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RESUMEN: La vida en la �erra ha mostrado variadas 
formas más hermosas y maravillosas, muchas de ellas 
invisibles para nuestros ojos pero que de todas maneras 
han influido en nuestra vida y supervivencia. Una de 
estas múl�ples aristas son los nemátodos, organismos 
eucariontes mul�celulares cuya longitud es de 1 o 2 
milímetros, que se alimentan principalmente de las 
bacterias del suelo y que man�enen controlada su 
sobrepoblación en ambientes en descomposición, como 
la hojarasca o el compost. La presencia de ellos es tan 
ubicua y generalizada que en un sencillo estudio como el 
que se muestra a con�nuación pudimos encontrarlos 
junto con la microbiota que los acompañaba.
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Se pudo concluir la presencia de estos gusanos en 
diferentes zonas de la región de Valparaíso y que, en sus 
ambientes originales, se alimentaron de bacterias Gram 
nega�vas. Estos resultados nos indican que un muestreo 
a mayor escala o temporalidad es posible en la región, 
con el fin de caracterizar no solo los suelos, sino también 
el efecto que tendrían los cambios en la humedad o 
temperatura de los suelos sobre estos animales y su 
entorno.

PALABRAS CLAVES: Nemátodos, microorganismos, 
bacterias, suelo, medioambiente.
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ABSTRACT: Life on earth has shown diverse forms more 
beau�ful and more wonderful, many of them invisible to 
our eyes, but they have indeed influenced our life and 
survival. One of these mul�ple cases are the nematodes, 
mul�cellular eukaryo�c organisms whose length is 1 or 2 
mm long, which feeds mainly on soil bacteria and that 
control bacterial overpopula�on in decomposing envi-
ronments, such as leaf li�er or compost. Their presence 
is such as ubiquitous and widespread that in a simple 
study as the one shown below, we could find them along 
with the microbiota that accompanied them. We were 
able to conclude the presence of these worms in differ-
ent areas of the Valparaíso region and that, in their origi-
nal environments, they fed on Gram nega�ve bacteria. 
These results indicate that sampling on a larger reach of 
zones and �me is possible in the region in order to char-
acterize not only the soils, but also the effect that 
changes in humidity or soil temperature would have on 
these animals and their environment.

KEYWORDS: Nematodes, bacteria, microorganism, soil, 
environment.

INTRODUCCIÓN

Las evidencias que tenemos hasta la fecha es que los 
primeros mamíferos que se pueden considerar huma-
nos datan de hace 315.000 años (Callaway, 2017), época 
en la que ya exis�an un sin número de especies habitan-
do el planeta, adaptados a los diferentes ambientes que 
hay en él. Estas especies han conformado la amplia 
diversidad de animales y microorganismos, en sus for-
mas más hermosas y maravillosas, como dijo Charles 
Darwin (1859). Los microorganismos requieren de ins-
trumentos especializados para su observación por su 
ínfimo tamaño. Solo hemos podido profundizar en 
conocerlos después de la invención del microscopio por 
Anton van Leeuwenhoek y los descubrimientos de 
Robert Hook (Gest, 2004). También existe un gran núme-
ro de animales microscópicos, que viven en la �erra o en 
él y son en su mayoría nemátodos. 

El Reino Animal es inmensamente diverso en tamaños y 
formas. Algunas caracterís�cas comunes a todos es que 
están formados por varias células (mul�celulares) y 
�enen un núcleo celular (eucariotas). Además, se ali-
mentan de otros seres vivos (heterótrofos) y se pueden 
desplazar autónomamente (Margulis, 1974). La primera 
división del Reino Animal fue realizada por Aristóteles 
en el año 335 antes de Cristo (Pellegrin, 1986). Aristóte-
les propuso una clasificación que dividía a los animales 
en aquellos con sangre (vertebrados), y sin sangre (in-
vertebrados). Los vertebrados, que nos incluye a noso-
tros, �enen columna vertebral y huesos que sos�enen el 
cuerpo. Los invertebrados usan variadas estrategias 
para sostenerse como el exoesqueleto de las hormigas y 
arañas. Los invertebrados son los animales más abun-
dantes y diversos, por lo que sus tamaños y formas pue-
den variar inmensamente.

Dentro de la enormidad de organismos que surgieron 
millones de años antes que los primeros vertebrados, 
encontramos organismos microscópicos que se alimen-
tan de bacterias y que coexisten con nosotros sin que 
nos demos cuenta. Estos animales son gusanos del filo 
nematoda. Nematoda proviene del griego νῆμα (nema) 
que significa "hilo" y οιδος (oídos) "con aspecto de" y 
que puede interpretarse como “aquellos con forma de 
hilo”. Nematoda es un grupo de gusanos blandos princi-
palmente de vida libre, y con algunas especies parasí�-
cas. Los nemátodos habitan todos los ambientes estu-
diados hasta ahora y cumplen un rol ecológico esencial 
en la renovación de los suelos. Se es�ma que 4 de cada 5 
animales existentes en la �erra pertenece al grupo de los 
nemátodos (Bongers y Bongers, 1998). La asociación 
principal de este filo a la vida parasí�ca se debe a que 
exhibe el mayor número de familias de parásitos. Sin 
embargo, la mayoría de los nemátodos son de vida libre 
y beneficiosos para ac�vidades humanas asociadas a los 
suelos y fuentes de agua (Cobb, 1914). No en vano, un 
molinero del siglo XVI pensó en Dios y los ángeles como 
gusanos que le dieron forma al mundo (Ginzburg, 1976). 



Los nemátodos pueden ser abundantes en nuestros 
hogares. Los podemos encontrar en las mascotas sin 
desparasitar, nuestras jardineras, terrazas, huertas y 
principalmente en el compost, donde renuevan los sue-
los (Bongers y Bongers, 1998; Yeates y Bongers, 1999). 
Los nemátodos pueblan todos los espacios posibles 
demostrando su extensa adaptabilidad. Se han encon-
trado nemátodos en la Antár�ca y en el permahielo de la 
Siberia, donde han sobrevivido por más de 42.000 años, 
e incluso pueden sobrevivir a compuestos tan tóxicos 
para nosotros como el arsénico (Freckman y Virginia, 
1997; Sha�lovich et al., 2018; Shih et al., 2019). Los 
orígenes de este grupo se remontan al supereón Pre-
cámbrico, demostrado gracias al registro fósil. Histórica-
mente se ha asociado el Cámbrico a la aparición de la 
mayor diversidad de formas de vida en la Tierra. Sin 
embargo, la diversificación del grupo Nematoda fue 
anterior, hecho que ilumina tanto su historia como 
grupo y la de todos los animales bilaterales, incluidos 
nosotros (Chen et al., 2019). Las razones anteriores inci-
tan a repensar nuestra percepción sobre estos animales. 
Si nuestro mundo dejara de exis�r como lo conocemos, 
es muy probable que los nemátodos sobrevivan y le den 
forma y fondo a la siguiente fase de la �erra.

MATERIALES Y MÉTODOS

Cul�vo de gusanos desde el ambiente y su mantención

Muestras de �erra fueron tomadas a fines del mes de 
marzo del 2019 desde diferentes puntos de la Región de 
Valparaíso (Recreo y Playa Ancha). En el laboratorio, 
porciones de �erra fueron puestas en placas de NGM (o 
Nematode Growth Medium o Medio de Crecimiento 
para Nemátodo) con un césped de la bacteria Escheri-
chia coli OP50 (ver Figura 1), con el fin que los gusanos 
presentes en las muestras se alimentaran de la bacteria 
sobre el agar, de acuerdo con lo descrito por Barrière y 
Félix (2006). Los gusanos después fueron mantenidos a 
20°C en condiciones estándar (S�ernagle, 2006).

Cul�vo de bacterias aisladas con los nemátodos

Desde cada placa fueron aisladas bacterias que acompa-
ñaban a los gusanos de vida silvestre y que aparecen 
como colonias aisladas dis�nguibles del césped de E. coli 
OP50. Estas colonias fueron mantenidas en medio Luria-
Bertani (LB) sólido y líquido sin an�bió�cos. La prueba 
de resistencia a an�bió�cos consis�ó en la preparación 
de placas de LB sólido y el posterior rallado de una colo-
nia de bacterias sobre el medio, si la bacteria crecía indi-
ca que es resistente al an�bió�co, en caso contrario, no 
es resistente.

Iden�ficación microscópica de bacterias mediante 
�nción de Gram

Colonias aisladas de cada bacteria fueron teñidas con la 
�nción de Gram (Bartholomew y Mi�wer, 1952). La 
colonia se toma con el asa previamente esterilizada en el 
mechero y se disuelve en una gota de agua estéril sobre 
un portaobjeto. Luego de secar la muestra con ayuda del 
mechero, se prosigue a teñir la muestra con cristal viole-
ta durante 3 minutos. Se deja escurrir el cristal violeta 
para añadir una solución de Lugol por 2 minutos. Des-
pués se intercalan lavados con alcohol/acetona, en pro-
porción 70/30, y agua de la llave. Por úl�mo, se añade 
safranina por 1 minuto para finalmente llevar las mues-
tras al microscopio.

Figura 1. Imagen representa�va del método usado para recolectar 
gusanos desde el medio ambiente. A) Sobre las placas de agar con 
un césped de bacterias se deposita una muestra de �erra (NGM, ver 
Materiales y métodos), al cabo de unos días los gusanos dejan la 
�erra para alimentarse de la bacteria provista y son así obtenidos. 
B) Rastros que dejan los gusanos sobre el césped de bacteria junto a 
las colonias de bacterias provenientes de sus intes�nos creciendo 
sobre el agar.
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Pruebas conductuales de preferencia gusta�va y olfa-
toria

En placas inoculadas con las diferentes bacterias aisla-
das con nemátodos se pusieron 30 individuos Caenor-
habdi�s elegans. Este experimento �ene como obje�vo 
probar la predilección del gusano por las nuevas bacte-
rias. A los �empos indicados se cuentan los individuos 
que están en el césped bacteriano, los que están en el 
borde del césped y los que están afuera. Los animales 
fueron observados inmediatamente después de pues-
tos, a la media hora, después de 1, 2, 4 y 24 horas. El índi-
ce de evasión fue calculado en base a la siguiente fórmu-
la:

Fotogra�as

Las fotomicrogra�as exhibidas fueron tomadas con una 
cámara Canon EOS Rebel T3i acoplada a un microscopio 
Nikon Eclipse Ni-U y a una lupa estereoscópica Nikon 
AZ100, en modo manual. Las imágenes de fluorescencia 
observadas fueron tomadas con un �empo de exposi-
ción de 1/8 y una configuración de ISO 200. Las imáge-
nes de microscopía DCI fueron tomadas con un �empo 
de exposición de 1/10 e ISO 200. Otras fotogra�as fue-
ron tomadas con un celular ASUS X018D. El procesa-
miento de estas imágenes fue realizado u�lizando el 
programa FIJI (ImageJ) (Schneider et al., 2012) y el com-
plemento FigureJ (Mu�erer y Zinck, 2013).

RESULTADOS

El primer paso del estudio consis�ó en el hallazgo de 
nemátodos de las �erras de la Región de Valparaíso, 
u�lizando la metodología encontrada en la literatura 
(ver Figura 1A).  Se  iden�ficaron  al menos 4 especies de 

nemátodos diferentes. Una de ellas posee dimorfismo 
sexual no hermafrodita y comparte caracterís�cas con el 
género Cruznema (Rebodero y Camino, 1998) (Ver Figu-
ra 2A y 2B). Otras especies encontradas exhiben princi-
palmente la morfología de un hermafrodita, pudiendo 
autofecundarse con la presencia ocasional y condicional 
de machos (Ver Figura 2C a la 2F). La morfología de estas 
especies es similar a las observadas en la especie mode-
lo de este clado, Caenorhabdi�s elegans. Esta úl�ma 
caracterís�ca es la que exhiben la mayoría de los nemá-
todos descritos hasta la fecha y la prueba principal con-
siste en observar si un individuo solo es capaz de repo-
blar una placa (Ver anexo, complemento Figura 2).
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Figura 2. Fotomicrogra�as de los diferentes nemátodos 
encontrados en las �erras de Playa Ancha, Valparaíso. A) Gusanos 
aislados desde la �erra presente en el Campus Playa Ancha de la 
Universidad de Valparaíso, estos individuos exhiben morfología 
dioica, es decir, pueden observarse hembras y machos y ambos son 
absolutamente necesarios para la reproducción. B) Microscopía 
diferencial de contraste de interferencia (DCI) de los animales 
observados en A). C) Microscopía de Fluorescencia de animales y 
hongos de los que alimentaron, ambos fueron encontrados en el 
Centro Interdisciplinario de Neurociencias de Valparaíso. D) 
Microscopía DCI de los animales observados en C). E) y F) 
Microscopía DCI de otros animales encontrados en el CINV.

Delgado, S., Urquiza, S., Urru�a, A. et al. 



Durante el cul�vo de estos gusanos, se procedió a aislar 
bacterias nuevas encontradas sobre el césped de E. coli. 
El reconocimiento de las nuevas colonias fue visual (Ver 
Figura 1B). Posterior a su aislamiento por cul�vos conse-
cu�vos de colonias únicas estas fueron cul�vadas en 
medio LB líquido para su congelación, usando glicerol 
como protector. Para comenzar con la caracterización de 

las nuevas bacterias, se realizó una prueba de resisten-
cia a an�bió�cos (Tabla 1). Sólo una de ellas, la aislada de 
agua de mar de la Playa Las Salinas no exhibió resistencia 
a ninguno de los an�bió�cos probados. Algo común para 
todas fue la temperatura óp�ma de cul�vo de 20°C, y un 
periodo de incubación de 2 días.

Nemátodos en las metrópolis... 

Tabla 1. Pruebas de resistencia a an�bió�co mediante la prueba de sobrevivencia y crecimiento de un césped luego de sembrar la bacteria en 
una placa con an�bió�co. 
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Las bacterias pueden clasificarse técnicamente en dos 
grandes grupos, Gram posi�vas y Gram nega�vas, de 
acuerdo al resultado de la �nción de Gram (Wiegel, 
1981). Las bacterias Gram posi�vas �enen una doble 
pared celular de glicoproteínas, o proteínas asociadas a 
cadenas de azúcares. Las Gram nega�vas en cambio solo 
exhiben una: a esto se debe que la �nción las afecte 
diferencialmente. Todas las bacterias encontradas en 
este estudio son Gram nega�vas (Ver Figura 3A a la 3J) al 
igual que la ya muy conocida Escherichia coli. La colora-
ción de una bacteria Gram posi�vas como Lactobacillus 
sp. es morada intensa a diferencia del tono rosa de las 
Gram nega�vas (puede verse en la Figura 3K).

Caenorhabdi�s elegans fue alimentado con los nuevos 
aislados bacterianos con el fin de probar si sirven como 
alimento para el nemátodo modelo por excelencia. Los 
gusanos no mostraron indicios de enfermedad o paráli-
sis al alimentarse de estas bacterias. Las diferencias con-
ductuales respecto a la dieta estándar descansaron en la 
preferencia por la bacteria 9 y 2, que exhiben el menor 
índice de evitación (Ver Figura 4). Estos resultados sugie-
ren que todas pueden ser usadas como una posible dieta 
para nemátodos de vida libre.
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Figura 3. Fotomicrogra�a de la Tinción de Gram obtenida con las 
diferentes bacterias encontradas en la Región de Valparaíso. A) 
Bacteria 1, B) Bacteria 2 y C) Bacteria 3 corresponden a las 
encontradas en la zona de Recreo. D) Bacteria 4, encontrada en la 
muestra de la Playa de Las Salinas. E) Bacteria 6, encontrada en la 
Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaíso. F), G), H), I) y 
J), corresponden a bacterias encontradas en el Centro 
Interdisciplinario de Valparaíso. K) Corresponde a un Lactobacillus 
sp., una bacteria Gram posi�va cuya �nción se realizó en paralelo 
con las otras mostradas a modo de control. Barra de escala 
corresponde a 10 µm.

Figura 4. Índice de evasión medido para las 10 bacterias 
encontradas en este estudio. El gráfico muestra la permanencia de 
individuos de Caenorhabdi�s elegans en el césped de la bacteria 
hallada, entre más alto y más cercano a 1, mayor es la evasión y por 
lo tanto menor es la aceptación de esa bacteria por parte del 
gusano. Este fenómeno puede ser influenciado por diversos 
factores como la virulencia de la cepa hacia el nemátodo, que 
puede variar entre especies, la calidad nutri�va de la bacteria para 
el gusano, la textura del césped, entre otros factores. Es interesante 
observar que la bacteria menos aceptada es la 4, que corresponde 
a la aislada desde el mar.

Delgado, S., Urquiza, S., Urru�a, A. et al. 



DISCUSIÓN

Las especies de nemátodos encontradas en este mues-
treo no han sido iden�ficadas aún. Para su asignación 
inequívoca a una especie se requiere la iden�ficación 
molecular, lo que implica conocer su secuencia de ADN. 
En este momento estamos trabajando en la iden�fica-
ción molecular de estos gusanos. Para eso, se requiere la 
extracción del ADN y secuenciación de su genoma com-
pleto. Alterna�vamente se pueden secuenciar pedazos 
pequeños del genoma con baja tasa de mutaciones. Den-
tro de las secuencias más usadas están las subunidades 
ribosomales 16S para procariontes y 18S para eucarion-
tes. Estas secuencias comparten una alta iden�dad 
entre animales del mismo género y la información de 
estas puede encontrarse en múl�ples bases de datos 
(Chenuil, 2006).

La presencia de dos sexos no condicionales en nemáto-
dos es poco frecuente entre las especies descritas. La 
generalidad es la existencia de individuos hermafroditas 
con la aparición condicional y bajo estrés, de machos. 
Estos pueden reproducirse sexualmente con individuos 
hermafroditas y así aumentar el número de la progenie y 
además introducir variabilidad gené�ca. En la especie 
iden�ficada como Cruznema spp. se requerían hembras 
y machos para dar lugar a la progenie, confirmando que 
esos gusanos corresponden a una especie dioica. Otros 
descriptores que ayudaron a la clasificación son la forma 
de la boca, cu�cula y la longitud del cuerpo de 1.5 mm.

Las otras tres especies son hermafroditas, pues fueron 
capaces de reproducirse a par�r de un solo individuo. 
Tienen un tamaño cercano a 1 mm de longitud y pueden 
formar la larva dauer- del alemán resistencia, duración- 
(datos no mostrados). La larva dauer esta arrestada en el 
desarrollo y ha entrado en un estado de diapausa que es 
metabólicamente equivalente a la hibernación de los 
mamíferos. La diapausa les permite sobrevivir por 
meses  sin  alimento  y   resis�r  a  las   inclemencias  del 

ambiente (Cassada and Russell, 1975). Este estadio es 
vital para la sobrevivencia y dispersión hacia nuevos 
ambientes. La larva dauer realiza nictación, que es una 
conducta de búsqueda donde los animales se levantan 
sobre sus colas, pegándose unos con otros para formar 
torres de dauers (Lee et al., 2011). De esa manera es más 
probable que puedan adherirse a insectos que pasan 
volando y trasladarse a nuevos territorios (Hu, 2007).

Debido al pequeño tamaño de las bacterias, estas se 
estudian en pequeñas poblaciones llamadas colonias. 
Existen numerosas técnicas de clasificación de bacte-
rias, entre ellas las �nciones (simple, nega�va y especia-
les). En este trabajo se realizó la �nción de Gram, para 
diferenciar organismos con dis�nto grosor de la pared 
celular. El paso inicial es la adición de cristal violeta, un 
colorante ca�ónico que penetra todas las células bacte-
rianas atravesando su pared celular. El lugol añadido 
como segundo paso, ayuda a que el cristal violeta se 
impregne con mayor eficacia en la pared celular. La 
posterior aplicación de una mezcla de alcohol/acetona 
ayuda a decolorar la muestra y re�rar el �nte que no se 
haya fijado. Este paso es seguido por el más importante 
dentro de este protocolo de �nción: el uso de la safrani-
na. Esta sirve para teñir los microorganismos que no 
fijaron el �nte violeta y que por tanto son Gram nega�-
vos. Los Gram nega�vos toman una coloración rojiza o 
rosa que �ene relación a que poseen una pared celular 
más delgada. Los Gram posi�vos re�enen el color azul 
inicial por la presencia de la doble pared celular. Es inte-
resante que todas las especies que crecieron a par�r de 
las deposiciones de los nemátodos aislados sean Gram 
nega�vas y pequeñas. Esto podría estar asociado a la 
habilidad del gusano de engullirlas simplemente porque 
caben en su boca que es de un diámetro definido. Al 
igual que los gusanos, la iden�ficación molecular de 
bacterias encontradas está en progreso. Este proceso 
tomará algo más de �empo para obtener la iden�fica-
ción molecular de los organismos. Además, por ahora 
este proyecto �ene un carácter de exploratorio.
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Si bien desconocemos el nombre de la bacteria que 
hemos encontrados, los nemátodos �enen mejores 
herramientas que las nuestras para iden�ficar un buen 
alimento. Recurrimos a una herramienta conocida como 
la cuan�ficación del índice de evitación (Hart y Chao, 
2010). Si una bacteria le es agradable como alimento al 
gusano, este se mantendrá más �empo en el césped y 
por lo tanto será más frecuente encontrarlo allí. Lo 
opuesto ocurrirá con una bacteria poco palatable, pató-
gena o que tenga un diámetro mayor al de la boca del 
animal, que lo guiaran a que salga del césped en busca 
de un mejor alimento. Ninguna de las bacterias les causó 
enfermedad a los gusanos, en muchos casos, se alimen-
taron y acabaron el césped a los pocos días, debido a que 
comieron ávidamente de la bacteria. Esto es esperable, 
los animales ansiamos comer alimentos ricos que nos 
sean nutri�vos, y esto es lo que observamos en estos 
animales sencillos pero fabulosos. De este experimento 
podemos concluir que, si bien no conocemos en detalles 
las bacterias asociadas a los nemátodos encontrados en 
Valparaíso, estas son en mayor o menor grado del gusto 
de C. elegans. Es altamente posible que estas bacterias 
sean parte de la dieta original de diferentes especies 
nemátodas presentes en los suelos de la V región. Sería 
interesante analizar longitudinalmente cómo estas bac-
terias cambian con el paso de las estaciones y cómo un 
contexto de cambio climá�co y calentamiento global las 
afecta junto a la fauna dependiente de ellas, ya que si 
bien, es di�cil verlos, sustentan nuestra y varias otras 
formas de vida.

Este puede ser el comienzo de diversos estudios que nos 
muestren la riqueza de nuestras �erras, cómo las esta-
mos afectando y qué esperar del futuro. Si bien este es 
un estudio exploratorio e inicial, es posible desarrollar 
una línea de inves�gación completa que tenga menos 
sesgos de muestreo que la actual. En este muestreo no 
encontramos nematodos que no se alimentaran de bac-
terias,   observamos  sólo  una  bacteria  que  no  exhibía 
resistencia  a  estreptomicina. En  el  futuro  sería intere- 

sante analizar otros grupos asociados a las muestras del 
suelo como el Reino Fungi. En otras palabras, si quere-
mos observar ampliamente los secretos que las �erras 
de Valparaíso aguardan es necesario ampliar más la 
metodología usada, pero que ya sabemos, funciona. 

CONCLUSIONES

Este es el primer muestreo de nemátodos de este �po 
en la región de Valparaíso. En un nivel exploratorio este 
estudio se convierte en la prueba de concepto de la apli-
cabilidad de este �po de muestreo. Usando un protoco-
lo de recolección simple y análisis preliminar en el labo-
ratorio hemos demostrado la fac�bilidad de encontrar 
especies microscópicas tanto bacterias como animales 
en los ecosistemas que nos rodean. Este es un avance en 
la búsqueda de nemátodos na�vos de la región de Val-
paraíso y más aún en la reconstrucción de sus microbio-
mas, empezando por estas fantás�cas criaturas.
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