo, en
especies con dimorfismo sexual son filiformes, posteriormente los adultos cambian
de forma (Chaves et al., 2019). Los juveniles de la familia Heteroderidae ya
presentan un estilete por lo que es probable que pertenezca a otra (Siddigi, 2000).
Los juveniles son muy parecidos entre especies y es mas complicado identificarlos
sin las herramientas necesarias, asi que se hara su identificacién en posteriores

estudios.
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Figura 14. Quiste recuperado del suelo cafiero.

8.2 Factores fisicoquimicos del suelo

Los nematodos recuperados del suelo se encontraron en un cultivo de cafia cuyo
suelo fue clasificado como Franco arcilloso arenoso que coincide con lo
mencionado por Avila et al. (2021) quienes encontraron NEP en suelos del mismo
tipo utilizados para cultivos de campo.

De manera general el suelo de tipo Franco arcilloso arenoso parece ser un mejor
medio por el cual los nematodos se pueden desplazar, pues asi lo confirman
trabajos anteriores donde se han obtenido mayores muestras positivas en este
tipo de suelo en comparacién con otros (Montores, Cortez & Zepeda, 2016;
Luévano et al. (2006). Otros tipos de suelo que también son considerados un buen
medio para nematodos son del tipo Franco Arenoso y Franco Arcilloso (Agui &
Betsabe, 2018; Luévano et al., 2006).

Probablemente los suelos Franco arcilloso arenoso tengan los porcentajes ideales

de arena y arcilla que les permite una mejor movilidad en comparacion a otros.



El pH del suelo fue neutro (7 — 7.5) similar o cercano a lo reportado por otros
investigadores como Orbegoso (2014), Saavedra (2019) y Avila et al. (2021) cuyo
pH analizado vario de 7.3 a 8.4. Se sabe que a concentraciones mas acidas o
alcalinas (menor a 4 y mayor a 8) puede disminuir la supervivencia (kaya, 1993;
Kung et al., 1990; Fischer & Fuhrer, 1990), aunque se tienen registros como el de
Luévano et al. (2006) que reportan la presencia de neméatodos en suelos con pH
de hasta 9.2.

En general el contenido de materia organica vario entre un rango bajo y medio
(1.73 — 3.26%). Quizas esta sea una de las razones por la cual solo se
encontraron nematodos en un solo sitio pues varios trabajos reportan mayor
presencia en suelos con alto contenido de materia organica (Caicedo & Belloti,
1996; Montores, Cortez & Zepeda, 2016; Islas, Torres & Gijon, 2021), sin
embargo, también se han encontrado en suelos con bajos y medios contenidos de
materia organica (Montores, Cortez & Zepeda, 2016; Islas, Torres & Gijon, 2021,
Sandhi, 2020).

A pesar de gque en este trabajo no se analiz6 la temperatura y humedad, estas
juegan un papel muy importante que permite la presencia de nematodos en el
suelo. Se tiene documentado una mayor presencia de nematodos a temperaturas
en un rango de 15 °C a 25 °C, al igual que en lugares con una humedad
moderada, ya que la facilita la movilidad y mantienen la hidratacion de los
nematodos (Garcia del Pino, 2008; Montoussé, Argibay & Vazquez, 2008; Griffin,
1993; Womersley, 1990).

La presencia de NEP es muy amplia pues se tienen registros desde areas con
suelos no perturbados hasta suelos de cultivos. Garcia del Pino (2008) muestre6 3
tipos de habitad; suelos cultivados, bosques y prados, en donde encontrd un
mayor nimero de muestras con presencia de nematodos entomopatdégenos en

suelos cultivados. Similar a lo reportado por Romero et al. (2020), donde encontré



una alta incidencia de neméatodos del género Steinernema en suelos cultivados
con cafia de azUcar y maiz. Luévano et al., (2006) obtuvieron una alta presencia
de nematodos entomopatdégenos muestreados en sistemas agricolas pues en
56.4% de los sitios geograficos muestreados resultaron positivos. Si bien la
presencia de neméatodos en este trabajo fue minima, los datos anteriores
corroboran la idea de que los nematodos estdn muy asociados a los cultivos.
Contrario a lo mencionado anteriormente Mraceket et al., (2005) que encontraron
una mayor presencia de nematodos entomopatégenos en bordes y bosques que

en plantaciones.

Tomando en cuenta lo anterior mas que un tipo de habitad especifico, son las
condiciones del suelo en conjunto con otras encontradas en la superficie las que
propician un ambiente idoneo para su presencia. Diversos autores sefialan que
una mayor diversidad de insectos, asi como la materia organica y la biomasa
microbiana de carbono son importantes en la presencia de nematodos
entomopatdégenos, ya que una mayor cantidad de nutrientes en el suelo genera
una mayor diversidad de organismos. (Vidaurre, Rodriguez & Uribe, 2020; Briar et
al., 2007).

8.3 Distribucién de las familias Heterorhabditidae y
Steinernematidae

Las familias Heterorhabditidae y Steinernematidae son las mas estudiadas por su
gran numero de especies y distribucion. Dentro de la literatura hay un mayor
namero de registros de especies pertenecientes a los géneros Steinernema y
Heterorhabditis. Bruno et al., (2020) encontraron una mayor presencia de especies
pertenecientes al género Heterorhabditis y solo una del género Steinernema,
similar a lo reportado por otros autores donde encontraron una mayor presencia
del género Heterorhabditis (Banu, Jothi & Narkhedkar, 2007; Kary et al., 2009;

Giayetto & Cichon, 2006; Avila et al., 2021). Estos datos no concuerdan con



Romero et al. (2020) quien reporta una alta incidencia de neméatodos del género
Steinernema en suelos de cafia de azlcar, similar a Vidaurre, Rodriguez & Uribe
(2020) que encontraron presencia del género en 19 de 20 muestras positivas,
siendo el género Heterorhabditis el menos abundante. Una gran cantidad de otros
investigadores también mencionan una dominancia del género Steinernema en
comparaciéon con Heterorhabditis (Romero et al., 2020; Montores, Cortez-Madrigal
& Zepeda, 2016; Campos-Herrera et al., 2010; Parada-Dominguez et al., 2019;
Zepeda et al., 2014; Seenivasan et al., 2012; Llano & Giraldo, 2016; Montoussé,
Argibay & Vazquez, 2008; Barcelo, Riascos & Vallejo, 2011; Chinchay, Arias &
Tesen, 2018).

Los datos registran a nivel mundial una mayor cantidad de especies de género
Steinernema que de Heterorhabditis (Bhat, Chaubey & Askary, 2020). Si se
compara el numero de registros de ambos géneros es claro el dominio del género
Steinernema. Se debe tomar en cuenta que la zona geografica puede influir en la
presencia de cada género, pues en el caso de Heterorhabditis diversos autores los
asocian a zonas préoximas al mar, ya que hay una preferencia hacia los suelos
arenosos con climas célidos y tropicales (Montoussé, Argibay & Vazquez 2008;
Kanga et al., 2012; Hara et al., 1991; Hominick, 2002; Griffin et al., 2000; Rosa et
al., 2000). La gran distribucion de las especies del género Steinernema
probablemente se debe a que estan adaptadas a un mayor rango de habitats y
factores fisicoquimicos (Zepeda et al., 2014; Chinchay, Arias & Tesen, 2018).

A pesar de la amplia distribucion de estas familias, a falta de determinar la especie
1, en este estudio no fueron encontrados nematodos perteneciente a las familias

antes mencionadas.



9. CONCLUSION

Se aislaron 3 diferentes especies de neméatodos del mismo suelo cafiero utilizando
la técnica de Willis Molloy.

Las caracteristicas fisicoquimicas encontradas en este trabajo coinciden con las
de otros autores cuyos aislamientos fueron positivos para la presencia de

nematodos entomopatégenos.

Basados en los caracteres analizados y la presencia de quistes se concluye que
las especies 2 y 3 son nematodos fitopatdgenos pertenecientes a la familia
Heteroderidae.

Se espera analizar el nematodo 1 (juvenil) en posteriores trabajos con las

herramientas adecuadas para determinar la especie a la que pertenece.

En este estudio se comprobo que la técnica de Willis Molloy es excelente para la
recuperacion tanto de larvas como de nematodos adultos del suelo, ademas de
ser rapida y barata. Sin embargo, no indica si los nematodos son

entomopatdégenos en comparacion con la técnica de cebo.

La pandemia ha hecho un reto poder hacer este trabajo de la manera adecuada,

por lo que se espera seguir con la linea de investigacion en un futuro cercano.
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