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RESUMEN

Los nematodos son un amplio grupo de invertebrados, los cuales desde el punto de vista agricola,
reside en que estos comprenden un gran nimero de especies perjudiciales para los cultivos. Para
estudiar los nematodos se debe establecer su morfologia, reproduccion, nutricién, ambiente 6ptimos
de crecimiento y la interaccion simbiética que realizan con algunas bacterias, ya que poco se conoce
del beneficio o las propiedades que esta asociacion brinda al nematodo, razén por la cual en este
estudio tuvo como objeto conocer la importancia de la interaccion entre nematodos y bacterias, para
esto se llevd a cabo el método de Baermann mediante el cual se capturaron nematodos
fitopatégenos del tabaco donde posteriormente se realizé un aislamiento de las bacterias presentes
en los nematodos, encontrando que estas bacterias corresponden a una tincion Gram negativa y
forma bacilar, posteriormente mediante pruebas bioquimicas se logré inferir que tales bacterias
pertenecen a la familia Enterobacteriaceae.
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ABSTRACT

Nematodes are a large group of invertebrates, which, from the agricultural point of view, comprise a
large number of species harmful to crops. To study the nematodes you must establish their
morphology, reproduction, nutrition, optimal growth environment and the symbiotic interaction with
some bacterias, this because the benefits or the properties That this association gives to the
nematodo is little-known, this is why this study has as an objective to know the importance of the
interaction between the nematodes and the bacterias. For this we conducted the Baerman method
whereby we capture nematods phytopathogen from the snuff, then we did an isolation bacterias that
were in the nematodes, findind that those bacterias were a negative Gram staining with a bacillary
form. After this, by biochemical tests, we can infer that those bacterias belong to a enterobacteriaceae
family.
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INTRODUCCION

Los nematodos son animales microscopicos
invertebrados, pertenecientes al Phylum
animal Nematoda. Se encuentran en una
amplia gama de habitats, especialmente en el
suelo y el agua. La mayoria son saprofitos
pero algunos son parasitos de animales o de
plantas. Los nematodos parésitos de las
plantas se clasifican en los Ordenes
Dorylaimida y Tylenchida, existen nematodos
fitopatbgenos formadores de agallas en la
raiz, denominados endoparasitos sedentarios,
cuya importancia agricola, reside en que
comprenden un gran nimero de especies
perjudiciales para los cultivos. Los nematodos

fitopatdégenos, son una plaga de importancia
economica en el mundo, especialmente en
paises tropicales y subtropicales (Llanos
Manuel, 1982). Unos de los cultivos afectados
en Colombia es el del tabaco el cual
representan ingresos, generando empleo para
los agricultores (Munera, 2003), sin embargo
la introduccion de nuevas variedades de
tabaco o la ampliacién del cultivo lleva consigo
un desequilibrio ecolégico que ocasiona la
proliferacion de nuevas razas de este
patégeno.

Para estudiar los nematodos se debe
establecer su morfologia, reproduccion,
nutricién, ambiente 6ptimo de crecimiento y la



interacciébn simbidtica que realizan con
algunas bacterias; ya que poco se conoce
sobre la utilidad o las propiedades que esta
asociacién brinda al nematodo, para llegar a
establecer tales beneficios se deben conocer
los métodos de captura, la forma de extraer
las bacterias y medios de cultivo para su
aislamiento y posterior identificacion.

Por otra parte uno de los géneros mas
distribuidos en los cultivos de tabaco es el
nematodo agallador de raices Meloidogyne
spp, este reduce el crecimiento de las plantas
(Munera, 2003), existiendo méas de 80
especies distribuidas en el mundo, donde la
especie a la cual se le atribuye el mayor dafio
econdmico es  Meloidogyne incognita
(Eisemback, 1997). Para infectar la planta, el
nematodo emplea una estructura
especializada llamada estilete, la cual al
insertarse en las células vegetales de las
raices genera secreciones enzimaticas que
licuan su interior, posteriormente absorben el
material pre digerido y llevan a cabo una
digestion completa gracias a la presencia de
esoéfagos.

Las bacterias relacionadas con el nematodo
Meloidogyne spp son  Pseudomonas,
Actinobacteria y enterobacterias (Adam M,
2012), también se ha indicado que los
microorganismos benéficos asociados y
aislados de agallas de nematodos pertenecen
a las especies de Bacillus cereus, B. subtilis
B. megaterium y Paecilomyces farinosus
(Gallegos Gabriel, et al. 2007)

MATERIALES Y METODOS

Colecta de la muestra

Se realiz6 un muestreo aleatorio (Fig. 2) en un
cultivo de tabaco de la finca Bellavista ubicada
en el municipio de girén Santander (Fig. 1),
cuya area es de 1 Hm2 (Fig. 2). Se
seleccionaron 10 arboles al azar y se realiz6
una colecta de 1 Kg de suelo a una distancia
de 15 cm del tallo y a una profundidad de 20
cm, posteriormente se mezclaron las
submuestras y se obtuvo una muestra madre
(Fig. 3), de la cual se extrajo 1 Kg.

Figura 1. Cultivo de tabaco. Fuente autores.
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Figura 2. Toma de muestra en zigzag — aleatoria simple
de la finca Bellavista. Fuente autores.

Captura o Extraccién de nematodos

Se realiz6 la captura de los nematodos
siguiendo el protocolo del embudo de
Baermann (1961), el cual consiste en la
preparacién de una emulsibn compuesta de
10 gramos de suelo y 50mL de agua destilada,
mezclandose por inmersion hasta desintegrar
el suelo, posteriormente se realiz6 un
tamizado de esta emulsion y se tomaron
cuatro embudos tapados en su extremo con
gasa y se ubico sobre el papel filtro, adicional
a esto se llenaron con agua destilada.
Seguidamente se introdujo en la parte
superior 100 g de suelo tamizado en cada
embudo (Fig. 4) y se dej6 reposar por un lapso
de tiempo entre 12 a 24 horas, ya que los
nematodos se caracterizan por migrar hacia
regiones himedas. Finalmente, se recogieron
unas gotas y fueron observadas al
microscopio para la confirmacion de la
presencia de nematodos en la muestra.



Figura 3. Preparacion de la muestra mediante el método
embudo de Baermann. Fuente autores.

Aislamiento de bacterias

Se tomaron 1000 pL de la muestra de agua
recolectada mediante el método de Baermann
y se depositd en agar nutritivo incubando a
temperatura ambiente en condiciones de
aerobiosis y anaerobiosis, posterior a ello, se
observd el crecimiento de colonias
bacterianas; macroscOpicamente diferentes
de las que se seleccionaron ocho colonias
cuya tincion y forma corresponden a bacilos
Gram negativos.

Posteriormente, las colonias seleccionadas se
repicaron en agar MacConkey en condiciones
de anaerobiosis a temperatura ambiente.

Pruebas bioquimicas

Las colonias aisladas se sembraron en Agar
XLD, Agar Bismuto sulfito y Agar Hektoen,
también se realiz6 prueba catalasa y oxidasa
a cada una de ellas.

RESULTADOS

Captura o Extraccién de nematodos

Se confirmé la presencia de nematodos en la
muestra madre proveniente de un cultivo de
tabaco, mediante la observacién directa al
microscopio (Fig. 4), se logré observar el
nematodo en su estado juvenil (Fig. 4, a),

también se observé un nematodo adulto con
simetria bilateral y cuerpo alargado fusiforme
(Fig. 4, b, c) ademas empleado safranina
como colorante (Byrd et al, 1983).

Figura 4. Vista microscopica de nematodos en
microscopio 6ptico 40X, a) nematodo juvenil, b) nematodo
adulto con cuerpo alargado alargado c) nematodo adulto
con cuerpo alargado fusiforme . Fuente autores.



Ademas se identific6 algunas partes del
nematodo como su cubierta, boca, labios,
cloaca y estilete (Fig. 5), estas estructuras
indican que el nematodo es fitopatégeno y
comparando con los principales géneros de
nematodos que afectan el cultivo de tabaco
como Meloidogyne sp, Tylenchus sp vy
Tylenchorhynchus sp se infiri6 que el
nematodo capturado posiblemente pertenece
al género Meloidogyne sp (Fig. 6), Las
especies de este género atacan un amplio
espectro de plantas y constituyen el grupo de
nematodos de mayor importancia econémica
mundial (Zuckerman,1985).

Figura 5. Vista microscopica de nematodos en
microscopio optico 40X, se logra observar la parte trasera
del nematodo llegando a identificar su cloaca.

Aislamiento de bacterias

Se observé el crecimiento de colonias
bacterianas morfolégicamente diferentes (Fig.
7 - Tabla 1) cuya tincion y forma correspondia
a bacilos y cocobacilos Gram positivos y
negativos, cultivadas en condiciones de
anoxigenia, los resultados obtenidos a partir
del cultivo en condiciones de oxigenia fueron
omitidos puesto que no representaron una
variable significativa, por lo que a partir de aca
se trabajo6 con cultivos llevados a condiciones
de anaerobiosis.

Se observé el crecimiento de cuatro colonias
de las ocho colonias repicadas en agar
MacCokey (Fig. 8), Se lograron obtener
colonias puras de tincion Gram negativa y
forma bacilar, esto gracias a que este medio
tiene inhibidores (sales biliares y cristal
violeta) los cuales no permiten crecimiento de
la microbiota Gram positiva, ya que este
medio de cultivo es utillizado para el

aislamiento de Salmonella, Shigellas vy
bacterias coliformes (Merk, 2002).

N H

Figura 6. Comparacién morfolégica con macho
Meloidogyne incognita Fuente.Der. Autores; 1zq.
(Eisenback et al., 1981). 1) Cubierta alta y ancha, con
disco labial céncavo. 2) Labios medios separados, 3)
Punta del estilete.

Figura 7. a,b,c. Vista superior de colonias bacterianas
cultivadas en agar nutritivo también se observa la vista al
microscopio 6ptico 40X, de las colonias.



Tres de las cuatro colonias aisladas (Fig. 8, a,
b, ¢) presentaban una coloracion rosada, por
lo cual se deduce que estas colonias tienen la
capacidad de degradar la lactosa,
caracteristicas presentes en bacterias del
genero Klebsiella sp; una de las colonias
presentes en el medio era incolora (Fig 8, d)
caracteristica presente en bacterias del
genero Salmonella, Shigella o Proteus.

Figura 8. Colonias bacterianas en agar MacConkey.
a,b,c,d. Colonias de aspecto mucoide.

Pruebas bioguimicas

Catalasa

Mediante esta prueba se logré observar
efervescencia la cual corresponde al
desprendimiento de oxigeno libre debido a su
capacidad enzimatica de descomponer el
peréxido de hidrégeno, es decir se revela que
las colonias tienen esta enzima, y a su vez
indica que puede presentar una respiracion
aerobia o anerobia facultativo, pues la
literatura indica que la enzima catalasa se
encuentra en la mayoria de las bacterias
aerobias y anaerobias facultativas que
contienen citocromos.

Oxidasa

Teniendo en cuenta que los microorganismos
que se buscan son enterobacterias, y esta
prueba se realiza para diferenciar este grupo
bacteriano pues no poseen citocromo oxidasa
a excepcion de la familia Plesiomonas que es

oxidasa positivo (Romero Raul, et al. 2002).
Como se observa en la Figura 9 las colonias
nameros 1, 2 y 4 presentaron una coloracion
purpura, es decir que estos microorganismos
producen la enzima oxidasa la cual al oxidar
el sustrato presente en los discos se observa
dicha coloracion, Ademas la colonia 3
demostro la ausencia de dicha enzima pues
no produjo dicha coloracién.

Figura 9. Prueba de oxidasa para los 4 aislamientos. Obsérvese
que en tubo 3 la reaccion no es intensa indicando
presumiblemente que el microorganismo no cuenta con el
sistema citocromooxidasa.

Agar Bismuto sulfito

La fermentacion de la glucosa produce la
reduccién del sulfito con formacién de sulfuro
de hierro y colonias negras, tal como se
evidencia en la colonia 2 y 4, los repiques de
las cajas 1 y 2 no crecieron lo cual ocurre al
contenido de bismuto y verde brillante que son
inhibidores de toda la microbiota Gram
positiva y de la mayoria de la bacterias Gram
negativas. (Fig. 10).

1. 2. 3. 4.

Figura 10. Se observa la incapacidad de los microorganismos
para reducir sulfatos.

Agar Hektoen

Como se observa en la Figura 11 las colonias
namero 1y 2 presentan colonias verdes segln
la literatura estos microorganismos son no
fermentadores de lactosa.



En cambio la colonia niamero 3 presento
colonias anaranjadas es decir es un
microorganismo fermentador de lactosa pues
al acidificar el medio, se torna este color. La
colonia 4 no presento crecimiento.

1. 2. 3.

Figura 11. Aislamientos en agar hektoen. 1,2: Colonias azul
verdosas indican la presencia de Proteus sp. 3: Colonias color
salmon indica la presencia de Escherichia coli.

Agar XLD

En la figura 12 la caja nimero 4 form@ colonias
amarillas brillantes habitualmente rodeadas
de zonas nebulosas de precipitacion de sales
biliares tal, lo cual ocurre en la mayoria de los
microorganismos entéricos como E. coli,
Klebsiella y Enterobacter fermentan la lactosa
0 mas de un carbohidrato para producir acido
y son lisina negativa.

Algunas especies como Salmonella puede
presentar colonias rosa sin centro negro como
se observa en las colonias de las cajas 2y 3
(Fig.12), esto se debe a que descarboxilan la
lisina, aumentando el pH del medio.

La caja numero 1 (Fig.12) presentd colonias
transparentes y parecen rojas por el color del
medio, Organismos de lisina-positivos, no
fermentadores.

Figura 12. Aislamientos en agar xld. 1,2,3,4: muestran
reaccion que indica que pertenecen a patégenos entéricos.

CONCLUSIONES

Se logré capturar nematodos mediante el
protocolo del embudo de Baermann, y
observar estructuras, de las cuales se logré
una identificacion.

Comparando los protocolos de captura de
nematos, (embudo de Baermann y plato de
Oostenbrink) el que obtuvo un mejor
desempefio fue el embudo de Baerman ya
que este demostrd ser mas eficaz atrayendo
un gran nimero de nematodos y en poco
tiempo.

No se logré aislar las bacterias que estan
internamente en los nematodos porque en la
bibliografia consultada no se reporta tal
interaccién, sin embargo las bacterias
aisladas, tienen reportes en los cuales estan
asociadas al ambiente aledario, al habitad de
los nematodos.
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Resumen de resultados

Colonia | Catalasa | Oxidasa | Bismuto sulfito Hektoen XLD
1 + + No crecié No fermenta lactosa | No fermenta descarboxila lisina
2 + + Fermenta glucosa y reduccién a sulfitos | No fermenta lactosa | Descarboxila la lisina
3 + - No crecié Fermenta lactosa Descarboxila la lisina
4 + + Fermenta glucosa-reduccion del sulfito No crecié Fermenta lactosa- lisina negativa

Tabla 1.Resumen de las pruebas bioquimicas Fuente autores




