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RESUMEN: El objetivo del trabajo fue conocer la variabilidad molecular en una coleccion de aislamientos
venezolanos de nematodos entomopatdgenos y sus bacterias simbiontes, a través de la aplicacién de los
marcadores RAPD. Los ADN de los nematodos y bacterias fueron extraidos siguiendo una modificacion del
método de Dellaporta descrita por Salazar et al. Los RAPD se desarrollaron con los cebadores de los juegos
de reactivos OPA y OPB. Se determinaron las huellas genéticas de los aislados del nematodo y de la bacteria
simbionte. El total de bandas amplificadas para nematodos fue de 493 y para bacterias 496, con 99,18 y 100%
de polimorfismo, respectivamente. El agrupamiento obtenido para los nematodos estuvo relacionado con la
altitud sobre el nivel del mar a la que fueron colectados, mientras que para la bacteria se encontré tendencia
al agrupamiento segun el tipo de suelo del que provenian.
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Molecular varibility of Venezuelan isolates of entomopathogenic nematodes and their
symbiont bacteria

ABSTRACT: The aim of this study was to determine the molecular variability in a collection of Venezuelan
isolates of entomopathogenic nematodes and their symbiont bacteria through the application of RAPD markers.
The DNA of nematodes and bacteria were extracted by a modification of the method described by Salazar et
al. RAPD assay was developed with the primers from the kits OPA and OPB. Genetic fingerprinting of isolates
of the nematode and symbiotic bacteria were determined. The total amplified bands for nematode was 493
and 496 for bacteria, with 99,18 and 100% polymorphism, respectively. The clustering obtained for the nematodes
was related to the altitude above the sea level at which they were collected, while for the bacteria, the clustering
was in general related to the type of soil from which they came.
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INTRODUCCION ferentes organismos (hongos, bacterias y nematodos)
. . . fueron obtenidos en prospecciones y se evaluaron sus
En los dltimos 20 afios, el desarrollo cientificoytec-  potencialidades como agentes de control biolégico con

nolégico en Cuba y Venezuela propici6 el hallazgo y resultados satisfactorios (1,2).
desarrollo de diferentes cepas de organismos con po-
tencialidades para constituirse en ingredientes activos
de biopreparados/bioplaguicidas para uso agricola. Di-

Numerosas especies y géneros de nematodos des-
empefian funciones de organismos beneficiosos en los
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ecosistemas, asi por ejemplo, representantes de las
Familias: Mermithidae, Allantonematidae,
Neotylenchidae, Sphaerularidae, Rhabditidae,
Steirnenematidae y Heterorhabditidae fueron sefiala-
das con diferentes niveles de impacto, actuando como
agentes de control biolégico. Las dos Ultimas familias,
reciben en la actualidad la mayor atencion en el area
de control biolégico de plagas insectiles (3, 4, 5). Por
su gran potencial referente a este aspecto, se desta-
can los géneros Steinernema y Heterorhabditis (6).

El proceso de desarrollo de un biopreparado y/o
bioplaguicida requiere de diferentes fases que abarcan
desde el aislamiento del organismo, su identificacion,
caracterizacion, seleccion y el desarrollo de los
bioensayos de eficacia, hasta la ejecucion de los en-
sayos piloto bajo condiciones reales de aplicacion (7).
En dicho proceso, una de las primeras y mas impor-
tantes etapas en los programas de biocontrol, es la
seleccion certera de las cepas promisorias y el cono-
cimiento de su variabilidad genética.

Este tipo de informacién basica e indispensable,
eventualmente posee también impacto directo en el
éxito del agente de control biolégico (3, 5) y en mu-
chas ocasiones, son necesarios métodos de analisis
especificos, no solo para el control de la calidad sino
también para hacer su trazabilidad, asi como los ana-
lisis de residuos e impacto ambiental (7). En la actua-
lidad constituye una practica comudn la combinacion
de los andlisis de datos morfométricos y el uso de
técnicas moleculares (8).

El objetivo del presente trabajo fue conocer la varia-
bilidad genética de nematodos entomopatégenos y sus
bacterias simbiontes, aislados en Venezuela, a través
de la aplicacion de la PCR con cebadores arbitrarios,
como base para el trabajo conjunto del Centro Nacio-
nal de Sanidad Agropecuaria (CENSA) de Cubay el
Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA -
CENIAP) de Venezuela, en la prospeccion y desarrollo
de nematodos entomopatdégenos como una contribu-
cion al desarrollo de una agricultura sostenible en la
region.

MATERIALESY METODOS

A partir de trabajos de caracterizacion previos, rea-
lizados con la coleccién de nematodos
entomopatdgenos del laboratorio de Nematologia de la
Unidad de Proteccién Vegetal del Instituto Nacional de
Investigaciones Agricolas de Venezuela (INIA) (1), se
analizaron 12 aislamientos promisorios (Tabla), median-
te los marcadores de tipo RAPD para conocer la varia-
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bilidad genética de las mismas. El estudio se realizd
en el Laboratorio de Biotecnologia de INIA Maracay,
Estado Aragua y el Centro Nacional de Sanidad
Agropecuaria (CENSA) en la Habana, Cuba. Se tom6
como cepa de referencia la denominada HC1 proce-
dente de la coleccién del CENSA, identificada y ca-
racterizada por Sanchez (9).

Los nematodos se produjeron sobre el hospedante
alternativo Galleria mellonella (L.), empleando poste-
riormente el método de trampas White para su colecta
en agua destilada estéril. La soluciéon con los
nematodos, fue concentrada por centrifugacion a
5000rpm durante 5 minutos, en tubos eppendorf. Para
el aislamiento de las bacterias simbiontes, a partir de
los nematodos se procedid siguiendo el protocolo es-
tablecido por Boemare (10). El procedimiento utilizado
para la extraccion de los ADN de los nematodos y las
bacterias simbiontes fue una modificacion del método
de Dellaporta descrita por Salazar et al. (11), donde se
eliminan los pasos de tratamiento con alcohol
isoamilico, se hacen dos precipitaciones consecuti-
vas con acetato de potasio 5M y se desarrolla en volu-
menes de ensayo reducidos. EI ADN obtenido fue
resuspendido en 100 ul de buffer TE 1X (Tris-EDTA) y
se conservo a -20°C. La calidad del ADN se constato
por electroforesis en geles de agarosa al 0,8% en so-
luciéon amortiguadora de corrida TBE 0,5X, a 90 volts y
tefiidos con bromuro de etidio (5mg/ml) y observados
en un transiluminador (LKB, Pharmacia). La concen-
tracion se estimo por la medicion de la densidad opti-
ca a 260nm, segun Sambrook et al. (12).

Posteriormente se desarroll6 el ensayo de la PCR
con cebadores arbitrarios (RAPD). La reaccion de
amplificacion se realizd en un volumen total de 15ul
que contenia: 10mM Tris-HCI a pH 8,3; 50mM KCl,
1,5mM MgCl,, 0,001% de BSA, 0,2mM de cada
dNTPs, 0,5mM del cebador, 10ng de ADN genémicoy
1U de Tag ADN polimerasa. Se ensayaron cada uno
de los 20 cebadores de los juegos OPA 'y OPB (40
cebadores en total de la Firma Comercial Operon
Technologies), a una concentracion de 0,3mM cada
uno. El programa de amplificacion fue de 1 ciclo de 5
minutos a 94°C, seguido de 45 ciclos de: 1 minuto a
93°C, 30 segundos a 36°C y 2 minutos a 72°C, y un
ciclo de 7 minutos a 72°C. Los productos de la PCR
se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa
al 1,5%, en solucién amortiguadora TBE 0,5X (45mM
Tris-Borato, 1mM EDTA), a 90 volts y se tifieron con
bromuro de etidio, antes de ser observados al UV. Las
amplificaciones se repitieron tres veces para cada
muestra con cada uno de los cebadores.
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TABLA. Procedencia de los aislamientos incluidos en el estudio./ Source of the isolates included in this study.

N° Vegetacion asociada

Localidad, Regidn.

msnm  Tipo de suelo

1 | Durazno Colonia Tovar, Mun. 1.620 | Francoarenoso| 5,4 | 136,2 | 17,1 83
(Prunus persica L.) Tovar Edo. Aragua

2 | Ajo Mun. Miranda, Edo. 3.000 Franco- 6,6 | 14,2 - -
(Allium sativa L.) Mérida arcillo-limoso

3 | Papa Mun. Cardenal 2.230 | Franco arenoso | 5,7 - - -
(Solanum tuberosum L.) Quintero, Edo. Mérida

4 | Papa Mun. Rangel, Edo. 2.893 Franco 7,3 9,4 11,3 | 34,6
(S. tuberosum) Mérida arcilloso

5 | Cafeto Mun. Acevedo, Edo 1.105 | Franco limoso | 5,8 | 97,8 20,6 70
(Coffea arabica L.) Tachira

6 | Papa Mun. Jauregui, Edo 2.500 Franco 59| 29,3 155 | 69,2
(S. tuberosum L.) Téchira arcilloso

7 | (Hojarasca, suelo de bosque | Mun. Mario Bricefio 465 | Franco - Limoso| 7,2 5,8 23,8 | 81,0
sin cultivar) Edo Aragua

8 | Tomate Mun. Revenga, Edo. 950 | Franco Arenoso| 6,4 1,2 - -
(Solanum lycopersicum L.) | Aragua

9 | Pimenton Mun. Revenga, Edo. 950 | Franco Arenoso| 6,3 1,2 24,6 | 89,0
(Capsicum annum L.) Aragua

10| Citricos Mun. Acevedo, Edo. 20 Arenoso 531(313,7 | 28,0 | 27,9
(Citrus nobilis) y (Citrus Miranda.
cinensis)

11| Sin Cultivar (Sabana Mun. Atures, Edo. 139 Arenoso 58 7,6 29,9 | 66,0
cubierta de Gramineas) Amazonas

12| Aji dulce Mun. Veroes, Edo. 110 | Franco Arenoso| 6,8 - - -
(Capsicum annuum L.) Yaracuy

Con los perfiles de amplificacion se confeccioné una
matriz binaria, donde las bandas se informaron como
presentes (1) o ausentes (0), para cada aislamiento
analizado de nematodo y su bacteria simbionte. Se
tuvieron en cuenta las bandas mas intensas y con los
datos obtenidos se calcul6 el indice de similitud entre
cada par de aislamiento, segun Jaccard, los que fue-
ron utilizados para la construccion de un Dendrograma
empleando el método de Ward. Estos analisis se rea-
lizaron mediante el programa InfoStat version 2009 (13).

El contenido de informacion polimorfica (PIC) se
calcul6 segun la formula:

Donde: P, es la frecuencia del alelo j para el marca-
dori(14).

RESULTADOSY DISCUSION

El método de extraccion desarrollado rindio canti-
dades adecuadas de ADN para los ensayos de la PCR,
con concentraciones que oscilaron desde 50 a 150ng/
ul, tanto en las muestras procedentes de los nematodos
como de las bacterias. La calidad del ADN de la va-
riante escogida quedo demostrada en la nitidez, reso-
lucién y repetibilidad de los resultados de las amplifi-
caciones RADP. De igual forma, estos resultados avalan
la correcta seleccion de las condiciones de amplifica-
cién, asi como las concentraciones de los reactantes
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mas criticos, elementos fundamentales para la adop-
cion de esta técnica para el estudio de diversidad, es-
pecialmente cuando se comparan diferentes corridas
de PCRy de electroforesis (Figs. 1y 2).

Cada poblacion analizada presentd patrones de
bandas caracteristicos con los cebadores utilizados,
lo cual representa su huella genética. En las Figuras 3
y 4 se muestran los resultados de las amplificaciones
para los nematodos y sus bacterias simbiontes en dos
aislamientos como ejemplo (aislamientos 5y 6) con
todos los cebadores del juego de cebadores OPA. Tanto
para nematodos como para bacterias se observé que
hay polimorfismo entre aislamientos. Los patrones de
amplificacion también fueron diferentes cuando se com-
para el nematodo con su bacteria simbionte para un
mismo cebador (Figs. 3y 4).

M H
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La amplificacion del ADN de los nematodos con los
cebadores del juego OPA produjo un total de 278 ban-
das con un porcentaje de polimorfismo de 98,58; mien-
tras que con el juego de cebadores OPB (excepto el
cebador OPB09 que no se utilizé en el andlisis por la
baja resolucién y calidad de los patrones) se amplifi-
caron un total de 215 bandas, con un 100% de
polimorfismo. En el caso de las bacterias, con el juego
OPA se amplificaron 309 bandas y 187 bandas con el
OPB, obteniéndose en ambos casos un 100% de
polimorfismo. Por lo tanto, el total de bandas amplifi-
cadas para nematodos fue de 493 y para bacterias
496, con 99,18 y 100% de polimorfismo, respectiva-
mente. Se deduce de estos resultados que los
cebadores RAPD seleccionados fueron eficientes para
establecer diferencias genéticas entre los aislamien-
tos estudiados.

FIGURA 1. Patrones de Bandas RAPD obtenidas para las 13 muestras de nematodos entomopatégenos analizadas. (a)
Iniciador OPA 01, (b) OPB 07. En todos los casos M: Marcador de Peso Molecular 1Kb Ladder (Promega), H: Control
negativo sin ADN, 1-13: Muestras de nematodos entomopatégenos./ Patterns of RAPD bands from 13 entomopathogenic
nematodes samples. (a) Primer OPA 01, (b) OPB 07. M: Molecular marker 1Kb Ladder (Promega), H: Negative control
without DNA, 1-13: Entomopathogenic nematodes samples.

MH12345678910111213
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FIGURA 2. Patrones de Bandas RAPD obtenidas para las 13 muestras de las bacterias simbiontes analizadas. (a) Iniciador
OPAO01, (b) OPB 07. En todos los casos M: Marcador de Peso Molecular 1Kb Ladder (Promega), H: Control negativo sin
ADN, 1-13: Muestras de bacterias simbioéticas./ Patterns of RAPD bands from 13 symbiotic bacteria samples. (a) Primer
OPAO01, (b) OPB 07. M: Molecular marker 1Kb Ladder (Promega), H: Negative control without DNA, 1-13: Symbiotic
bacteria samples.
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FIGURA 3. Huella genética de los nematodos con el Kit OPA: a) cepa 5y b) cepa 6. M: Marcador de peso Molecular 100pb
DNA Ladder, H: Control negativo, Lineas 1-20: Amplificacion de la cepa de nematodo con cada uno de los 20 cebadores del
Kit./ Fingerprinting of the nematodes with OPA kit: a) strain 5 and b) strain 6. M: Molecular marker 100pb DNA Ladder,
H: Negative control without DNA, Lanes 1-20 nematodes DNA amplification with each one of the 20 primers.

B 5 10 11 12 13 14 13 1& 17 1B 1% 20

FIGURA 4. Huella genética de las bacterias simbiontes con el KIT OPA: a) cepa 5y b) cepa 6. M: Marcador de Peso
Molecular 100pb DNA Ladder, H: Control negativo, Lineas 1-20: Amplificacion de la cepa de bacteria con cada uno de los 20
cebadores del Kit./ Fingerprinting of the symbiotic bacteria with OPA kit: a) strain 5 and b) strain 6. M: Molecular
marker 100pb DNA Ladder, H: Negative control without DNA, Lanes 1-20 bacterial DNA amplification with each one of
the 20 primers.

El conocimiento de la diversidad y distribucion de El polimorfismo detectado a través de los RAPDs,
los NEPs es extremadamente valioso no solo para es el resultado de cambios en la composicion de las
estudios de ecologia y biocontrol, sino también para bases de los sitios de adhesion de los cebadores (16).
futuros andlisis bioprospectivos (15). Los RAPD fueron efectivos para la identificacion de

poblaciones locales de especies animales y de
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nematodos entomopatdgenos (17). En general, son
considerados como herramientas Utiles para el diag-
néstico de NEPs, asi como para establecer sus rela-
ciones filogenéticas y andlisis comparativos entre ais-
lamientos promisorios por la expresion de genes
involucrados en la patogenicidad en insectos (18, 19).
También fueron considerados eficientes para la deter-
minar la variabilidad genética entre aislados y espe-
cies de los géneros Heterorhabditis y Steinernema.
Melo et al. (20), aseveraron que las técnicas tradicio-
nales como la morfometria, morfologia y cruces para
identificacién, son métodos que necesitan especialis-
tas y que, ademas de ser complicados, toman mucho
tiempo, razén por la cual emplearon las técnicas de
PCR para la identificacion de poblaciones nativas de
nematodos entomopatdgenos en cuatro departamen-
tos de Colombia. Sin embargo, no fueron ampliamente
utilizados debido a que la reproducibilidad de los resul-
tados pueden variar por muchos factores, tales como
la calidad y concentracion de ADN, de MgCl,, Taq
polimerasa, cebadores y las condiciones de amplifica-
cion, incluyendo el equipo utilizado (21, 22).

Es de notar los elevados porcentajes de
polimorfismos obtenidos en las amplificaciones con los
cebadores analizados. Kumar et al. (23) alcanzaron
resultados similares, aunque realizaron sus ensayos
con otros iniciadores. Estos autores usaron 13
cebadores para analizar 20 aislamientos de la bacteria
simbionte, de los cuales solo 7 cebadores rindieron
productos de amplificacion adecuados por su nitidez,
con un promedio de 6,28 bandas por cebador y un
95,45% de polimorfismo.

Por otra parte, los valores de PIC (Contenido de
informacion polimorfica) para el andlisis en las aisla-
mientos de nematodos estuvieron entre 0,49 y 0,92
con un promedio de 0,71, mientras que para el andlisis
de los aislamientos bacterianas los valores fluctuaron
entre 0,55y 0,98 con un promedio de 0,76. Para am-
bos organismos los valores de PIC obtenidos se en-
cuentran cercanos a 1, que es el valor maximo de con-
tenido de informacion polimoérfica para marcadores do-
minantes, como los RAPD. Esto sugiere que se cuen-
ta con un sistema altamente efectivo para lograr el
establecimiento de diferencias en el genotipo entre los
aislamientos estudiados, por lo que a través de este
indicador, también podemos aseverar que la seleccion
de latécnicay de los iniciadores. En la literatura con-
sultada se encontraron referencias a los valores de PIC
para marcadores dominantes, pero en especifico se
hace alusion a los microsatélites. Estos marcadores
fueron utilizados exitosamente en la caracterizacion
de la variabilidad genética de diferentes cultivos como
yuca, trigo con valores promedio entre 0,50y 0,70, los
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cuales fueron calificados por los autores como valores
buenos en los analisis realizados (24, 25, 26).

La generacion de un elevado nimero de bandas (493
y 496 para nematodos y bacterias, respectivamente)
es otro indice acerca de la capacidad discriminatoria
de los cebadores seleccionados, en virtud de que, a
medida que se genere un mayor nimero de bandas, el
estudio adquiere una mayor robustez estadistica, y
por ende una mayor confiabilidad de los resultados. Al
analizar el error estandar promedio se obtuvo un valor
de 0,01; lo cual indic6 que los datos generados fueron
estadisticamente confiables y pueden ser considera-
dos como representativos de la variabilidad real pre-
sente entre los aislamientos estudiados.

El Dendrograma resultante del andlisis de las dis-
tancias genéticas para los nematodos mostré la for-
macién de 2 grupos (Fig. 5) al parecer relacionados
con la altitud sobre el nivel del mar a la cual fue colec-
tado cada uno de los aislamientos analizados. En el
grupo | se localizaron los aislamientos colectados en-
tre los 20-950 msnm. En el grupo Il se ubican los co-
lectados a 1105-3000 msnm. En este Ultimo grupo se
ubicaron los aislamientos provienen de los Estados de
Tachira y Mérida, los cuales son préximos
geograficamente y un aislamiento de Aragua, de la zona
de la Colonia Tovar, que se caracteriza por su altitud y
microclima templado diferente al resto del Estado don-
de esté enclavada esta localidad.

Por su parte, el agrupamiento resultante del anali-
sis de las distancias genéticas para las bacterias mos-
tr6 también la formacion de 2 grupos (Fig. 6). En este
caso se observa una tendencia a la ubicacion segun el
tipo de suelo. De esta forma, en el Grupo | se ubican,
de forma general, los aislamientos que fueron colecta-
dos en zonas con suelos franco limosos o arcillosos,
mientras que en el Grupo Il la mayoria de los aisla-
mientos bacterianos analizados provenias de suelos
tipo arenoso. En este Ultimo pueden destacarse ade-
mas dos brazos. Un brazo donde se agrupan aisla-
mientos provenientes de suelos arenosos y alturas
menores (20-110msnm) junto a la cepa de referencia
(cepa 13) que también proviene de bajas altitudes. En
el otro brazo, tres de los cuatro aislamientos provienen
de suelos franco arenosos (altitudes entre 950y 1620
msnm), junto al aislamiento nimero dos, que aunque
proviene de un suelo franco arcillo-limoso, fue colecta-
do a 3000msnm.

Se conoce que algunos factores abidticos son criti-
cos en la aplicacién de nematodos entomopatégenos
en el suelo como agentes de control biolégico. Entre
ellos se incluyen la radiacion ultravioleta, la humedad
del suelo y la temperatura. Los nematodos necesitan
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Método de Ward
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FIGURA 5. Dendrograma generado por el analisis de las matrices binarias de los resultados de los RAPD para los nematodos./
Dendrogram from the binary matrix of RAPD for the nematodes.

una adecuada humedad en el suelo para su
sobrevivencia, movimiento y niveles de oxigeno 6ptimos.
Estas caracteristicas varian de acuerdo al tipo de suelo,
donde también debe tenerse en cuenta la temperatura,
parametro que tiene gran efecto sobre la actividad del
nematodo (27). También se informé que los nematodos
provenientes de elevadas altitudes pierden su variabili-
dad mas rapidamente que aquellos de altitudes medias
0 bajas y que los que fueron seleccionados de bajas
altitudes se adaptan mejor (28). La temperatura tam-
bién se encuentra relacionada con la altitud y aunque
en este estudio no se tuvieron todos los datos para este
parametro, si se pudiera inferir que la distribucion de los
aislados en relacion con la altitud debe estar mediada
por la temperatura, al igual que con el tipo de suelo.
Tales aspectos deben ser objeto de en otros estudios
futuros conducentes a la seleccién de las cepas mas
promisorias para su produccién masiva.

La informacion referente a la caracterizacion por
vias moleculares de los agentes de control biolégico
es esencial por razones comerciales, cuando es ne-
cesaria la proteccion de una cepa en particular (8).
Los resultados de los patrones RAPD permitieron es-
tablecer la huella genética de los aislados, aspecto

importante para el registro y proteccién de las cepas
gue sean seleccionadas por sus potencialidades para
el desarrollo de futuros productos a base de nematodos
entomopatdgenos en Venezuela.

Los patrones RAPD poseen diversos usos en el es-
tudio de los nematodos entomopatdgenos. Asi por ejem-
plo, Shapiro et al. (29), los utilizaron con éxito en un
analisis de diversidad genética entre poblaciones salva-
jesy de laboratorio de H. bacteriophora. Estos autores
informaron que la heterogeneidad genética de una po-
blacion aislada recientemente era similar a la de la po-
blacion HP88, cepa que habia sido reproducida en con-
diciones de laboratorio durante mucho tiempo. Hashmi
y Gaugler (30), determinaron la variabilidad genética
intra e interespecifica para siete especies de
Heterorhabditis a través de los RAPD, utilizando 10 ini-
ciadores previamente definidos como Utiles para la
cuantificacién de la variabilidad genética entre esas es-
pecies. En ese caso encontraron que entre individuos
de especies conespecificas el valor de similitud fue de
96,2%; entre distintos aislamientos pertenecientes a
tres especies de Heterorhabditis alcanzaron un por-
centaje de similitud de 83,8; mientras que, para las dife-
rentes especies el valor fue de 31,3%. Las bandas obte-
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nidas por los RAPDs fueron correlacionadas de forma
positiva con la clasificacion morfolégica previamente
descrita, aunque no fueron capaces de separar algunas
de las especies estudiadas.

Kaya et al. (31), pudieron diferenciar, a partir de los
patrones RAPDs obtenidos con 11 cebadores, las re-
laciones genéticas entre cepas nativas de Steinernema
y asu vez diferenciarlas de cepas utilizadas como re-
ferencia en sus estudios.

En nuestro trabajo, el andlisis de la variabilidad
exhibida por los aislamientos, sugiere la relacion de
los agrupamientos (Dendrograma) en base a la pro-
cedencia de los mismos en cuanto a altitud sobre el
nivel del mar para los nematodos, mientras que para
las bacterias parece haber una tendencia hacia el agru-
pamiento segun el tipo de suelo. Ambos aspectos
deben ser objeto de investigaciones futuras que per-
mitan correlacionar, con alta certeza, las caracteris-
ticas de los aislamientos y las condiciones
edafocliméaticas del sitio donde se colectaron. Estos
aspectos se deben tener en cuenta para la
regionalizacion de las cepas que se seleccionen en

cuanto a su uso, utilizdndolas en ambientes que le
son propicios para su accion efectiva como agentes
de control biolégico. La asimilacion de los enfoques
moleculares en la sistemética de los nematodos
entomopatégenos ha tenido una escalada significati-
va en los Ultimos afios. Los caracteres moleculares
fueron rdpidamente adoptados y se convirtieron en
herramientas Utiles en la identificacion de especiesy
la sistematica de los nematodos. Especialmente,
los enfoques moleculares son esenciales cuando se
trata de ambigliedades taxonémicas y también para
resolver problemas en la identificacién de especies
morfolégicamente similares (32, 33, 34). Varios mé-
todos y marcadores moleculares fueron utilizados no
solo con el propésito de diagndstico de especies
cripticas, poblaciones y cepas, sino también para
determinar las relaciones evolutivas entre diferentes
nematodos (3). Los métodos de diagndstico fueron
desarrollados basados en la reaccion en cadena de
la polimerasa, incluyendo PCR-RFLP y la amplifica-
cién de ADN polimorfico al azar (RAPD) que facilita la
identificacion por personas no expertas.
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