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Evaluacion de cuatro medios sélidos de crecimiento para la produccion in vitro
del nematodo entomopatdgeno Heterorhabditis bacteriophora.

Ivan Andrés Grijalva Teran

Resumen. ElI nematodo entomopatdgeno, Heterorhabditis bacteriophora, es un
controlador bioldgico de larvas de coledpteros y lepiddpteros en el suelo. Tiene una
relacion simbidtica con la bacteria Photorhabdus luminescens que produce metabolitos
para preservar el insecto mientras el nematodo se desarrolla, la bacteria transforma el
insecto hospedado como fuente de alimento para el nematodo. EIl objetivo fue evaluar
cuatro medios solidos de reproduccidn in vitro con concentraciones iniciales de indculo de
1000 y 2000 nematodos por mililitro. Los medios de crecimiento sélido fueron un cultivo
monoxénico, agar nutritivo higado grasa, extracto de larvas molidas de Galleria
mellonella y agar nutriente. Se utiliz6 un disefio completamente al azar con arreglo factorial
de cuatro medios de crecimiento sélidos con dos concentraciones de nematodos (4 x 2) y se
realizé una separacion de medias usando LSMEANS. EIl cultivo monoxénico, presenté el
mayor rendimiento de produccién de nematodos infectivos juveniles a una concentracion
de 1000 nematodos por mililitro a las 240 horas (10 dias) después de la inoculacion.

Palabras Clave: Control bioldgico, infectivos juveniles, rendimiento.

Abstract. The entomopathogenic nematode Heterorhabditis bacteriophora is a biological
control of Coleoptera and Lepidoptera larvae in the soil. It has a symbiotic relationship
with the bacteria Photorhabdus luminescens, which produces metabolites to preserve the
insect while the nematode develops, transforms the insect stayed as a food source for the
nematode. The aim of this study was evaluate four solid growing media with an initial
inoculum of 1000 and 2000 mL nematodes. The growing media were a monoxenic
culture, nutrient agar fatty liver, extract of Galleria mellonella larvae and nutrient agar
were used. Experimental design was completely randomized factorial arrangement of 4
solid growth media with two concentrations of nematodes (4 x 2) and mean separation
was performed using LSMEANS. The monoxenic culture had the highest production of
infective juvenile nematodes with a concentration of 1000 nematodes per mL 240 hours
(10 days) after inoculation.

Keywords: Biological control, infective juvenile, yield.
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1. INTRODUCCION

El control bioldgico es un componente importante del manejo integrado de plagas (Van
Driesche y Heinz 2004; Van Lenteren 2007; Parrella 2008). Un ejemplo de estos son los
nematodos entomopatdgenos (NEP) que atacan principalmente larvas de coledpteros y
lepiddpteros en el suelo (Nicholls 2008). Los nematodos entomopatégenos tienen un gran
potencial para controlar varias plagas de insectos de importancia agricola (Klein 1990;
Shapiro-llan y Gaugler 2002).

Heterorhabditis bacteriophora (Rhabditida: Heterorhabditidae) es usado como control
bioldgico para controlar plagas agricolas pertenecientes a los Ordenes Lepidoptera,
Coleoptera, Diptera y Thysanoptera (Gaugler y Kaya 1990). Muchas especies de
Heterorhabditis han sido descritas y estudiadas por su potencial como agentes bioldgicos
(Adams et al. 2006). El laboratorio de control biologico de la Escuela Agricola
Panamericana Zamorano, posee una produccién in vivo de este organismo, ha sido usado
para control de larvas de varias especies, entre ellas Phyllophaga spp.

Heterorhabditis bacteriophora se encuentra entre los nematodos entomopatégenos mas
importantes, tiene potencial de control contra diversas plagas de insectos, de importancia
econdmica (Klein 1990). Este nematodo estd asociado simbi6ticamente a la bacteria
Photorhabdus luminescens, la cual se hospeda en el intestino del infectivo juvenil (Ciche
et al. 2006). Las bacterias crecen en el huésped y producen condiciones adecuadas para el
desarrollo de Heterorhabditis bacteriophora y su reproduccion (Susurluk et al. 2013). Es
un hospedante obligatorio de la bacteria simbionte Photorhabdus luminescens, esta
bacteria se transmite durante la etapa infectiva juvenil del nematodo, esencial para
parasitar insectos y poder reproducirse (Han y Ehlers 2000). La bacteria hace una relacion
simbionte con su insecto hospedero produciendo factores virulentos que neutraliza y
matan al insecto huésped. Convierten el hospedero en componentes nutricionales usados
como fuente principal de alimentacion del nematodo. Esta bacteria produce un ambiente
Optimo para la reproduccién y crecimiento del nematodo Heterorhabditis bacteriophora
(Kooliyottil et al. 2013), es esencial para garantizar altos rendimientos en la produccion in
vitro del nematodo (Valdés et al. 2005).

La produccion de Heterorhabditis bacteriophora a gran escala es dificil, ya sea in vivo o
in vitro, debido a diversos obstaculos. La produccion de NEP se puede lograr in vivo; sin
embargo, la produccion a escala comercial es impractica debido a los altos costos de
produccién y a bajos rendimientos por gramo de biomasa de insectos (Strauch et al.
1994). La produccion in vitro requiere de tecnologia y tiene mayor rendimientos de
nematodos por gramo de material sélido (medios de crecimiento) en comparacion a las



tecnologias in vivo. Sin embargo, los costos asociados con tecnologias, medios sélidos de
crecimiento, son mucho mayores que in vivo (Kooliyottil et al. 2013).

En general, la produccion in vivo consiste en usar como hospedero larvas de Galleria
mellonella (Lepidoptera: Pyralidae), insecto huésped méas comun usado para la produccion
comercial de nematodos entomopatdgenos (Woodring y Kaya 1988). La fase larval de
este insecto se infecta con Heterorhabditis bacteriophora, el cual transporta la bacteria
simbionte Photorhabdus luminescens y es liberada, posteriormente la bacteria provoca la
muerte de las larvas por septicemia, descomponen los tejidos, libera antibiéticos lo que
permite que el nematodo pueda reproducirse 2-3 ciclos dentro del cuerpo de las larvas.
(Eleftherianos et al. 2006). Para la cosecha se utiliza el método de trampas White (White,
1927).

Otra técnica de produccién de NEP es in vitro en cultivos sélidos o liquidos (Susurluk et
al. 2013). El cultivo in vitro de estos nematodos se ha desarrollado a través del tiempo
usando medios de crecimiento basados en peptona-glucosa-agar e higado de cerdo (Dutky
1964). Se basa en la inoculacion de la bacteria Photorhabdus luminescens a un medio
nutritivo, posteriormente la introduccion de los nematodos desinfectados (Akhurst 1980),
creando un ambiente apto para el crecimiento y reproduccién. La composicion del medio
puede tener un efecto sustancial en el rendimiento de los nematodos. El aumento de la
cantidad y calidad de lipidos aumentard el rendimiento y la calidad de nematodos
(Shapiro-Ilan y Gaugler 2002).

La produccién in vivo de NEP ofrece varias ventajas con respecto a la produccion in vitro,
incluyendo inversion inicial y la menor cantidad de conocimientos técnicos para la puesta
en marcha (Shapiro-llan y Gaugler 2002). La desventaja radica que se obtiene bajos
rendimiento de produccion del nematodo. Por eso es necesario evaluar métodos de
reproduccion in vitro para obtener mayores rendimientos (Cuadro 1). Un elemento
importante es identificar el medio de crecimiento sélido adecuado para la reproduccién
de Heterorhabditis bacteriophora.

Varios estudios han evaluado medios de crecimiento de composicién variable, como
cultivos nutritivos en combinaciones de higado de pollo con almidén e higado de cerdo
con melaza, almidon y polvo de arroz, mostrando una preferencia de la bacteria por
medios de crecimiento ricos en proteina para obtener altos rendimientos en la produccion
del nematodo (Valdés et al. 2005). Los componentes lipidicos que reflejan la composicion
de los nematodos en su hospedero natural son méas adecuados para la produccién. Otros
ingredientes pueden tener un efecto directo sobre el rendimiento de los nematodos como
son fuente de proteinas y sales (Shapiro-llan y Gaugler 2002).

La utilizacién de cualquier agente de control biolégico depende de su disponibilidad en
suficientes cantidades a un costo aceptable (Nicholls 2008). Por lo tanto, el objetivo de
este estudio fue evaluar diversos medios de crecimiento para la produccion in vitro del
nematodo entomopatdgeno Heterorhabditis bacteriophora con el fin de determinar un
medio de crecimiento sélido para obtener el mayor rendimiento en producciéon a una
concentracion inicial de 1000 o 2000 nematodos por mililitro, que seguira ofreciendo un
paso intermedio en la tecnologia, costos entre in vivo y en cultivo en liquido (Shapiro-Ilan
y Gaugler 2002).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3578468/#B169

Cuadro 1. Costos de produccion in vivo e in vitro del nematodo entomopatégeno
Heterorhabditis bacteriophora.

Método Medio de Unidad de $/ unidad de  Rendimiento
reproduccion produccion produccion final (1J)
Medio de 15 ml de medio
In vitro . - monoxénico descrito 0.09 1,968,000
crecimiento solido
por Ehlers.
In vivo Insecto hospedero 1 larva de Galleria 0.25 200,000

mellonella.

1J:infectivos juveniles.
Referencias: Udo-Ehlers 2001; Laboratorio de Control Biol6gico EAP 2014.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacién. La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Control Biologico de la
Escuela Agricola Panamericana, Zamorano, Honduras, ubicado en el valle del Yeguare a
32 km de Tegucigalpa, D.C. en las coordenadas geograficas latitud norte de 14° 00’
46.97"" longitud Oeste de 87° 00’ 13.54”. Las condiciones del ensayo se mantuvieron a 28
°C, para la inoculacion de la bacteria simbionte y para la reproduccion del nematodo
entomopatogeno de 25 °C, en condiciones de incubadora.

Material biol6gico. Los nematodos se obtuvieron de la produccion in vivo del laboratorio
de Control Bioldgico de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano, los cuales se
reproducen utilizando como hospedero larvas de Galleria mellonella. Cada larva de G.
mellonella es infectada con 1000 nematodos infectivos juveniles de H. bacteriophora que
se reproducen dentro de las larvas por 15 dias, los nematodos son recuperados en
cantidades que oscilan entre 80,000 hasta 200,000 infectivos juveniles por larva. Para la
recuperacion de los nematodos se usa trampas White modificadas que consiste en colocar
dentro de una bandeja plastica (22 cm de ancho x 28 cm de largo x 10 cm de altura) 100
ml de agua esterilizada, y placas Petri de vidrio de 80 mm x 15 mm con un disco de papel
filtro humedecido en el interior. Sobre el papel filtro se colocan unas 15 larvas de G.
mellonella que muestran sintomatologia de infeccion (coloracién roja) y se deja incubar
durante 15 dias a una temperatura de 25 °C y humedad relativa de 60%. Los nematodos
que salen del cuerpo de las larvas son atraidos por la humedad del agua y hacen puentes
vivos para trasladarse hacia este medio liquido. Esta solucién de 50 mL (agua +
nematodos) se extrae y se coloca en tubos de centrifugacion de 45 mL para ser
desinfectados con Timerosal al 0.025% de concentracion para su posterior reproduccion
in vitro.

Preparacion del medio NBTA (Nutrient blue tretrasodium agar) y criopreservacion
de la bacteria Photorhabdus luminescens.

Se prepar6 el medio NBTA utilizando agar nutritivo (OXOID) usando 1.0 g en 100 mL de
agua destilada. A esa mezcla se le agreg6 una concentracion del 1% de azul de
bromotimol. Se mezclé en la plancha de calor hasta llevar a punto de ebullicion. Esta
preparacion se esteriliz6 a 121 °C, durante 15 min en la autoclave. EI medio se dejé
enfriar dentro de la cAmara de flujo laminar hasta obtener una temperatura de 40 °C, tibio
al tacto y se le agregdé TTC (solucién de cloruro de trifeniltetrazolio) a una concentracion
de 0.004%. Posteriormente el medio fue distribuido en cinco platos Petri, con 15 mL de
medio cada uno.



Extraccion de la bacteria Photorhabdus luminescens de nematodos infectivos
juveniles (1J).

Utilizando una solucion con una concentracion de nematodos (material biol6gico), se
tomé una gota (50 pL), la cual se deposité en un portaobjetos. Cada gota contenia
aproximadamente 25 1J que se pasaron por una gota de soluciéon de cloro al 7.5% de
concentracion. Se dej6 reposar por 10 min y se pescaron nuevamente para ser enjuagados
en una gota de agua destilada estéril. Los infectivos juveniles enjuagados se colocaron en
una gota de STB (Soy Triptase Broth), donde fueron fraccionados por mitad con una asa
bacterioldgica. Posteriormente se afiadieron 15 mL del medio de produccion STB en un
plato Petri y se inocul6 la solucién conteniendo los nematodos 1J fraccionados, los platos
fueron sellados con cinta parafina para luego incubarlos a 30 °C, durante 24 horas.

A las 24 horas se extrajo una muestra de la solucion de la fractura y con asa bacteriologica
se estrio en cinco platos Petri preparados con el medio NBTA, para luego incubarlas a 30
°C, durante 24 horas. Se monitored el cultivo en placa para determinar la fase simbionte
de la bacteria. Las colonias de Photorhabdus luminescens en fase primaria se observan de
color verde oliva y en fase secundaria infectiva se tornan de color rojo. La fase primaria se
caracteriza por la absorcion del azul de bromotimol del medio NBTA, asi las colonias
bacterianas se tornan entre verde y azul oscuro. Para la fase secundaria, las bacterias no
absorben colorantes y reducen el cloruro de trifeniltetrazolio del medio NBTA, generando
colonias rojas (Akhurst 1980).

Figura 1. Medio NBTA sin inoculacion de la bacteria Photorhabdus luminescens (foto
A), medio NBTA con la bacteria simbionte fase primaria (foto B) y medio NBTA con la
bacteria simbionte fase secundaria (foto C).

Inoculacion del medio liquido STB.

Se prepararon unos 50 mL de caldo peptona de caseina-peptona de harina de soya (TSB),
usando 1.5 g de producto. Este medio liquido se esterilizé a 121°C por 15 minutos en la
autoclave y se dejo enfriar dentro de la camara de flujo laminar. De las placas de NBTA
se escogieron las colonias aisladas que presentaron una coloracion verde oliva (fase
primaria). Estas colonias fueron introducidas en el matraz que contenia el medio liquido
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STB. Al inocular, se calento la asa bacteriologica, se dejo enfriar y se tocé la colonia.
Posteriormente, la boca del matraz se flamed, se le coloc6 un tapén y se sellé con cinta
parafina. EI matraz se agité a 150 rpm en la mesa orbital durante 24 horas a una
temperatura de 30 °C, dentro de la incubadora.

Criopreservacion de la bacteria Photorhabdus luminescens.

Se evalu6 el pH del medio liquido STB a las 24 horas, mostrando un pH de 7.3. El pH,
alcalino entre un rango de 7.0 a 7.9, indica que no existe contaminacion y que la bacteria
Photorhabdus luminescens se esta reproduciendo. Solamente el medio con un pH mayor a
7.0 se mezclo con glicerol anhidrido estéril a una proporcion de 20% v/v y se dejé agitar
por 10 minutos. Se vertio 1.0 mL del medio liquido STB- glicerado en tres tubos
Eppendorff esterelizados 1.5 mL de capacidad. Los tubos Eppendorff se refrigeraron a -
1.0 °C por una hora, 2 horas en congelacion y se almacend a -80 °C en el ultra
congelador, para su posterior utilizacion.

Figura 2. Bacteria simbionte Photorhabdus luminescens para criopreservar.

Inoculacion de la bacteria Photorhabdus luminescens a cada medio de crecimiento.

Se prepararon 100 mL de caldo peptona de caseina-peptona de harina de soya (TSB),
usando 3 g de producto. Este medio liquido se esterilizd a 121°C por 15 minutos en el
autoclave y se dejo enfriar completamente sobre la cdmara de flujo laminar, reactivamos
la bacteria Photorhabdus luminescens contenida en el tubo Eppendorff aprox. 1.0 mL
calentandola mediante el tacto para descongelar la bacteria sacada del ultra congelador a -
80 °C. Sin tocar la boca ni la pared del matraz, se vertio el contenido (1.0 mL en los 100
mL de la solucién) de la bacteria al medio TSB. La boca del matraz se flameo, se colocd
un tapon de algodon y se sell6 con cinta de parafina. EI medio liquido TSB se agit6 a 150
rpm en la mesa orbital por 24 horas a una temperatura de 28 °C en la incubadora (Shel
Lab, USA). A las 24 horas se evalud el pH mediante el potenciémetro, mostrando un pH



de 7.2. El pH entre un rango de 7.0 a 7.9 indica que no existe contaminacion y que las
bacterias Photorhabdus luminescens se estan reproduciendo.

Dentro de la camara de flujo laminar, el matraz se abrio, flamed y se inclind hasta que el
medio liquido llegara al cuello del matraz, con una pipeta Pasteur se extrajo 1.0 mL del
medio STB y se inocularon 12 platos Petri con 15 ml de medio de los cuatro medios
crecimiento solido, esparciendo el contenido bacterial por toda la caja Petri, si era
necesario usando el asa bacterioldgica, esterilizada con el mechero. Se sell6 cada plato
Petri con cinta de parafina y se almaceno en la incubadora (Shel Lab, USA) a 28 °C.
Después de 24 horas se inocul6 con 1000 nematodos infectivos juveniles por mililitro,
previamente desinfectados, dentro de la cAmara de flujo laminar. Se sellé con cinta de
parafina cada plato Petri y se redujo la temperatura a 25 °C dentro de la incubadora, para
garantizar la temperatura 6ptima de desarrollo del nematodo. Posteriormente, se usé una
concentracion de 2000 nematodos infectivos juveniles por mililitro, siguiendo los mismos
procedimientos ya mencionados.

Figura 3. Medios de crecimiento sélidos inoculados con la bacteria simbionte.

Desinfeccion del nematodo Heterorhabditis bacteriophora.

Con una solucién de 50 mL de agua con nematodos cosechados de las trampas White
(material bioldgico), fue colocada aproximadamente 40 mL en tubos de centrifuga de 45
mL para extraer nematodos a 3000 rpm por 3 min. Los nematodos concentrados en el
fondo del tubo de centrifuga se extrajeron con una pipeta Pasteur y se colocaron en tubos
de cristal, afiadiendo 1.0 mL solucion de Timerosal a una concentracion de 0.025%, la
cual se agito a 150 rpm en la mesa orbital por 15 min a temperatura ambiente. Después de
agitar, se colocaron en la centrifuga a 3000 rpm por 3 minutos, para concentrar los
nematodos desinfectados, los que posteriormente se enjuagaron con 1.0 mL de agua
destilada estéril, para eliminar la solucién de Timerosal. Con los nematodos sanitizados
superficialmente se inoculdé cada medio de crecimiento sélido a una concentracion de
1000, 2000 nematodos por 15 mL de medio, inoculados 24 horas antes con la bacteria
Photorhabdus luminescens. Para determinar la concentracion de nematodos se colocaron
9.0 mL de agua destilada y 1.0 mL de la solucion de nematodos para obtener una dilucion
de 1:10, de esa dilucion se extrajo 1.0 mL y se disolvio nuevamente en 9.0 mL de agua
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destilada. Se extrajo 1.0 mL de la dilucion y se coloco en un plato Petri formando cinco
gotas. Con el estereoscopio se contaron los nematodos en cada gota (solucién madre). La
cantidad de nematodos observados se multiplica por el factor de dilucién 1:10° para
obtener la concentracion por mililitro para el proceso de inoculacion.

Recoleccion de datos.

Se conto la cantidad de nematodos extraidos de cada caja Petri mediante un lavado con
agua destilada, usando un frasco cilindrico de plastico, de los medios de crecimiento
solido, mediante diluciones, que consiste en colocar 9.0 mL de agua destilada y 1.0 mL
del lavado para obtener una dilucién de 1:10, de esa dilucion se extrajo 1.0 mL y se
disolvié dos veces en 9 mL de agua destilada. Se extrajo 1.0 mL de la dilucion y se
colocd en un plato Petri formando cinco gotas. Con el estereoscopio se contaron los
nematodos en cada gota (solucién madre). La cantidad de nematodos observados se
multiplica por el factor de dilucién 1:10% para obtener la concentracién por mililitro para
el proceso de inoculacion.

Disefio experimental.

Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factorial (4 x 2) con tres
repeticiones, con un total de 24 unidades experimentales, se realizé una separacion de medias
usando LSMEANS y un analisis de varianza GLM.



Cuadro 2. Medios de crecimiento solidos evaluados para la produccién in vitro del
nematodo entomopatogeno Heterorhabditis bacteriophora.

Medios de crecimiento solidos Ingredientes (g) / 100 mL
Extracto de larvas molidas de Galleria 50 larvas Galleria mellonella.
mellonella 2.80 Agar nutriente IVT.

2.8 Agar nutriente IVT.
Agar nutritivo higado grasa 2.0 Aceite vegetal de maiz.
10.0 Higado troceado de pollo.
1.0 Peptone B.
1.0 Extracto de levadura.
0.6 Yema de huevo deshidratada.
0.3 Harina de soya.
0.4 Cloruro de sodio (NaCl).
Cultivo monoxénico descrito por Ehlers 0.035 Cloruro de potasio (KCI).

0.03 Cloruro de calcio (CaCly).
0.02 Sulfato de magnesio (MgSQ,).
0.005 Sulfato Ferroso (FeSQy).

3.0 Aceite vegetal de maiz.
1.7 Bacto agar.
Agar nutriente 2.80 Agar nutriente IVT.

Referencias: Udo-Ehlers 2001; VValdés et al. 2005



3. RESULTADOS Y DISCUSION

No hubo interaccion de los medios de crecimiento sélido con las concentraciones del
indculo (P<0.73) en la produccién de 1J (Cuadro 3). Por lo tanto, se discuten los efectos
de los factores individuales. La concentracion de indculo no afecta en la produccion de 1J,
existen otros factores que intervienen en el rendimiento del nematodo, como
desplazamiento de fase de la bacteria simbionte, bajos porcentajes de copulacion
nematodo, indculo (bacteria/ nematodo), concentracion de oxigeno, pH, temperatura,
agitacion. La falta de conocimiento que implica la relacion simbidtica entre NEP y sus
respectivas bacterias simbiontes plantea mas dificultad para establecer y optimizar
protocolos estandarizados de produccion (Kooliyottil et al. 2013).

Hubo diferencia significativa entre los medios de crecimiento (P<0.0001). El medio de
crecimiento con mayor rendimiento de produccion a las 240 horas (10 dias después de
inoculacion) fue el cultivo monoxénico descrito por Ehlers (Cuadro 4) que los otros tres
medios a una concentracion de 1000 nematodos/mL. Se puede apreciar que los tres
medios, extracto de larvas molidas de Galleria mellonella, agar nutritivo higado grasa y
agar nutriente, permitieron que los infectivos juveniles se reprodujeran en las mismas
cantidades, podemos decir que el cultivo monoxeénico descrito por Ehlers, produjo un 80%
mas de infectivos juveniles que los otros medios de crecimiento sélido.

El cultivo monoxénico descrito por Ehlers produjo mas infectivos juveniles,
probablemente se debe a que la bacteria Photorhabdus luminescens produce diferentes
tipos de proteasas y lipasas segun el tipo de medio de cultivo artificial (Daborn et al.
2001). Este cultivo permiti6 un mayor crecimiento bacteriano, por su contenido de
nutrientes, lo que permite que la bacteria transforme este medio y el aporte de su propia
biomasa para la alimentacion del nematodo (Valdés et al. 2005) garantizando mayores
rendimientos. La relacion nutricional es altamente especifica para Heterorhabditis porque
estos nematodos no pueden ser cultivadas en condiciones axénicas o en otras bacterias
(Kooliyottil et al. 2013).

El cultivo monoxénico descrito por Ehlers presentd el mayor nimero de nematodos
infectivos juveniles a una concentracion de 2000 nematodos/mL, pero no fue
significativamente diferente al medio de crecimiento agar nutritivo higado grasa (Cuadro
4). Esto se atribuye a que estas fuentes de proteina (higado de pollo) tienen diferente
composicion comparado con los medios de crecimiento solido que tengan higado de
cerdo, lo que resultd de mas dificil degradacion para el simbionte bacteriano, la fase
postexponencial de crecimiento se alcanz6 mas tarde, se retardd la produccion de
metabolitos (sefiales de alimento) que desencadenaria la recuperacién de los infectivos
juveniles (Valdes et al. 2005), disminuyendo su rendimiento. No hubo diferencia
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significativa entre las concentraciones de indculo de 1000 y 2000 nematodos por mililitro
(P<0.90). Esto es debido a que la concentracion de indculo inicial no puede afectar el
rendimiento en produccion del nematodo H. bacteriophora (Shapiro-llan y Gaugler
2002). Existen otros factores que afectan el rendimiento final de infectivos juveniles en
produccién in vitro, metabolitos (sefiales de alimentos) producidos por la bacteria
simbidtica Photorhabdus luminescens (Udo Ehlers 2001). La composicion del medio
puede tener un efecto sustancial en el rendimiento de los nematodos. ElI aumento de la
cantidad y calidad de lipidos aumentara el rendimiento y la calidad de nematodos.
Componentes lipidicos que reflejan la composicion de los nematodos de huésped natural
son mas adecuados a la produccion. Otros ingredientes del medio que pueden tener un
efecto directo sobre el rendimiento de nematodos incluyen fuente de proteinas y sales
(Shapiro-Ilan y Gaugler 2002).

Cuadro 3. Medias de numero de infectivos juveniles vivos (1J) a partir de una inoculacion
inicial de 1000 y 2000 nematodos por mililitro, a las 240 horas (10 dias) después de la
inoculacion.

Medios de crecimiento s6lido Concentracion Numero de 1J/ 15
de 1J/mL mL de medio
Cultivo monoxénico descrito por Ehlers 1000 1,968,000 ¥
Cultivo monoxénico descrito por Ehlers 2000 1,688,667 *°
Agar nutritivo higado grasa 1000 148,167 *
Agar nutritivo higado grasa 2000 467,667 °
Extracto de larvas molidas de Galleria mellonella 1000 203,667 °
Extracto de larvas molidas de Galleria mellonella 2000 6,387 °
Agar nutriente 1000 101,833 °
Agar nutriente 2000 163,667 °

¥ Valores en columnas con distinta letra, difieren estadisticamente entre si segun la prueba
LSMEANS (P<0.05).
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Cuadro 4. Medias de numero de infectivos juveniles vivos (1J) a partir de una inoculacion
inicial de 1000 y 2000 nematodos por mililitro, a las 240 horas (10 dias) después de la
inoculacion.

Medios de crecimiento s6lido 1000 2000
nematodos/mL nematodos/mL

Extracto de larvas molidas de b b
203,667 6,387

Galleria mellonella ’ ’

Agar nutritivo higado grasa 148,167 ° 467,667

Cultivo monoxénico descrito por 1,968,000 ¥ 1,688,667 °

Ehlers

Agar nutriente 101,833 ° 163,667 °

¥ Valores en columnas con distinta letra, difieren estadisticamente entre si segun la prueba
LSMEANS (P<0.05).
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4, CONCLUSIONES

El cultivo monoxénico descrito por Ehlers presentdé el mayor rendimiento de
produccion de nematodos infectivos juveniles.

No existe interaccion entre la concentracion de indculo con el medio de
crecimiento solido en la produccion in vitro del nematodo entomopatdgeno
Heterorhabditis bacteriophora. El cultivo monoxénico descrito por Ehlers,
presentd el mayor rendimiento de infectivos juveniles a una concentracion inicial
de 1000 1J/mL.
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S. RECOMENDACIONES

= Definir parametros de la cantidad de oxigeno, un factor que influye en la
produccion in vitro de nematodos entomopatégenos, mediante un bioreactor.

= Establecer protocolos de produccion in vitro usando el medio de crecimiento
cultivo monoxeénico descrito por Ehlers en liquido mediante el uso de un
bioreactor. Se evalu6 la produccién in vitro en medio liquido usando este medio,
pero solo se logro el proceso de diferenciacion del nematodo Heterorhabditis
bacteriophora (Figura 4).

= Evaluar los estados de desarrollo del nematodo Heterorhabditis bacteriophora en
diferentes tiempos.

Figura 4. Produccion in vitro con el cultivo monoxénico descrito por Ehlers en liquido.
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