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Los nematodos entomopatógenos (nep) se consideran una de las 

mejores alternativas para el control biológico de plagas de in-

sectos. Entre sus principales características, los nep muestran una alta 

eficiencia en el control activo de macroinvertebrados, poseen altas ta-

sas de fecundidad y fertilidad, son inocuos en plantas y vertebrados, 

asimismo como su cultivo y manejo demandan costos asequibles. Con 

el fin de obtener cepas activas de nep (utilizadas como biocontrol para 

proteger de los insectos fitopatógenos a las plantas), se recolectaron 

diversas muestras de suelo de cultivo agrícola y forestal, a su vez, fue-

ron caracterizadas fisicoquímicamente. Posteriormente, se utilizaron 

larvas de Galleria mellonella para el aislamiento de nep, estos últimos 

fueron identificados en función de sus características morfológicas, 

y reproducidos a escala laboratorio mediante técnicas de agitación 

orbital. Como resultado, se detectó que en 10 % de las muestras hay 

presencia de nep. Gracias a que se utilizaron métodos de biología mo-

lecular y análisis metagenómicos, se identificaron dos taxones de nep: 

Steinernema spp. y Heterorhabditis spp., con una abundancia relativa 

del 8 y 2 %, respectivamente. Por último, se llevaron a cabo ensayos para 

el establecimiento de un cultivo axénico a mediana escala de los nep; 

se implementaron técnicas tradicionales, como el cultivo en matraz bola 

y el agitado orbital bajo condiciones de crecimiento controladas, con 

el fin de evitar mayores inversiones en insumos costosos. Como conclu-

sión, el cultivo de los nep presenta una alternativa real y sostenible para 

el biocontrol de plagas que afectan diferentes cultivos agrícolas.

Palabras clave: bio-control, Galleria mellonella, nematodos benéfi-

cos, pcr, Steinernema spp.

Entomopathogenic Nematodes (epn) are considered one of the 

best alternatives for the biological control of insect pests. 

Among their main characteristics, epns show high efficiency in the 

active control of macroinvertebrates, have high fecundity and fertili-

ty rates, are harmless to plants and vertebrates, and their cultivation 

and management present affordable costs. In order to obtain active 

strains of epn used as biocontrol to protect plants from phytopara-

sitic nematodes, various samples were collected from agricultural 

and forestry cultivation. The soil samples were characterized phys-



iochemically, subsequently Galleria mellonella larvae were used for 

the isolation of epn, the latter were identified based on their mor-

phological characteristics, and reproduced on a laboratory scale us-

ing orbital shaking techniques. As a result, in 10 % of the samples the 

presence of epn was detected. Using methods of molecular biology 

and metagenomic analysis identified two epn taxa: Steinernema spp. 

and Heterorhabditis spp. and, with a relative abundance of 8 and 2 %, 

respectively. Finally, tests were carried out for the establishment of 

a medium-scale axenic culture of epns, using traditional techniques 

without excessively expensive inputs, such as conical flask culture 

and orbitally shaken flasks under controlled growth conditions, in 

order to avoid further investment in infrastructure. In conclusion, the 

cultivation of these epn presents a real and sustainable alternative 

for the bio-control of pests that affect different agricultural crops. 

Keywords: biocontrol, Galleria mellonella, beneficial nematodes, 

pcr, Steinernema spp.

Introducción

El control biológico es una estrategia para el manejo de insectos, ma-

lezas y enfermedades que aprovecha las asociaciones biológicas de 

antagonismo natural entre estos organismos. De origen tanto polifilé-

tico como heterogéneo, el catálogo de especies registradas para los 

fines de control biológico comprende desde bacterias simples hasta 

vertebrados complejos [1]. Un grupo de microorganismos eucariontes 

protozoarios que ha sido ampliamente estudiado son los nematodos: 

gusanos redondos, alargados, no segmentados, incoloros, sin apéndi-

ces visibles, de vida libre y parasitaria. Los nematodos beneficiosos, al 

contrario que los fitopatológicos, atacan a las plagas de insectos de ma-

nera específica. La introducción de nematodos entomopatógenos como 

agentes de control biológico en la agricultura aporta varias ventajas:



1. Son seguros para el medio ambiente y los cultivos. 

2. Tienen un enfoque preciso de acción, ya que solo parasitan a 

insectos y artrópodos perjudiciales, sin afectar a organismos 

beneficiosos, como abejas o enemigos naturales de las pla-

gas.

3. Demuestran eficacia contra una amplia gama de plagas de 

insectos, incluyendo las larvas de escarabajos, gusanos del 

maíz, mosquitos y orugas de mariposas [2]. 

Los nematodos capaces de infectar y matar insectos se denominan ne-

matodos entomopatógenos (nep) [3], [4] y pertenecen a las familias Steiner-

nematidae y Heterorhabditidae. Las condiciones ambientales pueden 

afectar su supervivencia, virulencia y potencial reproductivo; no obstan-

te, su distribución es prácticamente global, con registros de ocu-

rrencia en todos los suelos del mundo, a excepción de la Antártida 

[5]. Los nep sostienen una relación mutualista con bacterias simbió-

ticas de los géneros Xenorhabdus spp. y Photorhabdus spp. Estas 

últimas son endosimbiontes localizados a lo largo del intestino de 

las larvas juveniles en estado infeccioso.

Los nematodos son invertebrados cuyo ciclo de vida consta de seis 

etapas; en la tercera es cuando los juveniles infecciosos (IJ, infec-

tive juveniles, la única etapa de vida libre de los nep) emprenden 

su búsqueda de hospederos, a quienes terminan alcanzando por 

atracción química. Los IJ comportan las bacterias endosimbiontes 

a lo largo del tracto intestinal en el caso de la familia Heterorhab-

ditidae, o en una vesícula especial en la familia Steinernematidae 

[6], [7]; invaden al insecto huésped a través de sus orificios naturales 

(cavidad bucal, ano y espiráculos) o en algunos casos a través de 

la cutícula. Una vez dentro del insecto hospedero, las bacterias simbió-

ticas se liberan y acaban por inducirle la muerte. Posteriormente, los 

simbiontes bacterianos establecen y mantienen las condiciones ade-

cuadas para la reproducción del nematodo, proporcionando nutrientes 

y sustancias antimicrobianas que inhiben el crecimiento de una amplia 

gama de microorganismos dentro y fuera del cadáver [8]. Los nep com-

pletan su desarrollo y habitan el cadáver del anfitrión de dos a tres 

generaciones. Al agotarse la comida, los IJ lo abandonan en busca de 

nuevos huéspedes.

El cultivo de nematodos 
entomopatógenos 

presenta una alternativa 
sostenible para el 

biocontrol de plagas 
que afectan diferentes 

cultivos agrícolas. 
Estos animales poseen 

una alta eficiencia en 
el control activo de 

macroinvertebrados 
y altas tasas de 

fecundidad y fertilidad, 
se consideran una de 

las mejores alternativas 
para el control biológico 

de insectos.
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Gracias a estos procesos, ya hay varios productos comerciales basados 

en nep disponibles para el control de plagas. Y se han realizado encues-

tas en varios países para optimizar las condiciones ecológicas locales 

para el aislamiento de nuevas cepas [9]. Los nep también se consideran 

adecuados en hábitats donde los pesticidas agroquímicos carecen de 

la eficiencia requerida. Este es el caso de los hábitats crípticos. No obs-

tante, dado que en estos microhábitats la tasa de mortalidad de IJ por 

factores extrínsecos es mínima, se espera seguir recabando evidencia 

sobre su potencial. El fundamento para esta perspectiva es que existen 

reportes favorables del desempeño en la supervivencia y la persistencia 

de los nep [10].

La producción comercial de nep consta de tres enfoques básicos: pro-

ducción in vivo, fermentación sólida in vitro y fermentación líquida in 

vitro [11]. Se considera que esta última aporta mayor rentabilidad eco-

nómica; por tanto, constituye el grueso de la industria. Sin embargo, 

el método requiere personal altamente capacitado y costos elevados 

de puesta en marcha. Se pueden adoptar varios métodos para mejorar 

el cultivo in vitro, incluida la optimización de los medios y las carac-

terísticas de fermentación [12]. Por otra parte, el cultivo in vivo a nivel 

comercial explota grandes cantidades de insectos: los especímenes se 

inoculan con nep y de los huéspedes infectados se obtiene la cosecha a 

granel; generalmente se basa en el sistema de trampa blanca, el están-

dar para el cultivo a escala de laboratorio. Aunque no son la única, las 

larvas de Galleria mellonella constituyen la especie más común para la 

producción masiva in vivo.

El objetivo de este artículo es corroborar la potencialidad de aislamien-

to y caracterización de cepas selectas de nematodos entomopatógenos 

(nep) como agentes de control biológico en la producción sostenible de 

alimentos. Se espera explotar la virulencia y efectividad del recurso a 

mediana y gran escala.
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Materiales y métodos

Aislamiento de nep 

Las muestras de suelo se recolectaron y procesaron durante una sema-

na mediante el método de cebo para insectos (trampa Galleria). Una 

muestra de suelo representativa de 250 g se colocó en una caja de plás-

tico, para posteriormente inocularse con cinco larvas de estadio tardío 

de Galleria mellonella. Las cajas se almacenaron a 25 ºc con un margen 

de ±2 °c. Después de cinco días, las larvas muertas fueron recolectadas 

y transferidas a una trampa blanca [13] para confirmar y recolectar los IJ.

La trampa blanca consiste en un recipiente de plástico con una placa 

de Petri invertida de 5 cm de diámetro colocada en el fondo. Se dispuso 

un papel filtro Whatman 4 encima de la placa de modo que sus bordes 

entablaran contacto con el agua. Posteriormente, se humedeció el pa-

pel filtro con agua hasta saturarlo, luego se le colocaron larvas muertas. 

Después de 5 a 11 días, los IJ emergieron del cadáver y se asentaron en 

el agua. Todas las muestras se cebaron tres veces con larvas para obte-

ner el máximo número de nematodos beneficiosos.

Extracción de adn e identificación molecular de nep

La caracterización molecular se llevó a cabo mediante el análisis de 

secuencias de adn ribosómico. En genes nucleares, se emplearon las 

regiones del espaciador del transcrito interno (its) de Steinernematidae 

spp. y Heterorhabditis [14]. La extracción de adn genómico se efectuó 

moliendo de 1 a 4 × 104 unidades de IJ en un mortero bajo nitrógeno 

líquido hasta que se formó un polvo blanco fino. Se recogió el polvo y 

se añadió 1 ml de tampón de extracción (Tris-Cl 10 mm, sds al 1 %, NaCL 

0.4 m, edta 5 mm, ph 8). Luego se incubaron 50 μl de soluciones de protei-

nasa k (0.01 g/ml) y posteriormente se mezclaron durante 30 min a 37 °c 

y posteriormente durante 60 min a 65 °m.

Seguidamente, la solución se extrajo por duplicado con volúmenes idén-

ticos de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1) (v:v:v) y finalmente 

con cloroformo-alcohol isoamílico (24:l) (v/v). El adn se precipitó de la fase 

acuosa final añadiendo 2 volúmenes de etanol al 96 % (v/v) y 0.1 volúmenes 

de acetato de amonio 3 m y colocando la mezcla a 70 °c durante 30 min. El 
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adn precipitado se sedimentó en una microcentrífuga y se secó al vacío a 

temperatura ambiente. El sedimento se suspendió en 50 µl de tampón te 

(Tris-HCl 0.01 m, edta 0.001 m, ph -7.5) y se almacenó a 4 °c. La concentración 

de ácido nucleico se midió en un espectrofotómetro UV-Vis a 260 nm.

La reacción en cadena de la polimerasa (pcr por sus siglas en inglés) para 

la amplificación de los espaciadores internos transcritos (its) del adn ri-

bosómico se propició con la ayuda de un termociclador y los conjuntos 

de cebadores referidos por el cebador directo 18S (5'-gtttccgtaggtgaacct-

gc-3') y el inverso (5'-atatgcttaagttcagcgggt-3'). La condición de ciclo in-

cluida fue: 1 ciclo de 94 °C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 94 °C 

en 30 segundos, 55 °C transcurridos 45 s y 72 °C en el curso de 60 segundos 

y una extensión final de 72 °C durante 1.3 minutos. Los productos de la pcr 

se separaron en gel de agarosa al 1.5 % teñido con bromuro de etidio y se 

visualizaron bajo luz ultravioleta con un sistema de imágenes transilumi-

nador. La búsqueda blast indicó una similitud superior al 98 % entre las se-

cuencias de productos de pcr de la muestra recuperada. La secuencia del 

árbol filogenético fue construida por Untitled ClustalW (Slow/Precisa, iub).

Aislamiento de bacterias simbióticas (Xenorhabdus spp.)

En este procedimiento, las bacterias simbióticas se aislaron de especies 

de IJ individuales recién cosechadas. Las nep se cultivaron en larvas de 

estadio tardío de G. mellonella según [15] a 25 °C y se almacenaron a 20 °C 

durante una semana antes de su uso. Las bacterias simbióticas aisladas 

de Steinernema spp. se extrajeron de una piscina de IJ recién emergidas 

que se desinfectaron sumergiéndolas en una solución de hipocloruro de 

sodio al 10 % durante 10 min y luego se enjuagaron dos veces con agua 

destilada estéril. Los IJ esterilizados en la superficie se destruyeron me-

diante agitación vorticial y el asa llena de suspensión se sembrado en 

placas de agar nbta (agar nutritivo 0.004 y 2, 3, 5-cloruro de trifeniltetrazo-

lio y azul de bromotimol al 0.025 %) siguiendo el procedimiento de [16]. Se 

seleccionaron colonias individuales y subcultivaron en nbta nuevo y este 

proceso se repitió hasta adquirir colonias puras de simbiontes bacteria-

nos para cada especie de nematodo.

La extracción de adn se realizó con bacterias simbiontes en el cultivo 

de dos días de edad a 27 ±2 °C según [17]. Las colonias bacterianas per-

manecieron suspendidas en 100 μl de agua bidestilada y se desgastaron 
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manteniéndolas a 99 °C durante 15 minutos, seguido de centrifugación a 

13 000 rpm y el sobrenadante se utilizó para la reacción de pcr. La subu-

nidad pequeña (16 s) de ARNr se amplificó con los siguientes cebadores 

y condiciones de pcr: 

 — Cebador directo: (16 s 20) 5’-aga gtttgatcctgg ctc-3’ 

 — Imprimación inversa: (16 s 1390) 5’-gac ggg cgg tgt gta caa-3’

 — Condiciones de ciclo: incluida 1 ciclo de 94 °C durante 5 min, 

seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 seg, 50 °C por 30 seg y 72 °C 

por 1 min y una extensión final de 72 °C por 15 min.

Los productos de la pcr se separaron en gel de agarosa al 1.5 % teñido 

con bromuro de etidio y se visualizaron bajo luz ultravioleta con un sis-

tema de imágenes transiluminador.

Producción masiva in vitro de nep usando agitador orbital

Se eligió solo una Xenorhabdus spp. en función de su virulencia y pa-

togenicidad, que se sembró en placas nbta y se incubó durante 48 h a 

30 °c. Luego, un asa de una colonia aislada de la bacteria en fase I, se 

transfirió a 50 ml de medio stb [18] y se incubó durante 36 h a 30 °C y 150 

rpm. Posteriormente, se inocularon 150 ml de medio de producción (pm) 

[19] con caldo de cultivo Xenorhabdus spp., stb al 5 % (v/v) y se incubaron 

durante 60 h a temperatura ambiente 30 °C y 150 rpm. Siguió la compo-

sición del medio stb: 

 — 3 % (p/v) de caldo de tripticasa de soja 

 — 0.5 % (p/v) de extracto de levadura

 — pH-7

Este medio se utilizó para producir Xenorhabdus spp., para inocular el 

medio de producción de nep y su composición pm fue: 

 — 2.3 % (p/v) de extracto de levadura

 — 1.25 % (p/v) de yema de huevo deshidratada

 — 0.5 % (p/v) de cloruro de sodio

 — 4 % (v/v) de aceite de canola
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Se empleó este método para cocultivar la nep y su bacteria simbiótica. 

Los métodos de fermentación se pueden seguir con matraces especia-

les de tamaño, forma y agitación diseñados con ligeras modificaciones 

por [20]. Para determinar las concentraciones de nematodos se diluyeron 

de 10 a 1000 veces con agua estéril. Se usaron triplicados de muestras de 

0.1 ml para el recuento microscópico de nematodos totales utilizando 

microscopía de campo de luz con un aumento de 40x con el recuento re-

sultante multiplicado por el factor de dilución respectivo. El experimento 

fue realizado por duplicado y cada bioensayo se repitió cuatro veces. Los 

resultados de las pruebas por duplicado fueron combinadas para el aná-

lisis final, realizado con el software SigmaPlot® 12 (Systat Software, Inc., 

San Jose, ca, ee. uu.).

Resultados y discusión

Aislamiento y extracción de nep del suelo

En el presente estudio se describe la abundancia y caracterización mo-

lecular, incluyendo la producción en masa de nep potencial, que se lo-

calizó en una zona cultivada y otra no cultivada de Amazcala, Querétaro 

(Tabla 1). Se recolectaron un total de 100 muestras de suelo de diferentes 

áreas agrícolas (Figura 1 (a)). En condiciones de laboratorio, las mues-

tras recolectadas se procesaron en una semana utilizando el método 

de cebo de insectos (trampa Galleria, Figura 1 (b y e)). Se colocó una 

muestra representativa de 250 g en una caja de plástico y se inoculó 

con cinco estadios tardíos de larvas de G. mellonella (Figura 1 (c)). Las 

cajas se almacenaron a 25±2 ºc. Después de cinco días, las larvas muertas 

fueron recolectadas y transferidas a una trampa blanca para confirmar y 

recolectar (Figura 1 (d) juveniles infectantes (IJ)). Para la multiplicación 

en masa de los nematodos (Figura 1 (f)), los IJ aislados se liberaron en un 

vaso de precipitados de 25 ml y luego se dejaron reposar durante unos 

treinta minutos. Se descartó el sobrenadante que contenía los residuos 

y los nematodos se asentaron en el fondo del vaso de precipitados. 

Con frecuencia, se añadió agua destilada, de tres a cuatro veces, a los IJ 

que contenían el vaso de precipitados, hasta que la suspensión aparecie-

ra transparente. Después, los IJ se almacenaron a una concentración de 

aproximadamente 1-4 103 IJ/ml en agua destilada con formalina al 0.1 % en 
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Figura 1. 

Procesamiento de 

muestras de suelo y 

Extracción de NEP.

Sitio de 

muestreo

Cultivos 

agrícolas/

tierra

nep recuperados

Tipo 

de 

suelo

Tempera-

tura del 

suelo

 (oC)

Con-

tenido 

orgánico 

( %)

pH

Conduc-

tividad 

eléctrica 

(mS/cm)

Total ( %) 

de Stei-

nernema 

spp.

Total

( %) de 

Heteror-

habditis 

spp.

Total 

( %) 

de NEP 

recupe-

rados

Stei-

nerne-

ma spp.

Heteror-

habditis

spp.

Zona I 

(cultivos 

agrícolas) 

Tomate ++ - Arcilla 31 4.8 7.13 0.83

Pepino ++ - Arcilla 28 3.9 7.24 1.19

Maíz ++ - Arena 29 4.2 6.90 0.82 8 % 2 % 10 %

Zona II

(tierra sin 

cultivar) 

Pastos + - Limo 28 3.3 6.90 0.86

Árboles + - Limo 31 3.5 7.01 1.23

Plantas 

perennes
- ++ Limo 29 3.7 7.13 0.83

Tabla 1.

Ocurrencia y distribu-
ción de nep y sus ca-
racterísticas del suelo 
de diferentes zonas de 
muestreo de suelo.

(a) muestra de suelo recolectada del campo agrícola; (b) la larva de la polilla de la cera mayor 
(G. mellonella) (Pyralidae, Lepidoptera) se utilizó como insecto modelo para el aislamiento de 
NEP; (c) el cebo en Gallería de muestras de suelo con larvas sanas en una caja de plástico bien 
cerrada con orificio de oxígeno, después de 5 a 7 días de cebo muestra larvas muertas si su 
suelo contiene NEP; (d) cadáver de G. mellonella infectados con Steinernema spp en tres dife-
rentes medios de cultivo. (e) método de reventado de blancos para extracción de IJ de NEP; 
(f) aparición de IJ en larvas de G. mellonella; (g) vista microscópica de NEP.ra cuyo diámetro 
aerodinámico es 2.5 µm.

un matraz de cultivo tisular, se almacenaron a 19.5±0.5 °C en incubado-

ra dbo, para evitar la falta de oxígeno y la mortalidad de IJ. Los ne-

matodos extraídos se analizaron en el microscopio óptico (Figura 1). 

La observación arrojó especies de Steinernema spp. y Heterorhab-

ditis spp. en el suelo. Los nematodos se cultivaron rutinariamente en 

larvas de G. mellonella [21].
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Identificación molecular y análisis filogenético

Para autenticar los genes nucleares aislados recuperados, se llevó a 

cabo un análisis in silico de las secuencias obtenidas con los datos de 

la región espaciadora del transcrito interno (its). Los aislamientos mos-

traron el patrón de desarrollo típico de Steinernema spp. y Heteror-

habditis spp. Las investigaciones taxonómicas revelaron que, de los 10 

aislamientos, gc-06, gc-15, gc-26, ktm-08, gc-38, gc-41, ktm-32 y gc-48 per-

tenecen a Steinernema spp. gc-64, gc-89 conciernen a Heterorhabditis 

spp. (Tabla 2). Se eligió solo un nep (ktm-08) para un estudio molecular 

adicional basado en la virulencia y la patogenicidad. El resultado de la 

amplificación de las its produjeron una secuencia de nucleótidos de 600 

pares de bases (pb) que forman parte del 18 S parcial (its 1, its 2, Figura 2 

(a)). La secuencia obtenida del aislado nep tenía un 99 % de similitud con 

la de Steinernema spp. de aislamientos estrechamente relacionados; 

en cambio, la similitud con las secuencias de otros Steinernema spp. 

relacionados se puede observar en la Figura 2. Por otro lado, también 

existen reportes de la especie S. siamkayai del continente asiático [22], 

[23]. En este caso, esta especie se encontró dentro de campos de cultivo 

y prados en zonas cálidas. No obstante, también hay reportes de ocu-

rrencias de aislamiento de S. siamkayai alrededor del mundo, en todo 

tipo de hábitats y condiciones climáticas.

Tabla 2.

Atributos de infecti-
vidad en IJ de nep en 
larvas de G. mellonella.

Recuperado

Aislar 

código de 

muestra

Aparición larvas 

cadavéricas de Ga-

lleria infectadas

( %) de tasa de infectividad

(horas) Tiempo promedio de 

duración de la infec-

ción (horas)

Producción y desa-

rrollo de NEP en 

cadáver

(Días)

Tiempo de duración de 

la emergencia IJ

(Días)
Steinernema

spp.

Heterorhabditis 

spp.

GC-06 Negro 45 - 24 - 48 4 - 5 6

GC-15 Negro 35 - 72 - 96 6 - 7 6

GC-26 Negro 40 - 24 - 48 5 - 6 7

KTM-08 Negro 50 - 24 - 48 4 - 5 8

GC-38 Negro 45 - 24 - 48 4 - 5 6

GC-41 Marrón 35 - 48 - 72 5 - 6 7

KTM-32 Marrón 40 - 48 - 72 6 - 7 7

GC-48 Marrón 30 - 48 - 96 6 - 7 6

GC-64 Marrón grisáceo - 45 48 - 96 5 - 6 7

GC-89 Rojo - 40 24 - 48 4 - 5 6
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Aislamiento e identificación de bacterias simbióticas

Para el nivel primario se observó la identificación de colonias bacteria-

nas simbióticas en base a la absorción de colorantes de azul de bromoti-

mol y trifenil tetrazolio de placas nbta (Figura 3 (a)). En las observaciones 

basadas en la morfología de la colonia azul-verde, las tres cepas ais-

ladas pertenecían al género Xenorhabdus spp. aislados de IJ de Stei-

nernema spp. Para una mayor autenticación, se identificaron bacterias 

simbióticas aisladas a nivel molecular a través de la secuenciación del 

gen codificante al 16 S arnr. El simbionte se amplificó mediante el uso de 

cebadores de pcr que representan regiones del arnr 16 s conservadas en 

bacterias. Las cepas produjeron una única banda de aproximadamente 

1450 pb (Figura 3 (b)).

Figura 3. 

Muestra el creci-

miento de bacterias 

simbióticas en la 

placa petri y caracte-

rización molecular. 
(a) Colonias de color azul que muestran Xenorhabdus stockiae; (b) imágenes de fragmentos ampli-
ficados por pcr de arnr 16s en X. stockiae.

Figura 2. 

Resultados del análi-

sis genético de NEP 

de Steinernema. 
(a) Árbol filogenético de Steinernema siamkayai (KTM-08); (b) imágenes de PCR para especies de 
Steinernema spp. de tierras agrícolas utilizando cebadores específicos de especies ITS más mar-
cador de ADN.
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Se recuperaron nep de diferentes especies (10 %) y su prevalencia ha 

sido reportada con antelación bajo diferentes condiciones ambienta-

les. Parámetros como el clima, altitud, vegetación y diversidad de há-

bitats son factores diferenciales en las caracterizaciones de sus nichos 

ecológicos. Por eso, tener evidencia de ocurrencia de una riqueza de 

diez especies de nep del suelo agrícola, es un indicador importante de 

su asociación con insectos plaga. Todas las muestras positivas se re-

cuperaron de suelos arcillosos. Con las fuentes consultadas, se puede 

encontrar la coincidencia en que la movilidad y supervivencia de nep se 

ve favorecida en suelos con alto contenido de arena [24], [25]. Con los 

resultados de este estudio se demuestra la riqueza, diversidad y abun-

dancia de las poblaciones de nep en diferentes ambientes (arables y fo-

restales). Se observa que cada especie tiene un patrón de distribución 

característico, y con ayuda de la cladograma a nivel de adn nuclear, se 

perciben polimorfismos que efectivamente confirman las adaptaciones 

y la diferencia de poblaciones según las condiciones ambientales de 

estos organismos. Por otro lado, la presencia de Steinernematidae en 

la mayoría de las áreas estudiadas indica el papel potencial de estos 

nematodos en la regulación natural de las poblaciones de insectos. Y, 

de hecho, se tiene una ratio de 4:1 S:H en ocurrencia de especies en las 

muestras estudiadas.

Cultivo masivo in vitro de nep

Hasta ahora, se han abordado las propiedades de poblaciones de nep en 

sus ambientes nativos. No obstante, para saber si estas poblaciones son 

viables para ser cultivadas fuera de su ambiente natural, se requirió llevar 

a cabo cultivos exógenos e in vitro con semilla obtenida de las pobla-

ciones silvestres. Dentro de los procesos de producción en masa de nep 

es fundamental conocer las condiciones óptimas para realizar de manera 

exitosa el cultivo líquido in vitro de la mayor cantidad de organismos. Las 

variables que se consideraron en este estudio, para el cultivo masivo 

de nep, son mencionadas en la Tabla 3. Entre ellos, los objetivos funda-

mentales son el tiempo de cultivo, la temperatura y el ph. De manera 

subjetiva y secundaria, se tiene el volumen del medio y del matraz y las 

revoluciones por minuto (rpm) que se emplean para mantener en resus-

pensión el cultivo. En suma, se intenta hacer una mezcla homogénea 
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con una agitación constante. Para este objeto, las técnicas referidas en 

la investigación fueron empleadas por [26] y [27]. Los presentes estudios 

exploran la producción de cultivos líquidos de S. siamyakai. En la Tabla 

3 se mencionan las condiciones empleadas para el cultivo masivo de nep. 

El cultivo comenzó con esterilización de las larvas nep con IJ suspen-

didos en una solución líquida de hiamina al 0.125 % por 20 minutos. 

Posteriormente, el concentrado de la muestra de IJ fue lavado con 

abundante agua esterilizada. A continuación, se procedió a inocular 

los IJ en cajas de petri con el fin de establecer los primeros stocks de 

cultivo axénico las bacterias Xenorhabdus spp. Para esto, se utilizó el 

medio de cultivo stb:

1. La primera etapa consistió en inocular 50 ml de medio conte-

nidos en matraces con volumen de 250 ml por 36 horas. 

2. En la segunda se compensó el medio ya consumido con otros 

120 ml de medio, por 48 horas adicionales. 

3. Después que el crecimiento bacteriano alcanzó la densidad po-

blacional de 4 x 103 IJ/ml, se logró llegar a la fase estacionaria. 

Finalmente, para alcanzar la fase de cultivo masivo, se transfiere el cultivo 

a un biorreactor de matraz de agitación. Esta fase corresponde a 10 mues-

tras, cada biorreactor con 10 ml de medios de producción con IJ desinfec-

tados (Tabla 3).

Tabla 3.

Variables de crecimiento 
empleadas en bacterias 
simbióticas (Xenorhab-

dus spp.) usando medios 
líquidos de producción 
de Steinernema spp. 
controlados por medidas 
físicas y mecánicas.

Medio Días/horas pH Temperatura

RPM

(Revoluciones

por minuto)

Volumen de

medios (ml)

Volumen

del matraz (ml)

Medio STB 36 horas 7.2 30 130 50 250

Medio de producción 48 horas 8.0 30 130 120 500

Biorreactor de matraz

de agitación diseñado
8 días 8.2 25 130 10 120
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La cría de bacterias simbióticas tiene por objetivo aprovecharlas para po-

tenciar tanto la virulencia como la productividad de IJ en cultivos líquidos 

in vitro de nep (Figura 4) [28]. Sin embargo, durante la producción de nep, 

los IJ se recuperaron y se desarrollaron rápidamente en diferentes etapas:

 — Figura 4 (a) el día 1, muestra el IJ2.

 — Figura 4 (b) el día 3, muestra J4.

 — Figura 4 (c) el día 5, muestra las hembras jóvenes/hermafroditas.

 — Figura 4 (d) el día 6, muestra al adulto.

 — Figura 4 (e) el día 8, muestra a los adultos productores de 

huevos.

En la Figura 4 (paneles g y h), se percibe un desarrollo sobresaliente 

observado en el proceso de población de nematodo que ocurrió al-

rededor del día 5. Tanto el medio stb como el pm favorecieron el creci-

miento de Xenorhabdus spp., que creció en placas nbta inoculadas con 

muestras de caldo de cultivo. En cambio, en el panel 4f se muestran las 

fases primarias y secundarias que se dieron durante el cultivo.

En el caso de la curva de crecimiento de la densidad del cultivo, los 

valores se pueden observar en la Figura 5. En este caso, se explicita el 

lugar gráfico de las densidades de nematodos en función del tiempo 

y el modo de fermentación utilizado para la producción en masa. Du-

rante los primeros 3 días de procesos, la densidad de nematodos no 

cambió, el resultado se mantuvo en 4 x 103 IJ/ml. Las concentraciones 

máximas de nematodos después de ocho días, seguido de los pro-

Figura 4. 

Microfotografías de 

luz de las etapas 

de desarrollo de 

Steinernema sp. 

Durante la incuba-

ción en medio de 

producción. (a) IJ 2; (b) IJ 4; (c) hembras jóvenes/hermafroditas; (d) adulto; (e) oviposición y J1; (f) fase primaria 
y secundaria del crecimiento bacteriano; (g) colonias bacterianas en los medios de producción; (h) 
colonias bacterianas en medios STB.
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cesos de inoculación, fueron 85 x 103IJ/ml. Este resultado confirma lo 

reportado anteriormente en la literatura, y también coincide el registro 

ocular correspondiente a una adecuada recuperación de nep y al cre-

ciente número de hembras reproductivas [29], [30].

Por tanto, se ha registrando un crecimiento de 11 veces su densidad so-

bre la población original, en tan solo 10 días.

Conclusión

En el presente trabajo se realizó la caracterización de nep silvestres y 

su domesticación. Se describe la metodología para llevar a cabo este 

proceso en otros niveles variados de poblaciones no comerciales de nep. 

Su ejecución plantea un modelo probado de cultivo de poblaciones de 

organismos entomopatógenos que son inocuos al ambiente y que no 

representan un riesgo antes, durante y después del cultivo de alimentos. 

Así mismo, se describen aspectos relevantes de las poblaciones silves-

tres y parámetros útiles de producción de nep a nivel de laboratorio. Al 

probarse la metodología, se abre un nuevo panorama para futuras inves-

tigaciones de sinecología comparativa, así como la nueva documenta-

ción de casos de éxito (de este modelo) que prescinde de compuestos 

dañinos al ambiente. Cabe destacar que, dada su simpleza, la técnica 

puede implementarse en pequeños laboratorios en diversos ambientes, 

con lo cual no se depende directamente de proveedores ni de abastos. 

Las líneas de investigación que abre el presente estudio para evaluar 

en profundidad los alcances de estos métodos anteriormente descritos 

Figura 5. 

Aumento de las 

densidades de 

Steinernema spp. 

en relación con el 

tiempo y el proceso 

de producción. Al 

final del período 

de producción: la 

densidad inicial de 

nep es de 4 x 103 IJs 

ml y la concentra-

ción final de nep final 

es de 85 x 103 IJ/ml, 

con el 95 % de ellos 

en la etapa infectiva 

juvenil (IJ).
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son bastante amplias, desde fenómenos sinecológicos hasta agroecoló-

gicos, pasando por todos los niveles de complejidad de las interacciones 

ecológicas para propiciar cultivos más sostenibles y rendimientos más 

productivos. 
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