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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo primordial recopilar informacion puntual y
acertada del proceso de captura, aislamiento y propagacion de Nematodos
entomopatdgenos, lo que permite hacer realidad futuras investigaciones sobre estos
agentes eficientes de control bioldgico. Se utilizé el método de revisiones sistematicas
para determinar los procedimientos mas adecuados tanto en laboratorio como en campo.
Mediante la recopilacion de las 200 fuentes bibliograficas descargadas de las paginas web
Scielo, Redalyc, Dialnet, ResearchGate. Las cuales se analizaron individualmente para la
obtencion de informacidn apropiada para el desarrollo de la investigacion. Obteniendo
como resultado un grupo compuesto de 200 estudios los cuales fueron analizados con el

proposito de recopilar y utilizar los mejores protocolos de la bibliografia hallada.

Se espera que la informacion obtenida en el presente estudio sea de gran utilidad y pueda
contribuir al desarrollo de futuras investigaciones permitiendo fomentar la aplicacion de

nematodos entomopatogenos en la comunidad universitaria y la comunidad en general.

Palabras claves: Nematodos entomopatogenos, captura, aislamiento, propagacion,

agentes eficientes, biologico.
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TITLE: “Bibliographic bases review on entomopathogenic nematodes and predators,

related to capture, isolation and propagation at salache-ceypsa 2021-2022”.

Author: Arias Lasluiza Dayana Mayte

ABSTRACT

The main objective of this research was to collect timely and accurate information about
capture process, isolation and propagation of entomopathogenic nematodes, which allows
future research on these efficient biological control agents to become a reality. Systematic
reviews method was used to determine the most appropriate procedures both at laboratory
and on field. This was done through 200 bibliographic sources downloaded from Scielo,
Redalyc, Dialnet, ResearchGate web pages. Which were analyzed individually to obtain
appropriate information to research development. Obtaining as result a group composed
by 200 studies which were analyzed with the purpose to collect and use the best protocols
of bibliography found. It is hoped that obtained information at this study that will be
useful and can contribute to future researches development allowing to promote

entomopathogenic nematodes application at university and general community.

Keywords: Entomopathogenic nematodes, capture, isolation, propagation, efficient

agents, biological.
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2. INTRODUCCION

El suelo es el sistema terrestre que alberga uno de los mayores reservorios de diversidad de
organismos en el planeta. Constituye el sistema fundamental sobre el que se mantiene la
produccion agraria y una gran parte de los servicios eco sistémicos brindados por la diversidad
de organismos presentes. Para que un suelo sea saludable el mismo debe mantener la
productividad bioldgica, la calidad del ambiente y promover la salud de plantas y animales
(Rodriguez, 2007).

Una de las herramientas utilizadas en las ultimas décadas para monitorear la calidad del suelo
son los bio indicadores, organismos cuyas respuestas a disturbios en el ambiente pueden ser

medidas y evaluadas, indicando el estado bidtico y abidtico del ecosistema (Rodriguez, 2007).

El uso de agentes de control bioldgico (nematodos) son una herramienta con gran potencial,
respaldada en multiples investigaciones a nivel mundial, el interés por el uso de nematodos
entomopatdgenos se ha incrementado en las dos Ultimas décadas, la evidencia registrada en
multiples trabajos de investigacion, los presentan como agentes promisorios para el control de
insectos, moluscos y nematodos de patdgenos de plantas, lo cual se considera una alternativa

para la produccion agricola sustentable (Constant, 1998).

(Salas, 2019) manifiesta que los nematodos son organismos cosmopolitas que poseen roles
especificos en la red trofica, siendo clasificables en grupos y gremios funcionales. De tal forma
se caracterizan por su modo de accion e interaccion con las plantas e insectos, jugando un papel
fundamental en el control de insectos plagas. Este tipo de nematodos son especificos para
insectos y no afectan a plantas ni animales, ni causan efectos nocivos en los cultivos y medio
ambiente (Lawrence, 2006).

La produccion agricola convencional degrada e impide el desarrollo de la biodiversidad en el
ecosistema terrestre, generando disturbios en el sistema edéafico, produciendo suelos de baja
calidad, su mala capacidad de produccidon y sustentabilidad temporal (Grewal PS, 2005).

De acuerdo a lo planteado, el control biolégico se esta considerado como una herramienta que
ayuda en forma directa al control de insectos plaga. Mediante el desarrollo de protocolos de
nematodos, su captura, aislamiento y propagacion, se proporcionara informacion y una mejor
respuesta para la regulacion de poblaciones en tiempo y espacio, representando una estrategia
sustentable, ecoldgica que no afecta el equilibrio bioldgico, debido al uso indiscriminado de

quimicos y pesticidas que actualmente provocan contaminacion a los sistemas bioticos, y



abidticos, amenazando su estabilidad y representando un peligro inminente a la salud
(GrewalPS, 2005).

La sistematizacién de informacion mediante revision bibliogréafica hoy en dia es una nueva
alternativa que facilita la busqueda de temas especificos logrando juntar diferentes estudios ya
elaborados en base a un sustento cientifico, permitiendo ahorrar al lector tiempo y recursos
(Arias, 2021).

3. DESCRIPCION DEL PROYECTO

El presente proyecto tiene la finalidad de recopilar, analizar y sistematizar informacion
cientifica acerca de REVISION DE LAS BASES BIBLIOGRAFICAS SOBRE NEMATODOS
ENTOMOPATOGENOS Y PREDADORES, EN RELACION A CAPTURA,
AISLAMIENTO Y PROPAGACION SALACHE-CEYPSA 2021-2022, el propdsito del
estudio es establecer una base de datos con articulos cientificos anexados en los repositorios
académicos mas relevantes como: Scopus, Elsevier, Redalyc, Scielo, ResearchGate; los mismos
que serdan de gran utilidad para difundir, generar y utilizar esta informacion en futuras

investigaciones (Arias, 2021).

4. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Los nematodos entomopatdgenos juegan un papel fundamental en la naturaleza ya que han sido
usados como agentes de control biol6gico, estos microorganismos causan enfermedades a
insectos y poseen una estrecha asociacidn (simbiosis) con bacterias especificas (Alcides Moino,
2010).

El empleo de los nematodos entomopatégenos ha despertado el interés de muchos
investigadores de todo el mundo, por el amplio espectro de accion en las condiciones mas

diversas de los sistemas agricolas.

Durante los ultimos 25 afios, el interés en esta técnica a nivel mundial, se incrementd
grandemente a causa de los serios problemas de contaminacion ambiental y dafios a la salud
humana que provoca el uso intensivo de los plaguicidas quimicos sintéticos (Carson, 2003).

El desarrollo de resistencia de los insectos a los plaguicidas ha estimulado el interés de usar
medios biolégicos para reducir las poblaciones de plagas. A partir de la década de los afios 80,
el uso potencial de los nematodos entomopatogenos adquirié un papel relevante en el control

microbiano, similar al de las bacterias, virus, protozoarios y hongos (Aguirre Uribe, 1999).



La presente investigacion pretende apoyar a la produccion cientifica universitaria mediante la
realizacién de una revision bibliografica con referencia a los protocolos de nematodos
entomopatdgenos y predadores en su captura, aislamiento y propagacion, esto se realizara con
la finalidad de difundir, generar y utilizar esta informacion en posteriores investigaciones
(Arias, 2021).

5. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

5.1 Beneficiarios Directos

Docentes y Estudiantes de la Universidad Técnica de Cotopaxi, Carrera de Ingenieria
Agrondmica y demas investigadores, que podran basarse en la informacion obtenida acerca de
los protocolos de nematodos entomopatdgenos y predadores para su posterior investigacion
(Arias, 2021).

5.2 Beneficiarios Indirectos
Grandes, medianos y pequefios productores agricolas y las comunidades en general a quienes

sea de gran utilidad dicha informacion.

6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde tiempos atras el hombre ha atacado las plagas mediante el método de control quimico,
el cual se ha generalizado de manera irracional rompiendo asi el equilibrio de la naturaleza ya
que su mal uso ha provocado grandes inconvenientes como: resistencia fisiologica, pérdida de
insectos beneficos, contaminacion de suelo, aire, agua debido a la gran cantidad de residuos

que estos dejan (Bautista G., 2017).

El control bioldgico es uno de los métodos de manejo de plagas compatibles con el ambiente,
que ofrece beneficios a la economia de los agricultores, proteccion al ambiente y a la salud de

los consumidores a nivel global (Bautista G., 2017).

Los organismos benéficos (nematodos entomopatégenos, bacterias, actinomicetos, hongos,
algas y protozoarios) son los seres mas atacados y amenazados de la naturaleza, lo cual hoy en
dia nuestra incapacidad para la comprension de la importancia del mismo, es muy escasa debido
a que los agricultores buscan soluciones inmediatas para los problemas de plagas que presenta
el campo. Por ello es trascendental tratar de remediar esta problematica dando informacion
acertada que ayude a pequefios, medianos y grandes productores al uso y buen manejo de
organismos benéficos, como los depredadores entomopatdgenos y parasitoides que ayuda al
control de plagas, los cuales no son nocivos para el ser humano y no contaminan (Gandarilla
P., 2013).



El control bioldgico estd considerado como una herramienta que ayuda en forma directa al

control de insectos plaga (Garcia G., 2010).

La principal problemética del estudio es el acceso a la informacién de nematodos como
biocontroladores, ya que existe una limitante al obtener la informacion de esta tematica debido
a que existen secciones 0 paginas web que son pagadas y en otras paginas web la informacion
no es valida, en otro punto acceder dificulta a las personas que no dominan idiomas extranjeros

y en cuanto al tema de nematodos no se da el uso adecuado a la informacion (Arias, 2021).

En Ecuador el acceso a la informacion es escasa, poco accesible y disponible, sin embargo, es
necesaria, para quienes la pudieran utilizar ya sean estudiantes, agricultores, pequefios,

medianos y grandes productores/as y docentes en general.

Mediante el estudio de nematodos entomopatdgenos se desarrollara los protocolos de captura,
aislamiento y propagacion, lo que proporcionara informacién y una mejor respuesta para la
regulacion de poblaciones de insectos plaga, representando esta una estrategia sustentable,
ecologica gque no afecte el equilibrio bioldgico, logrando disminuir los costos produccion en el

uso de nematodos (Arias, 2021).



7. OBJETIVOS
7.1 OBJETIVO GENERAL
Revisar bases bibliogréficas sobre los métodos de captura, aislamiento y propagaciéon de

nematodos entomopatdgenos y predadores.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
° Recopilar informacion bibliografica sobre los métodos de captura, aislamiento y

propagacion de nematodos entomopatogenos.

° Sistematizar la informacion bibliogréfica encontrada de los métodos de captura,

aislamiento y propagacion de nematodos entomopatdgenos.

° Elaborar un infograma y protocolos de los métodos de captura, aislamiento y

propagacion de nematodos entomopatogenos.



8. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION CON LOS OBJETIVOS
PLANTEADOS.
La presente investigacion tomé a consideracion las siguientes actividades a realizar por cada

objetivo planteado anteriormente tomando como fuente las actividades realizadas en las

revisiones sistematicas de literatura

Tabla 1. Actividades planteadas en funcién de los objetivos especificos

LA ACTIVIDAD

OBEJTIVO 1 ACTIVIDADES RESULTADOS DE MEDIO DE
LA ACTIVIDAD VERIFICACION
e Recopilar Recopilacion de | ¢ Obtencibn  de | ¢ Revision
informacién documentos informacion documental.
bibliogréafica bibliograficos Bibliografica de
sobre los de tercer, cuarto Nematodos.
métodos de nivel de fuentes
captura, primarias y
aislamiento y secundarias
propagacion de acerca de
nematodos protocolos  de
entomopatogenos captura,
aislamiento 'y
propagacion de
Nematodos.
OBJETIVO 2 ACTIVIDADES RESULTADOS DE MEDIOS bE

VERIFICACION

Sistematizar la
informacion
bibliografica
encontrada de los
metodos de
captura,

aislamiento y

Validacion de la
informacién

necesaria y
suficiente para
la elaboracién
de la base de

datos.

Informacion
validada
Codificacion de
categorias de los
documentos en
Excel.

Base de datos

con

e Fuentes

bibliograficas

e Base de datos
Excel

e Base de datos
Mendeley.




propagacion de

Ingreso de la

informacion de

Nematodos. informacién a la los documentos

base de datos de encontrados

los protocolos de Base de datos

los  nematodos validada de los

entomopatogeno protocolos de los

sy predadores en nematodos

su captura, entomopatégeno

aislamiento 'y sy predadores en

propagacion. su captura,

Clasificacion 'y aislamiento vy

sistematizacion propagacion.

del Material

bibliogréafico

RESULTADOS DE MEDIOS DE
OBJETIVO 3 ACTIVIDADES VERIFICACION
LA ACTIVIDAD
e Elaborar un e Obtencion de e Protocolos e Lista de

infograma y los métodos adecuados protocolo
protocolos de los mas para captura, S
métodos de efectivos aislamiento y e Base de
captura, para captura, propagacion datos en
aislamiento y aislamiento y de Mendeley

propagacion de

Nematodos.

propagacion
de
Nematodos.
e Elaboracion
de un
protocolo de
nematodos.
e Elaboracion
de una

infografia de

Nematodos.




los

nematodos.
Elaborado por: (Arias, 2021)

9. FUNDAMENTACION TEORICA

9.1. Historia de los nematodos entomopatdgenos

El parasitismo data de millones de afios, aunque existen relativamente pocas evidencias fosiles
de ello. Sin embargo, los nematodos aparecieron en la Tierra antes que el hombre; se tiene
referencia sobre esto desde la época de los egipcios, no fue hasta el siglo pasado, con la ayuda
del microscopio, que empez0 a estudiarsele a fondo. Pese a que se ha notificado la presencia de
huevos de nematodos en las heces fosiles de reptiles procedentes del Mesozoico (Sanchez,
2000; 12 de diciembre).

Del conocimiento de las relaciones entre los insectos y los entomopatdgenos, el de los

nematodos se encuentra entre los mas antiguos.

Una de las primeras descripciones de un nematodo parasitando insectos fue la realizada por
Reaumur en 1742 (Nickle & H.Welch., 1984). Tuvo que transcurrir un largo periodo de tiempo
para que los nematodos tuvieran utilidad practica, al igual que sucedié con otros grupos de

entomopatdgenos.

No fue hasta 1929 que R.W.Glaser encontr¢ al nematodo Steinernema glaseri infectando a un
escarabajo. El fue el primero en cultivarlo sobre un medio artificial y en probarlo en condiciones
de campo. En 1955, Dutky y Hough, encontraron a Steinernema carpocapsae y realizaron
diferentes pruebas. Estos dos acontecimientos fueron el punto de partida para el desarrollo de

los nematodos como agentes de control biol6gico (Pérez C., 2004).

Entre las alternativas de Manejo de Plagas mas amigables con el ambiente se cuenta hoy en dia
con los agentes entomopatogenos, es decir, microorganismos que causan enfermedades a los
insectos, como son las bacterias, hongos, virus y nematodos; siendo los nematodos los
organismos que en la ultima década han cobrado gran importancia por su facilidad para ser
aplicados en el suelo, su alta virulencia y patogenicidad y su relativa facilidad para ser
multiplicados en forma masiva y comercializados (Pérez C., 2004).

Los nematodos se encuentran ubicados en el phylum Nematodo, el cual se subdivide en las

clases Secernentia y Adonophoria, reconociendo 8 familias de nematodos paréasitos de insectos
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(Poinar, 1975, 1991). Los nematodos entomopatogenos conocidos o bien los que tienen
posibilidades de control biol6gico se encuentran en cuatro Ordenes, por su importancia
Rhabditida, Permitida, Tylenchida y Aphelenchida (Smart & 1994., 1994).

9.2. Clasificacion de los nematodos

Los nematodos entomopatdgenos (NEP) son considerados actualmente como una de las
alternativas més prometedoras de control bioldgico contra insectos plaga, por las siguientes
ventajas: presentan un amplio rango de insectos hospederos, causando una infestacion rapida y
la subsecuente eliminacion de los insectos; son facilmente cultivados y aplicados en el campo,
donde localizan y colonizan a los insectos en el suelo. Su manejo es inocuo para el hombre y el

medio ambiente y no perjudican a otras especies de organismos en el suelo (Alcazar, 2003).

Numerosas especies y géneros de nematodos desempefian funciones de organismos
beneficiosos en los ecosistemas asi, por ejemplo, representantes de las Familias: Mermithidae,
Allantonematidae, Neotylenchidae, Sphaerularidae, Rhabditidae, Steirnenematidae y
Heterorhabditidae fueron sefialadas con diferentes niveles de impacto, actuando como agentes
de control bioldgico. Las dos tltimas familias, reciben en la actualidad la mayor atencion en el

area de control biologico de plagas insectiles (Grewal PS, 2005).

Anteriormente se mencionaron las dos familias de nematodos que han sido reconocidos como
nematodos entomopatdgenos (NEP), estas son las familias Steinernematidae vy
Heterorhabditidae (Nematoda: Rhabditida), aunque existen otros casos de nematodos que
pertenecen a otros grupos taxondémicos, tales como Diplogasteridae. Los nematodos
entomopatdgenos han desarrollado una asociacién mutualista/simbidtica con bacterias
especificas, por lo que su patogenicidad hacia los insectos es determinada por esta relacion con
las bacterias con las que se asocia e introducen en el cuerpo de los insectos. Por ejemplo,
Steinernema spp se relaciona con bacterias simbidticas del género Xenorhabdus, mientras que
Heterorhabditis spp., con el género Photorhabdus (Adams and Nguyen, 2002; Boemare et al.,
1996). Las bacterias del género Photorhabdus son luminiscentes en los cadaveres de los
insectos hospederos que infectan, esto puede ser utilizado como un caracter para identificar a
la bacteria (Harvey, 2010).

9.3. Ciclo de vida

El ciclo de vida de los nematodos entomopatogenos incluye un estadio de huevo, cuatro estadios
juveniles (J1, J2, J3 y J4) y los adultos (Saenz & Luque, 2000). Estos estadios se alimentan de
la bacteria simbionte y de los tejidos degradados del insecto, desarrollando de 2 a 3

generaciones. Cuando se agota el alimento, los nematodos J3 se cubren de la cuticula extra que
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les otorga resistencia a las condiciones del medio ambiente y salen del cadaver del insecto,

como fases JI, en busca de otros insectos hospedantes (Grewal PS, 2005).

En el caso particular del género Steinernema, los nematodos se reproducen a través de un
proceso anfimictico, requiriendo la presencia de ambos sexos para la fertilizacion de las
hembras por los machos (Stock, Campbell, & Nadler, 2001). Hasta el presente, solo existe una
excepcion, la especie Steinernema hermaphroditum, en la cual se ha observado la presencia de
hembras hermafroditas en la primera generacion de adultos, asi como una relacion de machos
y hembras muy baja, por lo que el papel de los machos en la reproduccién de esta especie es
incierto (Rodriguez, 2007).

9.4. Morfologia

Los nematodos se conocen vulgarmente con el nombre de “gusanos redondos” por la forma de
su cuerpo en un corte transversal. Su cuerpo es alargado, cilindrico y no segmentado. La cavidad
de su cuerpo es un pseudohemoceloma y su cuerpo esta cubierto de una cuticula, la cual puede
0 no exhibir variaciones. Tienen un sistema excretor rudimentario y no posee sistema
circulatorio o respiratorio, pero su sistema nervioso, reproductor y digestivo estan bien
desarrollados. El ano y gonoporo en el macho se unen para formar una cloaca (Dolinski C.,
2012).

9.4.1. Morfologia género Sterneinema

9.4.1.1. Hembras

Tamario variable. Poseen una cuticula lisa o anillada con ausencia de campos laterales. Con
poro excretor evidente. La region anterior es redondeada y posee 6 labios parcial o totalmente
fusionados, con una papila labial en cada labio y a veces con otras estructuras papilares
presentes. Poseen 4 papilas cefalicas. Anfidios presentes, de pequefio tamafio. Estoma
colapsado formando un anillo que parece dos grandes puntos esclerotizados en vista lateral.
Otras partes del estoma forman un canal asimétrico con un estrechamiento en la parte anterior.
Esofago rhabditoide con el metacorpus ligeramente hinchado, istmo estrecho rodeado por el
anillo nervioso, y un bulbo basal alargado con una reducida valvula cardiaca. Vélvula
esofagica-intestinal normalmente pronunciada. Sistema reproductor didélfico, anfidélfico,
retroflexo con la vulva localizada en la mitad del cuerpo, a veces sobre una protuberancia, con
0 sin epitigma. Las hembras son ovoviviparas u oviparas con juveniles desarrollados en estado
infectivo antes de emerger del cuerpo de la hembra (Fimbres Cubillas Gerardo., 2016).
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9.4.1.2. Machos

De tamafio méas pequefio que las hembras. Extremo anterior normalmente con 6 papilas labiales,
4 papilas cefalicas y alargadas y generalmente con disco perioral. Es6fago similar al de las
hembras. Testiculo Unico, retroflexo y espiculas pares y separadas. Gubernaculo largo, a veces

tanto como la espicula.

Bursa ausente. Punta de la cola redondeada, con o sin mucron. Una papila simple y 10 a 14
pares de papilas genitales presentes junto con 7 a 10 pares de papilas precloacales (Fimbres
Cubillas Gerardo., 2016).

9.4.1.3. Juveniles infectivos

Son el tercer estado juvenil de estoma colapsado, cuerpo alargado, a menudo manteniendo la
cuticula del segundo estado juvenil. Campos laterales presentes, con 4 a 9 surcos y de 3 a 8
protuberancias lisas. Boca y ano cerrados, y esofago e intestino reducidos. Poro excretor visible,
anterior al anillo nervioso. Fasmidios situados en la zona media del extremo caudal, pudiendo
ser prominentes, poco o no observables. Cola conoide o filiforme (Fimbres Cubillas Gerardo.,
2016).

9.4.2. Morfologia género Heterorhabditis

9.4.2.1. Hembras hermafroditas

Parte anterior del cuerpo truncada o ligeramente redondeada. Presentan 6 labios conicos bien
desarrollados y separados, cada uno con una papila terminal. A veces cada labio posee una o
dos pequefias estructuras en la base. Anfidios con abertura pequefia. Queilorhabdiones
presentes, formando un anillo, que en vista lateral se muestra como dos grandes puntos

esclerotizados (Fimbres Cubillas Gerardo., 2016).

En la region anterior del estoma, y posterior del estoma colapsada, esta cubierta por el eséfago.
Esofago sin metacorpus, con istmo delgado, en cuya parte media se encuentra el anillo nervioso.
Poro excretor generalmente posterior a la base del es6fago. Vulva en la parte media, con forma
de hendidura, rodeada de anillos elipticos. Ovotesticulos anfidélficos, retroflexos. Son oviparas,
volviéndose ovoviviparas al final de su vida. Cola acabada en punta, mas larga que la anchura
a nivel anal, presentando generalmente una protuberancia postanal (Fimbres Cubillas Gerardo.,
2016).

9.4.1.2. Hembras anfimicticas
Con morfologia similar, aunque generalmente de menor tamafio, a las hembras hermafroditas.
Papilas labiales prominentes. Sistema reproductor anfidélfico, con ovarios opuestos retroflexos,



13

con la vulva no funcional para la deposicion de huevos, pero si para el apareamiento. Los
huevos son incubados en el interior de la hembray las formas juveniles emergen por endotoquia
matricida (Fimbres Cubillas Gerardo., 2016).

9.4.1.3. Machos

Unicamente se producen durante la generacion anfimictica. Presentan un Gnico testiculo
retroflexo. Espiculas pares, separadas y ligeramente curvadas ventralmente y con la cabeza
corta. Gubernaculo largo y delgado, generalmente representa la mitad de la longitud de la
espicula. Bursa abierta, con nueve pares de costillas (Fimbres Cubillas Gerardo., 2016).

9.4.1.4. Juveniles infectivos

Este tercer estadio infectivo juvenil generalmente se encuentra dentro de la cuticula del segundo
estadio. La cuticula del segundo estadio es estriada, mientras que la del tercer estadio presenta
un campo lateral muy aparente formado por dos bandas longitudinales. Region anterior con un
prominente diente dorsal. Boca y ano cerrados. Esé6fago e intestino reducidos. Poro excretor
situado en posicion posterior al anillo nervioso. Las bacterias simbidticas se encuentran en el

interior del intestino. Cola acabada en punta (Fimbres Cubillas Gerardo., 2016).

10. NEMATODOS COMO AGENTES DE CONTROL BIOLOGICO

El proceso de desarrollo de un biopreparado y/o bioplaguicida requiere de diferentes fases que
abarcan desde el aislamiento del organismo, su identificacidn, caracterizacion, seleccion vy el
desarrollo de los bioensayos de eficacia, hasta la ejecucion de los ensayos piloto bajo
condiciones reales de aplicacion. En dicho proceso, una de las primeras y mas importantes

etapas en los programas de biocontrol (Stock SP, 2005).

Al establecer una interaccion o relacion patogénica se establecen y reproducen consumiendo y
eliminando diversos grupos de insectos, entre los cuales se encuentran plagas de diversas
plantas, tanto naturales como cultivadas. Las bacterias sirven como fuente de alimento esencial
para completar el ciclo de vida de los nematodos entomopatogenos (Lewis, 2006).

Este proceso es basico e indispensable, eventualmente posee también impacto directo en el
éxito del agente de control biol6gico y en muchas ocasiones, son necesarios métodos de anélisis
especificos, no solo para el control de calidad sino también para hacer su trazabilidad, asi como

los andlisis de residuos e impacto ambiental (Stock SP, 2005).
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11. ALIMENTACION

Segun (Adams, 2002) los nematodos se alimentan, desarrollan y se reproducen dentro de los
tejidos degradados por bacterias o insectos, dando lugar a una 0 mas generaciones, dependiendo
del tamafio del hospedador. Cuando se agotan los recursos aparecen las nuevas formas
infectivas que, tras incorporar la bacteria simbionte en su tubo digestivo, emergen del cadaver
del insecto para buscar un nuevo hospedador. Los nematodos de insectos, normalmente se
encuentran en el suelo, infectando muchas especies de insectos que se desarrollan en este habitat
(Kaya, 1993).

12. BIOLOGIA Y GENERALIDADES (Métodos de captura, aislamiento y propagacion)
Por lo general, los nematodos entomopatégenos presentan una estrecha asociacion (simbiosis)
con bacterias especificas, las cuales son los agentes primarios que inician la infeccion en el
hospedante. Los nematodos transportan internamente bacterias especificas que son liberadas en
el interior del cuerpo del insecto después de que el nematodo penetra a través de aberturas
naturales como boca, espiraculos y ano. Estas bacterias se multiplican dentro del insecto y lo
matan al causarle septicemia (infeccion generalizada). La infeccion causa un cambio de
coloracion en los cadaveres producidos por dichas bacterias asociadas, dependiendo del insecto
parasitado, adquieren diferentes coloraciones (Cruz-Martinez, Ruiz-Vega, MatadaMas-Ortiz,
Cortés-Martinez, & Rosas-Diaz, 2017).

12.1. Métodos de captura

Para la captura de Nematodos Entomopatdgenos se toman muestras de suelo, preferiblemente
utilizando larvas de ultimo instar de Galleria mellonella (Bedding & Akhurst, 1975), insecto
muy susceptible al ataque de estos organismos. La cria se mantiene en una camara con 67% de
humedad relativa y 29°C de temperatura, se alimenta con una dieta constituida a base de salvado

de trigo, levadura de cerveza, cera de abejas, glicerina, miel de abejas o formaldehido.

Los adultos se mantienen en frascos grandes de vidrio para la oviposicion; y, los huevos y larvas
en recipientes de acrilico rectangulares de uso doméstico, el tiempo aproximado de obtencidn
de las larvas es de 30 dias (Bedding & Akhurst, 1975).

12.2. Aislamiento de nematodos
Para determinar la presencia de nematodos entomopatogenos en un terreno especifico se deben
tomar varias muestras del suelo y mezclarlas para obtener una muestra representativa y

homogeénea del area. Para el aislamiento se pueden utilizar trampas White o insectos trampa
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(Cebo de Galleria). Los nematodos recolectados deben pasar por los postulados de Koch para

comprobar si son entomopatogenos (Iniap, 2010).

12.3. Produccion de nematodos

El proceso de produccion In vivo consta de cinco etapas; inoculacién, cosecha, concentracion,
limpieza (Shapiro-llan, Han, & Dolinksi, 2012) y almacenamiento. En la primera etapa se
inoculan los insectos con JI en bandejas con papel absorbente. Después de 2-5 dias, los insectos

infectados son transferidos a trampas White modificadas

(Moreno Salguero, Bustillo, Lopez, Castro Valderrama, & Ramirez Sanchez, 2012). El periodo
de cosecha es determinado por la concentracién del inoculo, las condiciones ambientales
proporcionadas, ciclo de vida del nematodo entre otros pardmetros a estandarizar. Una vez los
nematodos se diferencian en IJ emergen y migran al agua que rodea la trampa, esta agua es
transferida a Erlenmeyers o vasos de precipitados, donde los JI se decantan, se extrae el agua
de desecho y se adiciona nuevamente agua destilada estéril o solucion salina, se contabilizan y

se almacenan en espumas de poliuretano estéril (Realpe, Bustillo, & Lopez, 2007).

12.4. Identificacion de nematodos
La identificacion de género y especies nematodos se realiza tradicionalmente por métodos
morfoldgicos, sin embargo, en la actualidad esta metodologia se complementa con las

herramientas moleculares (Stock SP, 2005).

Tradicionalmente se ha usado identificacién morfoldgica, estos métodos necesitan especialistas
y que ademas de ser complicados, toman mucho tiempo (Poinar, 1975, 1991). En la actualidad
también se usan técnicas moleculares como RAPD y RFLP que han sido exitosas para la

identificacion de nematodos entomopatdgenos.

La identificacién se fundamenta en medidas hechas a partir de estructuras presentes en los
estadios juveniles infectivos. Sin embargo, para lograr una buena identificacion es necesario
aislar el microorganismo en cultivos puros o al menos, aislar poblaciones. La poblacion
microbiana en cualquier ambiente natural es muy grande y, por lo tanto, cuando un insecto
muerto es recogido para el cultivo de indculo infectivo, es muy comdn encontrar también
hongos, bacterias y otros microorganismos saprotroficos que no tienen potencial como agentes

especificos para el control de plagas (Stock, Campbell, & Nadler, 2001)

13. VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS
e ;Que tipo de Nematodos Entomopatdgenos son mas utilizados?

e ;Qué funcion cumplen los Nematodos Entomopatdgenos?
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14. METODOLOGIA

Se llevo a cabo una metodologia descriptiva cualitativa no experimental, con una modalidad
bibliografica documental. En la cual se incluye una estrategia de busqueda completa constando
como base principal a google académico en paginas web reconocidas como Scielo, Redalyc,
Dialnet, ResearchGate y finalmente se realiz6 una bisqueda manual con palabras especificas
para obtener articulos o documentos con relacion a nematodos entomopatdgenos, tomando en
cuenta la seleccion de los articulos que contenga los métodos de captura, aislamiento y
propagacion (Arias, 2021).

14.1. Estrategia de busqueda

Se realiz6 una busqueda especifica desde el mes de octubre de 2021 en Google académico.
Siendo los términos de busqueda mas frecuentes: Nematodos entomopatdgenos afiadiendo
términos como control biolégico, protocolos, captura, aislamiento, propagacion, usos,

aplicaciones (Arias, 2021).

14.2. Definiciones de temas
Los temas maés relevantes para este trabajo de investigacion fueron: Métodos, protocolos,
control biologico, captura, aislamiento en (Galleria melonella), propagacion de nematodos

entomopatogenos (Arias, 2021)

14.3. Estrategias de busqueda en bases de datos

Se realiz6 la busqueda de investigaciones detalladas y precisas acerca del aislamiento,
propagacion de nematodos entomopatdgenos en (Galleria melonella) para el control de plagas
en los diversos cultivos agricolas como cultivos de café, palma de aceite, pifia, etc.
Posteriormente se utilizaron palabras claves al tema de investigacion de diversos recursos

digitales confiables y de alto impacto (Arias, 2021).

14.4. Gestion bibliogréafica

La informacion descargada se encuentra en el gestor bibliografico Mendeley, la cual permite
construir bibliotecas y sea de acceso rapido. Mendeley es Util para cualquier tipo de
investigacion documental. Se basa principalmente en gestionar y compartir documentos de
investigacion, encontrar nuevos datos y colaboracion en linea, combina una version de
escritorio (Mendeley Desktop) con una version web (Mendeley Web) que se sincronizan

automaticamente (Alcald, 2019).
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Los 200 documentos que fueron encontrados, se los agrupo mediante codigos en una base de
datos de Excel, lo que facilita la bldsqueda por cddigo mediante la categorizacién del

documento, afio, idioma, nematodo utilizado, insecto al que afecta (Arias, 2021).

Gréfico 1. Almacenamiento y busqueda de la informacion en el gestor bibliografico Mendeley
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Elaborado por: (Arias, 2021)
14.5. Limpieza de datos
Criterios de inclusion: Se incluyo y descarg0 toda la informacion y documentacion relacionada

a los nematodos entomopatogenos.

Seleccidn de los documentos: Se seleccionaron los documentos que tenian relacion con temas
referentes a nematodos entomopatdgenos, se elimind los elementos duplicados y los
documentos validos se los descargo en el gestor bibliografico Mendeley. Finalmente, se
procedio a registrar cada documento en la base de datos Excel, contando con un equivalente a
200 articulos encontrados (Arias, 2021).

14.6. Codificacion de base de datos
La informacién recolectada mediante la investigacidn se registro en una base de datos de Excel,
ya listos los documentos que cumplian con los pardmetros requeridos el siguiente paso fue

codificarlos.

Después de codificar cada uno de los 200 articulos encontrados, se revisé los diversos temas y
conceptos de forma sistematica, después de ello se aplico un filtré en la base de datos en las
diferentes categorias hasta la construccion del reporte final de la revision de literatura (Arias,
2021)

15. PROCEDIMIENTO
A continuacion, se detallan las acciones que se tomaron para el desarrollo de la presente

investigacién con sus etapas respectivas.
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Gréfico 2. Secuencia de la metodologia utilizada
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16. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

16.1. Revision Bibliogréafica

El nimero de publicaciones en las cuales se abordaron temas y aspectos con relacion a la
tematica establecida (captura, aislamiento y propagacion de Nematodos entomopatdgenos es
cuantiosa, por consiguiente, se analizan los indicadores bibliométricos como: los mas citados,
palabras claves o més utilizadas para la basqueda referente a los nematodos entomopatégenos
(Arias, 2021).

16.2. Distribucion de la Informacion

El trabajo de investigacion contiene 200 documentos bibliograficos, descargados en los meses
de noviembre y diciembre del 2021 y enero del 2022, consecuentemente se sistematizo la
informacion en una base de datos (tablas de Excel) para poder agilizar el mismo. Entre los
documentos encontrados constan articulos de revista cientifica, articulo resefia, boletin, boletin
cientifico, conferencia, informes, notas cientificas, tesis de maestria, tesis doctoral y trabajos

de investigacion, los cuales fueron seleccionados de acuerdo a la metodologia anteriormente
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mencionada tomando en cuenta la tematica de los protocolos de captura, aislamiento y

propagacién de nematodos entomopatégenos (Arias, 2021).

17. REPORTES DE TABULACION

En esta seccion se detallara los datos tabulados mediante tablas y graficos de la informacion
recabada en los meses de estudio, entre ellos esta el tipo de estudio realizado, el afio en el que
se publico la informacion, el idioma en el que se encontraron los documentos, el pais de origen
del documento, si el método de investigacion fue de captura, aislamiento o propagacion, la
especie 0 género de nematodo aplicado y finalmente la especie hospedante en la que el

nematodo atacé (Arias, 2021).

17.1. Documentos encontrados y clasificados de acuerdo al tipo
En esta seccion se detallara la cantidad de documentos encontrados y posteriormente

clasificados segun su tipo.

Tabla 2. Tipo de documentos recabados en la investigaciéon.
DE ACUERDO AL TIPO

TIPO DE DOCUMENTO CANTIDAD
Acta 3
Articulo de revista cientifica 174
Articulo Resefia 1
Boletin 10

Boletin Cientifico
Conferencia
Informe
Nota cientifica
Tesis de Maestria
Tesis Doctoral
Trabajo de investigacion

TOTAL 200
Elaborado por: (Arias, 2021)
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Grafico 3. Tipo de documento recabado en la investigacion

DE ACUERDOAL TIPO DE DOCUMENTO

174
180
160
140
120
100
80
:
3 1 10 1 1 2 3 1 2
28 - -_— B = & o e & o -
D > > > ) . 2 . > >
?‘0 "\.&Q e,%@\\ o\é\\ &3\0 .é@ &0&\ 'g& %\&\ O&o‘ _%Oo
& ) & & S & o o &
[ O O & 5 > Q @é‘
& ® ~ & & S & S
& & F s
@ o Q)o\ <& ¥
¥ Y
o S
. \o“\\ Q&Q’
X0
I

Elaborado por: (Arias, 2021)
Interpretacion

De acuerdo a las tablas y graficos mostrados se determina que en la presente investigacion se
recopil6 174 articulos de revista cientifica, seguido por un total de 10 documentos boletines, 3
documentos actas y 3 tesis de maestria, seguidamente se obtuvieron 2 boletines cientificos, 2
notas cientificas y 2 trabajos de investigacion, finalmente se obtuvo 1 articulo resefia, 1

documento de conferencia, 1 informe y 1 tesis doctoral (Arias, 2021).

17.2. Afio de publicacion del documento
A continuacién, se detalla los afios en los que fueron encontrados los documentos para la

investigacion.

Tabla 3. Afio de publicacion de los documentos
ANO DE PUBLICACION

ANO CANTIDAD
1983 1

1988
1989
1994
1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006

D O, NWDNDNEFEEFEPDN

e
N O



21

2007 8
2008 10
2009 7
2010 18
2011 12
2012 16
2013 5
2014 14
2015 10
2016 6
2017 9
2018 10
2019 5
2020 11
2021 10
TOTAL 200

Elaborado por: (Arias, 2021)

Gréfico 4. Afo de publicacion de los documentos.
ANO DE PUBLICACION
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Elaborado por: (Arias, 2021)
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Interpretacion

De acuerdo a las tablas y graficos mostrados se determina que en la presente investigacion se
recopilé mayor informacion en el afio 2010 con un total de 18 documentos, seguido del afio
2012 que se obtuvo 16 documentos, en el afio 2014 se obtuvieron 14 documentos y finalmente
en los siguientes afos fueron cantidades menores a 13 de lo que resta de afios (Arias, 2021).

17.3. Idioma de los documentos clasificados

Se detalla a continuacion el idioma de los documentos registrados en la investigacion.

Tabla 4. Idioma de los documentos

IDIOMA DE DOCUMENTOS

IDIOMA CANTIDAD
Espariol 102
Espariol e Inglés 36
Inglés 58
Inglés y Portugués 1
Portugués 3
TOTAL 200

Elaborado por: (Arias, 2021)

Grafico 5. Idioma de los documentos clasificados
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Elaborado por: (Arias, 2021)
Interpretacion

Se determina que la mayor cantidad de documentos encontrados en esta investigacion fueron
en idioma espafiol con un total de 102 documentos, seguido de un total de 58 documentos en
idioma inglés, contamos un total de 36 documentos que se encontraron en idioma espafiol e
inglés, 3 documentos que encontramos en idioma portugués y finalmente 1 documento que
encontramos en idioma inglés y portugués (Arias, 2021).
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Se determina la cantidad de paises en donde se realizaron las investigaciones y posteriormente

se registra los datos.

PAIS
NOMBRE DEL PAIS
Africa
Alemania
Argentina
Asia (Continente)
Australia
Bélgica
Brasil
Canada
Chile
China
Colombia
Costa Rica
Croacia
Cuba
Ecuador
Egipto
Eslovenia
Espafia
Estados Unidos de América
Grecia
Hungria
India
Iran
Israel
Italia
México
Londres
Nepal
Nicaragua
Pakistan
Per(
Portugal
Reino Unido
Eslovenia
South Africa
Turquia
Venezuela
TOTAL

Tabla 5. Paises donde se originaron las investigaciones
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Elaborado por: (Arias, 2021)

Gréfico 6. Paises donde se originaron las investigaciones
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Elaborado por: Arias, 2021

Interpretacion

De acuerdo a la grafica se muestra con un valor de 34 el nimero de documentos encontrados
en Estados Unidos, seguido de Colombia que muestra un total de 25 documentos originarios de
ese pais, encontramos que en Turquia también hay una cifra significativa en cuanto al nimero
de documentos encontrados que fueron 19, finalmente existen diversos paises que hay cifras
menores a 14 alrededor del mundo (Arias, 2021).

17.5. Método para la obtencioén de nematodos

En esta seccion para saber cual era el proceso para la obtencion de nematodos, requirio de la
lectura de los métodos y proceso de captura, aislamiento o propagacion.

Tabla 6. Método obtencion de nematodos
METODO DE OBTENCION DE NEMATODOS

METODO CANTIDAD
Aislamiento 100
Aislamiento y propagacion 27
Captura 2
Captura y aislamiento 12
Captura, aislamiento y propagacion 6
Propagacion 53
TOTAL 200

Elaborado por: (Arias, 2021)
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Grafico 7. Método de obtencién de nematodos
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Elaborado por: (Arias, 2021)

Interpretacion
Se determina que la mayor cantidad de documentos encontrados son de aislamiento con un total
de 100, siguiéndole el método de propagacion con un total de 53 documentos, consecutivamente
hay un total de 27 documentos de aislamiento y propagacion, le sigue captura y aislamiento de
nematodos con un total de 12 documentos, la union de los tres métodos con un total de 6
documentos y finalmente se documentaron 2 documentos pertenecientes a captura (Arias,
2021).
17.6. Género de nematodo que ataca al huésped
Se determina que al realizar la investigacion existen varios géneros de nematodos, los cuales
son de gran utilidad para el control plagas que afectan los cultivos de interés, generando un
control biologico que ayuda al medio ambiente.

Tabla 7. Qénero de nematodo
ESPECIE O GENERO DE NEMATODO

GENERO CANTIDAD
Heterorhahditis bacteriophora 23
Heterorhabditis bacteriophora Poinar 5
Heterorhabditis zealandica Poinar 8
Steinernema carpocapsae 26
Steinernema diaprepesi 1
Steinernema feltiae 31
Steinernema innovationi 1

Steinernema kraussei 3



Beddingia siricidicola
Heterorabditis indica Poinar
Heterorhabditidoides chongmingensis
Heterorhabditis atacamensis sp
Heterorhabditis baujardi
Heterorhabditis georgiana
Heterorhabditis indica
Heterorhabditis megidis
Heterorhabditis pakistanensis
Heterorhabditis Poinar

R e I = e S I S

Heterorhabditis sp. 1

o

Heterorhabditis Steinernema
Heterorhabditis taysearae Azohoue
Heterorhabditis zealandica

-
[ERN

Ichthyofilaria argentinensis
Neoaplectana carpocapsae
Neoaplectana feltiae
Orrina phyllobia
Rhabtitidae
Steinernema affine
Steinernema arboreum
Steinernema australe
Steinernema brazilense
Steinernema cholashanense
Steinernema colombiense
Steinernema cubanum
Steinernema glaseri
Steinernema lamjungense
Steinernema masoodi
Steinernema rarum
Steinernema riobrave
Steinernema scapterisci
Steinernema siamkayai
Steinernema siamkayai

P NP, AR ERPRPNRPRPNMNNRPR,PRPNRRRPRRRRPRE

N
N

Steinernema Sp
Steinernema weiseri
Steinernema abbasi

Steinernema scarabaei
Strelkovimermis spiculatus

N P W DN

Especie no determinada
TOTAL 200
Elaborado por: (Arias, 2021)
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https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/steinernema
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Gréfico 8. Género de nematodo que ataca al huésped
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Elaborado por: (Arias, 2021)

Interpretacion

Se determina que la mayor cantidad de especie de nematodo fue el género Steinernema feltiae,
con un total de 31 documentos, siguiendo el nematodo del género Steinernema carpocapsae
con un total de 26 documentos, el siguiente género es Heterorhabditis bacteriophora con un
total de 23 documentos, con un total de 22 documentos encontramos el género Steinernema Sp,
finalmente los documentos restantes tienen un total inferior a 21 de lo que se encontré en la
literatura (Arias, 2021).

17.7. Especie hospedante o atacada
Se determina que fueron varias las especies atacadas en la literatura que se investigd, varias de

ellas atacan cultivos de gran importancia a nivel mundial.

Tabla 8. Especie hospedante
ESPECIE HOSPEDANTE

ESPECIE CANTIDAD
Abejorro europeo
Avispa de madera

Babosa terrestre
Bacterias simbiontes
Barrenador de alcachofa
Barrenador de cafia de azlcar
Barrenador del brote

N R N BRE PR



Barrenador del melocotonero
Barrenador gigante de la palma

Barrenador menor de grano almacenado
Barrenador de raices de palma de aceite

Biotipo de mosca blanca B
Broca del café
Calao papu
Chinche de pasto
Cochinilla algodonosa
Cucaracha roja
Dengue
El gorgojo anual del pasto azul
Escarabajo
Escarabajo de cafia de azUcar
Escarabajo de hoja
Escarabajo de la remolacha
Escarabajo de la savia de la fresa
Escarabajo de papa colorada
Escarabajo del pulso
Escarabajo hoja de cereal
Escarabajo japonés
Escarabajo pulgas adultos
Escarabajo sanjuanero
Escarabajo terrestre
Escarabajo turqués
Gallina ciega
Gorgojo de alfalfa
Gorgojo de avellana
Gorgojo de granero
Gorgojo de la rosa
Gorgojo de remolacha azucarera
Gorgojo de vid
Gorgojo del arroz
Gorgojo del maiz
Gorgojo del pino
Gorgojo negro
Guano del murciélago
Gusano blanco
Gusano blanco de césped
Gusano cabezudo
Gusano Cogollero
Gusano cortador negro
Gusano de Cera
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https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/curculionidae

Gusano de col
Gusano de la harina
Gusano de la hoja del algodon
Gusano de manzana
Gusano de naranja
Gusano del tabaco
Larva (Phyllophaga menetriesi)
Larva blanca
Larva de ovos
Larvas de abejorro
Larvas de escarabajos
Larvas de gorgojo de remolacha
Larvas de la polilla de la manzana
Merluza comin
Minador de hoja de tomate
Mosca blanca
Mosca blanca de Invernadero
Mosca de alas manchadas
Mosca de la fruta
Mosca de la fruta del mango
Mosca de la India
Mosca de la remolacha
Mosca de olivo
Mosca de sierra amarilla
Mosca del cuerno
Mosca doméstica
Mosca Mediterranea de la fruta
Moscas de los estigmas
Mosquito comun
Nematodo fitopatogeno
Palomilla de la manzana en diapausa
Picudo de citricos
Picudo de guayaba
Picudo de la cafia de azucar
Picudo de la capsula
Picudo de la pifia
Picudo de la raiz
Picudo negro
Picudo rayado
Picudo rojo de las palmeras
Plaga de césped
Polilla de cera
Polilla de girasol
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Polilla de la harina
Polilla del puerro
Polilla del tomate
Polilla del tubérculo de la papa
Polilla dorso de diamante
Polilla mediterranea
Polilla negra (Dalaca pallens)
Salivazo
Salivazo de la raiz de cafia de azUcar
Salta hoja de palmas
Tigre del platano
Trips
Trips anillados
Trips de cebolla
Trompillo
Zancudo
Sin determinar

TOTAL 200
Elaborado por: (Arias, 2021)
Gréfico 9. Especie hospedante
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Elaborado por: Arias, 2021

Interpretacion

Se determina que en 13 documentos no se pudo identificar la especie hospedante, sin embargo,
se encontraron 12 documentos con la especie de género polilla de cera con un total de 12
documentos encontrados, el restante son documentos que no cuentan con una especie repetida

por ello existe una amplia gama de especies determinadas (Arias, 2021).
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18. CONCLUSIONES

A

Revisadas las bases bibliograficas se encontraron 200 articulos que incluyen los
métodos de obtencion de nematodos, hallando 100 articulos con el método de
aislamiento, 53 articulos con referencia al método de propagacion, 2 métodos que
refieren a captura y finalmente se encontraron 45 articulos con referencia a las 3
temadticas “captura, aislamiento y propagacion”.

En los altimos 10 afios los estudios con relacion a los métodos de captura, aislamiento
y propagacion ha permitido el desarrollo de la agricultura, creciendo de manera
promisoria, lo que ha contribuido ampliamente las investigaciones.

De acuerdo a la revision bibliogréafica se establecio una infografia y protocolos con los

métodos de captura, aislamiento y propagacion de nematodos entomopatdgenos.

19. RECOMENDACIONES

A

Usar adecuadamente las palabras claves para la revision bibliogréafica permitiendo una
blasqueda efectiva, para el desarrollo eficiente de la investigacion.

Usar una base de datos como hoja de célculo, para que facilite clasificar y ordenar la
informacién levantada en la revision bibliografica.

Utilizar un gestor bibliogréfico que se ajuste a las necesidades del investigador, el cual
permita clasificar, ordenar y archivar las citas bibliograficas seleccionadas.

Dar el uso adecuado a los protocolos de nematodos entomopatdgenos en su captura,
aislamiento y propagacion basada en esta revision bibliogréfica.
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20. INFOGRAMA DEL PROCESO DE CAPTURA, AISLAMIENTO Y

PROPAGACION DE NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS

Gréfico 10. Infograma de proceso de Captura, Aislamiento y Propagacion de Nematodos Entomopatégenos
Recoleccion de

las muestras de
suelo

Propagacion y Extraccion de los
almacenamiento nematodos de las
de Nematodos E. muestras

Aislamiento de
NE en larvas de
Galleria
mellonella

Traslado de
larvas infectadas
a trampas White

Elaborado por: (Arias, 2021).

21. PROTOCOLOS DE CAPTURA, AISLAMIENTO Y PROPAGACION DE
NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS

21.1. Introduccion

(Castillo C., 2011) menciona que los nematodos son organismos eficientes de control bioldgico
que forman asociacidon mutualista con bacterias y de esta asociacion se benefician ya que las
bacterias interfieren directamente con el sistema de inmunidad del huésped, matando al insecto
hospedero por septicemia descomponiendo sus tejidos y generando antibioticos que inhiben el
crecimiento de hongos y otras bacterias. Lo cual permite a los nematodos al multiplicarse dentro

del cadaver y dispersarse en la naturaleza.

De ello el motivo por el cual se realizan los protocolos de captura, aislamiento y propagacion
de nematodos entomopatogenos, de acuerdo a la realidad del campus Salache por lo que se

menciona lo siguiente:
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21.2. Método de Captura
1. Para realizar la captura de nematodos en primer lugar se recomienda aplicar el método
de Poch, el cual consiste en tomar muestras de suelo en un area seca o humeda a
facilidad del investigador, tratando de eliminar las piedras y terrones de tierra, con
herramientas o materiales que estén previamente desinfectadas o esterilizadas, la
muestra puede ser de cualquier cultivo o alguno de preferencia procurando tomarlas

entre hileras o surcos.

Elaborado por: (Lizcano, 2017).
2. Seguidamente en el terreno seleccionado se escoge tres sitios de los cuales se toman tres
muestras respectivamente de cada sitio de aproximadamente de 1 kg, de las cuales las
submuestras se obtienen al azar a una profundidad de 15 a 30 cm, en el caso de obtener
muestras de cultivos perennes se recomienda tomar muestras a una profundidad de 30 a

90 cm.

Elaborado por: (Orozco, 2014).

3. Una vez obtenida la muestra se debe colocar en una bolsa plastica resistente y hermética

con su respectiva etiqueta en la cual contenga todos los datos de la muestra.

Elaborado por: (McMullen 11, 2014).

4. Se transporta la muestra al laboratorio o sitio en el cual se van a extraer los nematodos,
la cual debe ser de manera inmediata, para la seleccion o extraccion se debe realizar en

los medios y en la disponibilidad de materiales que se disponga.



34

Elaborado por: ((Arcfz), 2021).
21.3. Método de Aislamiento
1. A continuacion de la obtencion de las muestras se van a tamizar en un recipiente de 500
ml humedeciéndola previamente, para realizar este proceso se van a utilizar 5 larvas de
Galleria mellonella de ultimo estadio, las cuales se agregan en los recipientes
mencionados, se colocan sus respectivas tapas y se invierte por alrededor de 7 dias a

temperatura ambiente.

Elaborado por: (Sanchez M. , 2022).

2. Una vez realizado este proceso se realiza la extraccion de los cadéveres de los insectos
ya infectados con nematodos y se los somete a desinfeccion y se traslada con mucha

precaucion a las trampas White.

Elaborado por: (Monteiro, 2014).

3. Las trampas White consiste en colocar un recipiente con agua destilada que pueda
contener en su interior el recipiente con su respectivo medio que son las larvas
infectadas.

A\

Elaborado por: (A.M Caicedo, 2004).
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4. Para el aislamiento de las larvas infectadas, primero se debe colocar dentro de un
recipiente una toalla o papel hiimedo tratando de adaptarla al tamafio del recipiente
previamente humedecido, luego se coloca las larvas del insecto, se las cubre con un

plastico de color oscuro evitando la luz y se espera a que estas emerjan y se multipliquen.

Elaborado por: (Burgos, 2017).

21.4. Método de Propagacion
1. Los nematodos empiezan a emerger cuando llegan al tercer estado juvenil
aproximadamente a los 6 dias, los nematodos se movilizan por el papel himedo hasta

llegar al agua destilada del plato o recipiente donde quedan atrapados.

%

b

Elaborado por: (Avila, 2018).

2. Se recolecta el agua con los nematodos y se renueva el medio por cuatro dias mas, para
que estos sigan multiplicaindose y seguir recolectando mas cantidad de nematodos,
siempre y cuando estén en su tercer estadio, los nematodos que siguen reproduciéndose

deben ser descartados debido a que no son infectivos.

A\

Elaborado por: (McMullen 11, 2014).

3. Los nematodos ya cosechados deben ser trasladados a recipientes con agua destilada,
colocandolos de forma inclinada por 20 minutos aproximadamente para que los

nematodos lleguen al fondo del recipiente
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Elaborado por: ((Senasica), 2019)

4. Finalmente se repite este proceso lavando y cambiando el agua las veces necesarias y
conveniente del investigador, asi ir descartando el agua sobrante y recolectar nematodos

para su posterior almacenamiento (Arias, 2021).

Whatman

Elaborado por: (McMullen 11, 2014)
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