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Los nematodos entomopatdgenos (NEP) se consideran una de las
mejores alternativas para el control biolégico de plagas de in-
sectos. Entre sus principales caracteristicas, 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 fitopatdgenos a las plantas), se recolectaron
diversas muestras de suelo de cultivo agricola y forestal, a su vez, fue-
ron caracterizadas fisicoquimicamente. Posteriormente, se utilizaron
larvas de Galleria mellonella para el aislamiento de Nep, estos Ultimos
fueron identificados en funcién de sus caracteristicas morfoldgicas,
y reproducidos a escala laboratorio mediante técnicas de agitacion
orbital. Como resultado, se detecté que en 10 % de las muestras hay
presencia de Nep. Gracias a que se utilizaron métodos de biologia mo-
lecular y anélisis metagendmicos, se identificaron dos taxones de NEeP:
Steinernema spp. y Heterorhabdlitis spp., con una abundancia relativa
del 8y 2%, respectivamente. Por Ultimo, 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-
sion, el cultivo de los nep presenta una alternativa real y sostenible para

el biocontrol de plagas que afectan diferentes cultivos agricolas.

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

cos, PCR, Steinernema spp.
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Introducciéon

El control biolégico es una estrategia para el manejo de insectos, ma-
lezas y enfermedades que aprovecha las asociaciones bioldgicas de
antagonismo natural entre estos organismos. De origen tanto polifilé-
tico como heterogéneo, el catdlogo de especies registradas para los
fines de control biolégico 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 fitopatoldgicos, atacan a las plagas de insectos de ma-
nera especifica. La introduccién de nematodos entomopatdgenos como

agentes de control biolégico en la agricultura aporta varias ventajas:
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El cultivo de nematodos
entomopatdgenos
presenta una alternativa
sostenible para el
biocontrol de plagas
que afectan diferentes
cultivos agricolas.

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 biolégico
de insectos.

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

2. Tienen un enfoque preciso de accién, ya que solo parasitan a
insectos y artrépodos 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

maiz, mosquitos y orugas de mariposas [2].

Los nematodos capaces de infectar y matar insectos se denominan ne-
matodos entomopatégenos (Ne) [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 distribucién es practicamente global, con registros de ocu-
rrencia en todos los suelos del mundo, a excepcién de la Antartida
[5]. Los NEP sostienen una relacidon mutualista con bacterias simbio-
ticas de los géneros Xenorhabdus spp. y Photorhabdus spp. Estas
ultimas 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 Unica etapa de vida libre de los NEP) emprenden
su busqueda de hospederos, a quienes terminan alcanzando por
atraccion quimica. Los |J comportan las bacterias endosimbiontes
a lo largo del tracto intestinal en el caso de la familia Heterorhab-
ditidae, o en una vesicula especial en la familia Steinernematidae
6], [7]; invaden al insecto huésped a través de sus orificios naturales
(cavidad bucal, ano y espiraculos) o en algunos casos a través de
la cuticula. Una vez dentro del insecto hospedero, las bacterias simbié-
ticas se liberan y acaban por inducirle la muerte. Posteriormente, los
simbiontes bacterianos establecen y mantienen las condiciones ade-
cuadas para la reproduccién del nematodo, proporcionando nutrientes
y sustancias antimicrobianas que inhiben el crecimiento de una amplia
gama de microorganismos dentro y fuera del cadaver [8]. Los NEP com-
pletan su desarrollo y habitan el cadaver del anfitrién de dos a tres
generaciones. Al agotarse la comida, los IJ lo abandonan en busca de

nuevos huéspedes.



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 paises para optimizar las condiciones ecolégicas locales
para el aislamiento de nuevas cepas [9]. Los Ner también se consideran
adecuados en habitats donde los pesticidas agroquimicos carecen de
la eficiencia requerida. Este es el caso de los habitats cripticos. No obs-
tante, dado que en estos microhéabitats la tasa de mortalidad de IJ por
factores extrinsecos es minima, se espera seguir recabando evidencia
sobre su potencial. El fundamento para esta perspectiva es que existen
reportes favorables del desempefio en la supervivencia y la persistencia

de los NEP [10].

La produccién comercial de Nep consta de tres enfoques basicos: pro-
duccién in vivo, fermentacion sélida in vitro y fermentacién liquida in
vitro [11]. Se considera que esta Ultima aporta mayor rentabilidad eco-
némica; 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 optimizaciéon de los medios y las carac-
teristicas de fermentacion [12]. Por otra parte, el cultivo in vivo a nivel
comercial explota grandes cantidades de insectos: los especimenes 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 estan-
dar para el cultivo a escala de laboratorio. Aunque no son la Unica, las
larvas de Galleria mellonella constituyen la especie mas comun para la

produccién masiva in vivo.

El objetivo de este articulo es corroborar |a potencialidad de aislamien-
toy caracterizacion de cepas selectas de nematodos entomopatégenos
(NEP) como agentes de control bioldgico en la produccién sostenible de
alimentos. Se espera explotar la virulencia y efectividad del recurso a

mediana y gran escala.




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 colocé en una caja de plas-
tico, para posteriormente inocularse con cinco larvas de estadio tardio
de Galleria mellonella. Las cajas se almacenaron a 25 °c con un margen
de %2 °c. Después de cinco dias, 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 plastico con una placa
de Petri invertida de 5 cm de didmetro 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 humedecié el pa-
pel filtro con agua hasta saturarlo, luego se le colocaron larvas muertas.
Después de 5 a 11 dias, los IJ emergieron del cadaver y se asentaron en
el agua. Todas las muestras se cebaron tres veces con larvas para obte-

ner el madximo nimero de nematodos beneficiosos.

Extraccién de ADN e identificacién molecular de NEP

La caracterizacion molecular se llevd a cabo mediante el anélisis de
secuencias de ADN ribosémico. En genes nucleares, se emplearon las
regiones del espaciador del transcrito interno (17s) de Steinernematidae
spp. y Heterorhabditis [14]. La extraccion de ADN gendmico se efectud
moliendo de 1 a 4 x 104 unidades de IJ en un mortero bajo nitrégeno
liquido hasta que se formé un polvo blanco fino. Se recogié el polvo y
se afadié 1 ml de tampdn de extraccion (Tris-Cl 10 mm, sps al 1 %, NaCL
0.4 M, EDTA 5 mM, ph 8). Luego se incubaron 50 pl 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 °Mm.

Seguidamente, la solucién se extrajo por duplicado con volimenes idén-
ticos de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) (v:v:v) y finalmente
con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) (v/v). El ADN se precipité de la fase
acuosa final afiadiendo 2 volimenes de etanol al 96 % (v/v) y 0.1 volimenes

de acetato de amonio 3 My colocando la mezcla a 70 °c durante 30 min. El



ADN precipitado se sedimentd en una microcentrifuga y se secé al vacio a
temperatura ambiente. El sedimento se suspendié en 50 ul de tampdn Te
(Tris-HCl 0.01 M, EDTA 0.001 M, pH -7.5) y se almacend a 4 °c. La concentracion

de acido nucleico se midié en un espectrofotémetro UV-Vis a 260 nm.

La reaccién en cadena de la polimerasa (pcr por sus siglas en inglés) para
la amplificacién de los espaciadores internos transcritos (its) del AbN ri-
bosémico se propicié 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 condiciéon 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 extension final de 72 °c durante 1.3 minutos. Los productos de la pcr
se separaron en gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio y se
visualizaron bajo luz ultravioleta con un sistema de imagenes transilumi-
nador. La busqueda BLasT indicd una similitud superior al 98 % entre las se-
cuencias de productos de pcr de la muestra recuperada. La secuencia del

arbol filogenético fue construida por Untitled ClustalW (Slow/Precisa, 1us).

Aislamiento de bacterias simbidticas (Xenorhabdus spp.)

En este procedimiento, las bacterias simbibticas se aislaron de especies
de IJ individuales recién cosechadas. Las NEep se cultivaron en larvas de
estadio tardio de G. mellonella segin [15] a 25 °C y se almacenaron a 20 °C
durante una semana antes de su uso. Las bacterias simbidticas aisladas
de Steinernema spp. se extrajeron de una piscina de IJ recién emergidas
que se desinfectaron sumergiéndolas en una solucién de hipocloruro de
sodio al 10 % durante 10 min y luego se enjuagaron dos veces con agua
destilada estéril. Los |J esterilizados en la superficie se destruyeron me-
diante agitacion vorticial y el asa llena de suspension 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 [1¢]. Se
seleccionaron colonias individuales y subcultivaron en NBTA nuevo y este
proceso se repitioé hasta adquirir colonias puras de simbiontes bacteria-

nos para cada especie de nematodo.

La extraccién de ADN se realizd con bacterias simbiontes en el cultivo
de dos dias de edad a 27 =2 °c segun [17]. Las colonias bacterianas per-

manecieron suspendidas en 100 pl de agua bidestilada y se desgastaron




manteniéndolas a 99 °c durante 15 minutos, seguido de centrifugacién a
13 000 rpm y el sobrenadante se utilizé para la reaccion de pcr. La subu-
nidad pequena (16 s) de ARNr se amplificé con los siguientes cebadores

y condiciones de pcr:
— Cebador directo: (16 s 20) 5'-AGA GTTTGATCCTGG CTC-3'
— Imprimacioén 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 extension final de 72 °c por 15 min.

Los productos de la pcr se separaron en gel de agarosa al 1.5 % tefiido
con bromuro de etidio y se visualizaron bajo luz ultravioleta con un sis-

tema de imagenes transiluminador.

Produccién masiva in vitro de NEP usando agitador orbital

Se eligié solo una Xenorhabdus spp. en funcién de su virulencia y pa-
togenicidad, que se sembré en placas NBTA y se incubd durante 48 h a
30 °c. Luego, un asa de una colonia aislada de la bacteria en fase |, se
transfirié a 50 ml de medio s18 [18] y se incubd durante 36 h a 30 °C y 150
rom. Posteriormente, se inocularon 150 ml de medio de produccion (pm)
[19] con caldo de cultivo Xenorhabdus spp., st8 al 5 % (v/v) y se incubaron
durante 60 h a temperatura ambiente 30 °C y 150 rpm. Siguié la compo-

sicion del medio sT8:
— 3% (p/v) de caldo de tripticasa de soja
— 0.5 % (p/v) de extracto de levadura
— pH-7

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

medio de produccién de Nep y su composicion 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



Se empled este método para cocultivar la NEP y su bacteria simbidtica.

Los métodos de fermentacion se pueden seguir con matraces especia-

les de tamano, forma y agitacion disefiados 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 microscépico de nematodos totales utilizando
microscopia de campo de luz con un aumento de 40x con el recuento re-
sultante multiplicado por el factor de dilucién respectivo. El experimento
fue realizado por duplicado y cada bioensayo se repitié cuatro veces. Los
resultados de las pruebas por duplicado fueron combinadas para el ana-
lisis final, realizado con el software SigmaPlot® 12 (Systat Software, Inc.,

San Jose, ca, EE. UU.).

Resultados y discusiéon

Aislamiento y extraccién de Nep del suelo

En el presente estudio se describe la abundancia y caracterizacién mo-
lecular, incluyendo la produccion en masa de Nep potencial, que se lo-
calizé en una zona cultivada y otra no cultivada de Amazcala, Querétaro
(Tabla 1). Se recolectaron un total de 100 muestras de suelo de diferentes
areas agricolas (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 €)). Se colocé una
muestra representativa de 250 g en una caja de plastico y se inoculd
con cinco estadios tardios de larvas de G. mellonella (Figura 1 (c)). Las
cajas se almacenaron a 25+2 °c. Después de cinco dias, las larvas muertas
fueron recolectadas y transferidas a una trampa blanca para confirmar y
recolectar (Figura 1 (d) juveniles infectantes (1J)). Para la multiplicacion
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 descarté el sobrenadante que contenia los residuos
y los nematodos se asentaron en el fondo del vaso de precipitados.
Con frecuencia, se anadié agua destilada, de tres a cuatro veces, a los IJ
que contenian el vaso de precipitados, hasta que la suspensién aparecie-
ra transparente. Después, los |J se almacenaron a una concentracion de

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

Ocurrencia y distribu-
cién de NEP y sus ca-

racteristicas del suelo
de diferentes zonas de
muestreo de suelo.

v

CuLTIVOS
SITIO DE

AGRicoLAS/

MUESTREO
TIERRA

un matraz de cultivo tisular, se almacenaron a 19.5+0.5 °C en incubado-
ra bBO, para evitar la falta de oxigeno y la mortalidad de IJ. Los ne-
matodos extraidos se analizaron en el microscopio 6ptico (Figura 1).
La observacién arroj6 especies de Steinernema spp. y Heterorhab-
ditis spp. en el suelo. Los nematodos se cultivaron rutinariamente en

larvas de G. mellonella [21].

NEP RECUPERADOS

ToTAL ToOTAL

HETEROR-

TEMPERA- CON- CoNDuC-

HABDITIS

TURA DEL
SUELO
(oC)

TENIDO
ORGANICO
(%)

P

TIVIDAD
ELECTRICA
(MS/cM)

ToTAL ( %)

(%) DE
DE STEI-
HETEROR-
NERNEMA
HABDITIS
SPP.
SPP.

(%)
DE NEP
RECUPE-

RADOS

Zonal
. Tomate ++ - Arcilla 31 4.8 7.13 0.83
(cultivos
agricolas)
Pepino ++ - Arcilla 28 3.9 7.24 1.19
Maiz ++ - Arena 29 4.2 6.90 0.82 8% 2% 10 %
Zona Il
(tierra sin Pastos + - Limo 28 3.3 6.90 0.86
cultivar)
Arboles + - Limo 31 3.5 7.01 1.23
Plantas
- ++ Limo 29 3.7 7.13 0.83
perennes
FIGURA 1.

Procesamiento de

muestras de suelo y
Extraccién de NEP.

(a) muestra de suelo recolectada del campo agricola; (b) la larva de la polilla de la cera mayor
(G. mellonella) (Pyralidae, Lepidoptera) se utilizé6 como insecto modelo para el aislamiento de
NEP; (c) el cebo en Galleria de muestras de suelo con larvas sanas en una caja de pléstico bien
cerrada con orificio de oxigeno, después de 5 a 7 dias de cebo muestra larvas muertas si su
suelo contiene NEP; (d) cadaver de G. mellonella infectados con Steinernema spp en tres dife-
rentes medios de cultivo. (e) método de reventado de blancos para extraccion de IJ de NEP;
(f) aparicion de IJ en larvas de G. mellonella; (g) vista microscépica de NEP.ra cuyo didmetro
aerodindmico es 2.5 pm.



TABLA 2.

Atributos de infecti-
vidad en |J de NEP en
larvas de G. mellonella.

v

RECUPERADO
APARICION LARVAS
AISLAR
CADAVERICAS DE GA-
cODIGO DE
LLERIA INFECTADAS
MUESTRA

Identificacién molecular y andlisis filogenético

Para autenticar los genes nucleares aislados recuperados, se llevé a
cabo un anélisis in silico de las secuencias obtenidas con los datos de
la regiéon espaciadora del transcrito interno (i1s). Los aislamientos mos-
traron el patrén de desarrollo tipico de Steinernema spp. y Heteror-
habdlitis spp. Las investigaciones taxondémicas 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 eligié solo un NeP (kTM-08) para un estudio molecular
adicional basado en la virulencia y la patogenicidad. El resultado de la
amplificacién de las ITs produjeron una secuencia de nucleétidos de 600
pares de bases (pb) que forman parte del 18 s parcial (i1s 1, ITs 2, Figura 2
(a)). La secuencia obtenida del aislado Nep tenia 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 asiatico [22],
[23]. En este caso, esta especie se encontré dentro de campos de cultivo
y prados en zonas célidas. No obstante, también hay reportes de ocu-
rrencias de aislamiento de S. siamkayai alrededor del mundo, en todo

tipo de hébitats y condiciones climaticas.

(%) DE TASA DE INFECTIVIDAD

PRODUCCION Y DESA-
TIEMPO PROMEDIO DE TIEMPO DE DURACION DE
RROLLO DE NEP EN
DURACION DE LA INFEC- : LA EMERGENCIA I]
STEINERNEMA | HETERORHABDITIS CADAVER
CION (HORAS) (Dias)
SPP. 3 (Dias)

(HORAS)

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 Marrén 35 - 48-72 5-6 7
KTM-32 Marrén 40 - 48-72 6-7 7
GC-48 Marrén 30 - 48 -96 6-7 6
GC-64 Marrén grisaceo - 45 48-96 5-6 7
GC-89 Rojo - 40 24 -48 4-5 6
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FIGURA 2.

Resultados del anali-
sis genético de NEP

de Steinernema.

FiGURraA 3.

Muestra el creci-
miento de bacterias
simbidticas en la
placa petriy caracte-

rizacién molecular.
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(a) Arbol filogenético de Steinernema siamkayai (KTM-08); (b) imagenes de PCR para especies de
Steinernema spp. de tierras agricolas utilizando cebadores especificos de especies ITS mas mar-
cador de ADN.

Aislamiento e identificacién de bacterias simbidticas

Para el nivel primario se observoé la identificacion de colonias bacteria-
nas simbidticas en base a la absorcion de colorantes de azul de bromoti-
mol y trifenil tetrazolio de placas NBTA (Figura 3 (a)). En las observaciones
basadas en la morfologia de la colonia azul-verde, las tres cepas ais-
ladas pertenecian al género Xenorhabdus spp. aislados de IJ de Stei-
nernema spp. Para una mayor autenticacion, se identificaron bacterias
simbidticas aisladas a nivel molecular a través de la secuenciacion del
gen codificante al 16 s ARNr. El simbionte se amplificé mediante el uso de
cebadores de pPcr que representan regiones del ARNY 16 s conservadas en
bacterias. Las cepas produjeron una Unica banda de aproximadamente

1450 pb (Figura 3 (b)).

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



Se recuperaron Nep de diferentes especies (10 %) y su prevalencia ha
sido reportada con antelacion bajo diferentes condiciones ambienta-
les. Pardmetros como el clima, altitud, vegetacién y diversidad de ha-
bitats son factores diferenciales en las caracterizaciones de sus nichos
ecolégicos. Por eso, tener evidencia de ocurrencia de una riqueza de
diez especies de Nep del suelo agricola, es un indicador importante de
su asociacion 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 NP en diferentes ambientes (arables y fo-
restales). Se observa que cada especie tiene un patrén de distribucién
caracteristico, y con ayuda de la cladograma a nivel de AbN nuclear, se
perciben polimorfismos que efectivamente confirman las adaptaciones
y la diferencia de poblaciones segin las condiciones ambientales de
estos organismos. Por otro lado, la presencia de Steinernematidae en
la mayoria de las areas estudiadas indica el papel potencial de estos
nematodos en la regulacién 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 iz 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 requirié llevar
a cabo cultivos exégenos e in vitro con semilla obtenida de las pobla-
ciones silvestres. Dentro de los procesos de produccién en masa de Nep
es fundamental conocer las condiciones 6ptimas para realizar de manera
exitosa el cultivo liquido 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-

pension el cultivo. En suma, se intenta hacer una mezcla homogénea




V 4 con una agitacion constante. Para este objeto, las técnicas referidas en
la investigacion fueron empleadas por [26] y [27]. Los presentes estudios
96 exploran la produccién de cultivos liquidos de S. siamyakai. En la Tabla

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

El cultivo comenzé con esterilizacion de las larvas Nep con |J suspen-
didos en una solucién liquida de hiamina al 0.125 % por 20 minutos.
Posteriormente, el concentrado de la muestra de IJ fue lavado con
abundante agua esterilizada. A continuacién, se procedié 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 utilizo el

medio de cultivo sTB:

1. La primera etapa consistié en inocular 50 m| de medio conte-

nidos en matraces con volumen de 250 m| por 36 horas.

2. Enla segunda se compenso el medio ya consumido con otros

120 m| de medio, por 48 horas adicionales.

Thstas. 3. Después que el crecimiento bacteriano alcanzé la densidad po-

Variables de crecimiento blacional de 4 x 10* 1J/ml, se logré llegar a la fase estacionaria.

empleadas en bacterias

simbidticas (Xenorhab- Finalmente, para alcanzar la fase de cultivo masivo, se transfiere el cultivo
dus spp.) usando medios a un biorreactor de matraz de agitacion. Esta fase corresponde a 10 mues-
liquidos de produccién ) ) » )
de Steinernema spp. tras, cada biorreactor con 10 ml de medios de produccién con IJ desinfec-
controlados por medidas tados (Tabla 3).

fisicas y mecanicas.

v

RPM
VOLUMEN DE VOLUMEN

DiAS/HORAS TEMPERATURA (REVOLUCIONES

MEDIOS (ML) DEL MATRAZ (ML)
POR MINUTO)

Medio STB 36 horas 7.2 30 130 50 250

Medio de produccién 48 horas 8.0 30 130 120 500

Biorreactor de matraz
o 8 dias 8.2 25 130 10 120
de agitacion disefiado
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FIGURA 4. a ° ) :

Microfotografias de l .
. a h

(@) U 2; (b) I 4; (c) hembras jévenes/hermafroditas; (d) adulto; (e) oviposicion y J1; (f) fase primaria
y secundaria del crecimiento bacteriano; (g) colonias bacterianas en los medios de produccién; (h)
colonias bacterianas en medios STB.

luz de las etapas
de desarrollo de

Steinernema sp.

Durante la incuba-
cion en medio de

produccion.

La cria de bacterias simbidticas tiene por objetivo aprovecharlas para po-
tenciar tanto la virulencia como la productividad de IJ en cultivos liquidos

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

eibojouds] e| A eioual) e| ap seAldadsiag

los IJ se recuperaron y se desarrollaron rapidamente en diferentes etapas:
— Figura 4 (a) el dia 1, muestra el 1J2.
— Figura 4 (b) el dia 3, muestra Ja.
— Figura 4 (c) el dia 5, muestra las hembras jovenes/hermafroditas.
— Figura 4 (d) el dia 6, muestra al adulto.

— Figura 4 (e) el dia 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 poblaciéon de nematodo que ocurrié al-
rededor del dia 5. Tanto el medio st8 como el pm favorecieron el creci-
miento de Xenorhabdus spp., que crecié 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 gréfico de las densidades de nematodos en funcién del tiempo
y el modo de fermentacién utilizado para la producciéon en masa. Du-
rante los primeros 3 dias de procesos, la densidad de nematodos no
cambid, el resultado se mantuvo en 4 x 10* |J/ml. Las concentraciones

méaximas de nematodos después de ocho dias, seguido de los pro-



FIGURA 5.

Aumento de las
densidades de
Steinernema spp.
en relacién con el
tiempo y el proceso
de produccion. Al
final del periodo

de produccién: la
densidad inicial de
NEP es de 4 x 10% IJs
mly la concentra-
cién final de Nep final
es de 85 x 103 |J/ml,
con el 95 % de ellos
en la etapa infectiva

juvenil (1J).

cesos de inoculacidn, fueron 85 x 1021J/ml. Este resultado confirma lo
reportado anteriormente en la literatura, y también coincide el registro
ocular correspondiente a una adecuada recuperacion de Nep y al cre-

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

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

bre la poblacién original, en tan solo 10 dias.
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Conclusion

En el presente trabajo se realizé la caracterizacion de Nep silvestres y
su domesticacion. Se describe la metodologia para llevar a cabo este
proceso en otros niveles variados de poblaciones no comerciales de Nep.
Su ejecucioén plantea un modelo probado de cultivo de poblaciones de
organismos entomopatdgenos que son inocuos al ambiente y que no
representan un riesgo antes, durante y después del cultivo de alimentos.
Asi mismo, se describen aspectos relevantes de las poblaciones silves-
tres y parametros Utiles de produccion de Nep a nivel de laboratorio. Al
probarse la metodologia, se abre un nuevo panorama para futuras inves-
tigaciones de sinecologia comparativa, asi como la nueva documenta-
cién de casos de éxito (de este modelo) que prescinde de compuestos
dafiinos al ambiente. Cabe destacar que, dada su simpleza, la técnica
puede implementarse en pequefios laboratorios en diversos ambientes,
con lo cual no se depende directamente de proveedores ni de abastos.
Las lineas de investigacion que abre el presente estudio para evaluar

en profundidad los alcances de estos métodos anteriormente descritos



son bastante amplias, desde fenémenos sinecolégicos hasta agroecolé-

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

ecolodgicas para propiciar cultivos mas sostenibles y rendimientos mas

productivos.
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CINICIO A




