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Resumen

Los nematodos entomopatdgenos (NEP) constituyen una herramienta potencial en
programas de control biolégico aumentativo, no obstante una limitante para su
implementacion es la disponibilidad comercial. Se hace necesario implementar tecnologias
novedosas que permitan optimizar la produccion de estos biocontroladores con fines
comerciales. El objetivo del presente estudio fue determinar parametros de fermentacién
liquida en la produccién del nematodo entomopatégeno, Heterorhabditis sp. (Tumaco) para
el control de insectos barrenadores de la palma de aceite. El nematodo se aislo de
plantaciones comerciales de palma de aceite con incidencia de Rhynchophorus palmarum
y Sagalassa valida en el occidente del departamento de Narifio, Colombia. Para la
multiplicacién In vitro se evaluaron dos medios de cultivo (en cajas Petri): ANH, formulado
con higado de pollo (10 % p/v), aceite de maiz (2,0 % v/v), agar nutritivo (2,3 % p/v) y ANY,
formulado con yema de huevo deshidratada (1,25 % p/v), extracto de levadura (2,3 % p/v),
NacCl (0,5 % p/v), aceite de maiz (2 % v/v), agar nutritivo (2,3 % p/v). En todos los casos
se inoculo el simbionte bacteriano 48 h antes de inocular los JI 0 huevos en estado de
moérula (100 por caja Petri). EI medio ANH, inoculado con JI, permitié expresar el mayor
potencial reproductivo, el ciclo de vida se desarroll6 en dos ciclos cortos cada uno de siete
dias, con factor de multiplicacién 1:100, se realizaron cinco cultivos sucesivos en el tiempo,
en cada uno se inoculé con JI producidos en el cultivo anterior al mismo. Se observé un
progresivo decrecimiento en la tasa de multiplicacion, pero la patogenicidad de los JI sobre
larvas de Galleria mellonella L. se mantuvo constante. Con los resultados obtenidos se
escald el sistema a unidades plasticas de 1 L en cultivo semisdélido, el medio se formul6
con: higado de pollo 10 % (p/v), carboximetilcelulosa 1 % (p/v), aceite de maiz 4 % (v/v),
caldo nutritivo 1,3 % (p/v), trozos de espuma de poliuretano 5,6 % (p/v). Cada unidad se
inocul6 con crecimiento bacteriano (16 % v/v) y 48 horas después se adicionaron 200.000
JI. Después de ocho dias se obtuvieron en promedio 3'500.000 + 500.000 JI, equivalente
a 21.340 Jl/gr de medio. Los JI producidos causaron 100 % de mortalidad en larvas de G.
mellonella en dltimo instar. Los medios sélidos se modificaron a medios liquidos y se
evalud cada uno en tres recipientes: matraz de 250 ml, frascos cilindricos de 7 cm x 4,5
cmyde 10,4 cm x 5,8, agitacion de 130 y 180 rpm. El medio compuesto de yema de huevo,
en los recipientes de 7 cm x 4,5 cm y 180 rpm, permitié obtener un rendimiento de 17.800
JI por ml en 25 dias. Para el escalado se utilizé un fermentador de 1,3 L, con un volumen
efectivo de trabajo de 0,9 L; se evaluo el efecto combinado de la agitacion, la aireacion en
el desarrollo del complejo nematodo-bacterias. La interacciéon; 250 rpm (durante el
crecimiento de las bacterias) -200 rpm (después de adicionar los JI) y aireacion de 1 Lpm,
permitié el crecimiento de Photorhabdus sp. en fase | durante 144 h, no obstante se limité
el desarrollo de los nematodos. Los avances fueron promisorios, y generan la base para
estudios posteriores.
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Introduccioén

El uso de agentes de control bioloégico (bacterias, virus, hongos y nematodos) en
artrépodos plaga es una herramienta con gran potencial, respaldada en mdultiples
investigaciones a nivel mundial. Aspectos como la resistencia a los insecticidas, facilidad
para masificacion en laboratorio, alto rendimiento, persistencia en campo e inocuidad a
mamiferos, entre otros, hacen que estos organismos patdgenos de insectos se consideren

una alternativa para la produccién agricola sustentable.

La presente investigacion se justifica por la necesidad de generar una alternativa sostenible
para el control de insectos plaga en palma de aceite, la cual se enmarca por los retos de
la normativa de la Mesa Redonda de Aceite de Palma Sostenible (RSPO por su sigla en
inglés), de la cual hace parte la Federacion Nacional de Cultivadores de Palma de Aceite
(Fedepalma) desde 2004. La normativa RSPO enfatiza en la aplicacion de técnicas
reconocidas en el manejo integrado de plagas y enfermedades (MIPE), incorporando
métodos culturales, biol6gicos, mecéanicos y fisicos para minimizar el uso de productos de
sintesis quimica, procurando emplear especies nativas para el control biol6gico, siempre

gue sea posible.

Es de mencionar que la principal limitante en cultivo de la palma de aceite en Colombia se
atribuye a factores fitosanitarios. La actual propuesta de investigacién se focaliza en
generar tecnologia para la produccién masiva de nematodos entomopatégenos nativos,
para el manejo de algunas plagas de importancia econémica de la palma de aceite, como
son: Sagalassa valida (Lepidéptera: Glyphipterigidae), Eupalamides guyanensis
(Lepidoptera: Castniidae), Strategus aloeus (Coledptera: Scarabaeidae), Rhynchophorus
palmarum (Coledptera: Dryophthoridae), Haplaxius crudus (Hemiptera: Cixiidae) y

Leucothyreus femoratus (ColeGptera: Scarabaeidae).

A escala mundial el interés por el uso de nematodos entomopatégenos se ha incrementado

en las dos ultimas décadas, la evidencia registrada en mdltiples trabajos de investigacion,



los presentan como agentes promisorios para el control de insectos, moluscos y
nematodos de patdégenos de plantas. No obstante, la aplicacion masiva de estos
organismos es limitada debido a la escasa oferta en el mercado, debido a los altos costos
de produccion en sistemas artesanales (In vivo), una alternativa viable para la produccién

masiva es el desarrollo de procesos en cultivo liquido a nivel de biorreactor.

Los nematodos entomopatdgenos son patégenos obligados de insectos, se asocian
simbidticamente con bacterias especificas, que son transportadas en el intestino de tercer
estadio de desarrollo de los nematodos (JI). Las especies de nematodos entomopatégenos
mas promisorias, se encuentran dentro de las familias Steinernematidae y
Heterorhabditidae. Esta ultima consta de un género, Heterorhabditis, las especies que lo
componen se asocian con bacterias del género Photorhabdus (excluyendo a P.
asymbiotica), esta asociacion nematodo-bacteria, causa patogenicidad en artrépodos. En
condiciones naturales los nematodos penetran en el insecto a través de la boca, el ano,
los espiraculos y en algunos casos traspasan directamente la cuticula, alcanzan el
hemocele y libera sus bacterias simbiontes, el insecto muere por septicemia entre las 24 y

48 horas siguientes.

En procesos de produccién de nematodos entomopatégenos (NEP) In vitro, se debe aislar
y multiplicar previamente a los simbionte bacterianos. Los medios de cultivo a utilizar deben
ser incubados con las bacterias 48 h antes de la inoculacién con los juveniles infectivos
(JN. Los Jl inician su desarrollo (recuperacion) en respuesta a una sefial de alimentacion
(aun no descrita) la cual es producida y secretada al medio por las bacterias. Un aspecto
importante en la produccion In vitro es mantener a las bacterias en su fase patogénica
(Fase I), la cual se caracteriza por una alta tasa reproductiva, degradacion del medio,
liberacion de antimicrobianos y factores de virulencia; en esta fase se observan al
microscopio con forma de bacilos. Factores de estrés y agotamiento de nutrientes pueden
hacer que la bacteria pase a una fase estable (Fase Il) de baja actividad metabdlica, al
microscopio se observan como cocos. Esta fase no es deseable en el proceso de

desarrollo y reproduccion de los nematodos.



HIPOTESIS

El nematodo entomopatégeno Heterorhabditis sp. (Tumaco) y su bacteria simbionte
Photorhabdus sp., responderan favorablemente a las condiciones de fermentacién liquida,
y a los sustratos evaluados, resultando en productividades de juveniles infectivos (JI)

superiores a los rendimientos reportados en la literatura.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar parametros de fermentacién liquida en la produccion del nematodo

entomopatdgeno, Heterorhabditis sp. (Tumaco).
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislar nematodos entomopatdgenos a partir de plantaciones comerciales de palma
de aceite.
2. Establecer el ciclo de vida, rendimiento y patogenicidad de Heterorhabditis sp.

(Tumaco) en cultivo monoxénico sélido.

3. Evaluar el efecto del sustrato sobre el rendimiento de Heterorhabditis sp. en cultivo

semisolido.

4. Determinar el efecto de la agitacion, la geometria del fermentador y la composicion
del sustrato sobre el desarrollo del nematodo entomopatégeno Heterorhabditis sp.

(Tumaco) en medio liquido a nivel de matraz.

5. Evaluar el efecto de las condiciones de agitacion y oxigenacion en el desarrollo del

complejo nematodo-bacteria en sustrato liquido en un biorreactor de laboratorio.



Capitulo 1

MARCO CONCEPTUAL

1.1. Clasificacion y filogenia de los nematodos entomopatégenos

Los nematodos pertenecen al clado metazoo (metazoarios) también conocido como
Ecdysozoa, o animales que mudan (Aguinaldo et al.,, 1997; Lewis y Clarke 2012), se
agrupan filogenéticamente en el phylum Nematoda, el cual se considera altamente diverso
y abundante (Wall y Virginia, 2000; Wall et al, 2001; Adams et al, 2006), con un rango de
especies entre 400.000 y 10.000.000 (Hammond et al., 1995; Adams et al, 2006).

Los nematodos asociados con insectos son filogenéticamente diversos, pertenecen a 13
subordenes diferentes del phylum Nematoda (Blaxter, 2011), no obstante solo dos familias:
Steinernematidae y Heterorhabditidae, son agentes potencialmente Utiles para el control
biol6gico de plagas (Lacey et al., 2015; Grewal et al., 2005; Zioni et al., 1992).

La familia Heterorhabditidae contiene un solo género, Heterorhabditis Poinar (Adams et al,
2006), con 17 especies actualmente reconocidas (Tabla 1) (Lewis y Clarke 2012).

1.2. Generalidades del género Photorhabdus

El género Photorhabdus (familia Enterobacteriaceae), estd compuesto por tres especies:
Photorhabdus luminescens, P. temperata y P. asymbiotica (Joyce et al., 2006). Las dos
primeras especies establecen simbiosis obligada con nematodos entomopatdgenos de la
familia Heterorhabditidae, mientras que la tercera especie se ha aislado de heridas
humanas (Hinchliffe et al., 2010; Rodou et al., 2010). Las células de Photorhabdus spp.
son bacilos asporégenos (0,5-2 x 1-10 um), Gram negativos, y méviles por medio de
flagelos peritricos. Son anaerobios facultativos, que tiene tanto respiracion como un
metabolismo fermentativo. La temperatura 6ptima de crecimiento es por lo general 28 °C;
algunas cepas crecen a 37 - 38 °C. Todas las cepas son catalasa positiva y no reducen el
nitrato. Fermentan la glucosa sin produccion de gas. También fermentan la fructosa, D-
manosa, maltosa, ribosa, y N-acetilglucosamina. La fermentacion a partir de glicerol es
débil. El fumarato, glucosamina, L-glutamato, L-malato, L-prolina, succinato y L-tirosina se

utilizan como fuentes de carbono y energia (Boemare, 2002).



Tabla 1. Especies de nematodos entomopatégenos descritas en la familia
Heterorhabditidae y sus respectivos simbiontes bacterianos (género

Photorhabdus)
Especies de Nematodos Especies/subespecies de bacterias
Heterorhabditis amazonensis Desconocida
Photorhabdus luminescens subesp. kayaii,
P. luminescens subesp. laumondii,
H. bacteriophora P. luminescens subesp. caribbeanensis,
P. temperata subesp. khanii,
P. temperata subesp. thracensis.
H. baujardi Desconocida
H. brevicaudis Desconocida
H. downesi P. temperata subesp. Cinérea
H. floridensis Desconocida
H. georgiana P. luminescens subesp. akhurstii
H. gerrardi P. asymbiotica kingscliffe
H. indica P. luminescens subesp. akhurstii
H. marelatus Desconocida
H. megidis P. temperata subesp. cinerea
H. mexicana Desconocida
H. poinari Desconocida
H. safricana Desconocida
H. sonorensis Desconocida
H. taysearae Desconocida
H. zealandica P. temperata subesp. tasmaniensis

Una caracteristica de Photorhabdus spp. y otros géneros de simbiontes asociados a NEP
es la variacion fenotipica. La fase primaria (Fl) es aislada de Juveniles infectivos e insectos
con infeccion tempranas, mientras que la fase secundaria (FIl) se encuentra a veces

durante las Ultimas etapas del desarrollo de los NEP en cadaveres de insectos y durante



sub-cultivos de la FI (Akhurst, 1980). La FIl tiene un tamafio de célula mas pequefias,
colonias morfolégicamente diferentes, carece de una variedad de proteinas y metabolitos
secundarios (Boemare y Akhurst, 1988; Smigielski et al.,, 1994), no interactla
simbidticamente con el nematodo (J3), pero sigue siendo patégena (Akhurst, 1980). Las
células de la FI producen un pigmento rojo y las colonias absorben el rojo neutral o el azul
de bromotimol del agar McConkey y agar NBTA (agar nutritivo, azul de bromotimol y cloruro
de trifenil tetrazolio) respectivamente. Las colonias de la FIl son de color amarillo y no
absorbe colorantes de los medios (Akhurst, 1980, Johnigk et al., 2004). En el género
Photorhabdus, la reversion de la fase es poco frecuente o ausente. El papel de las
variantes de fase secundarias en los ciclos de vida de EPN es poco claro (Ciche et al.,
2006).

1.3. Complejo nematodo-bacteria
Los NEP causan enfermedades a los insectos por transmision de bacterias patogénicas

en el hemocele de insectos (Lewis y Clarke 2012) susceptibles.

Los JI de Heterorhabditis bacteriophora Poinar transmiten aproximadamente 130 unidades
formadoras de colonia (UFC), las cuales se ubican predominantemente en la porcién
anterior del intestino del nematodo, pero extendiéndose en diferentes grados a lo largo del
intestino. Una vez los Jl alcanzan el hemocele del insecto liberan a los simbiontes
bacterianos a través de la boca mediante un proceso sugestivo de regurgitacion (Ciche y
Ensign. 2003). En insectos susceptibles tres células de Photorhabdus luminescens son

suficientes para causar la mortalidad (Poinar et al., 1977).

El ciclo de vida de los NEP esta determinado por relaciones mutualistas con los simbiontes
bacterianos, estas interacciones pueden diferenciarse en tres fases: forética, patogénica,

y saprofita.

» Fase forética

La fase forética corresponde a la etapa de vida libre (JI) de los NEP, se caracteriza por la
guiescencia de la bacteria y la actividad del nematodo que funciona como vector para el
simbionte bacteriano. Las bacterias estan bien protegidas del ambiente circundante en el
intestino del JI hasta su liberacion en el hemocele de los insectos hospederos (Poinar,

1966; Poinar et al., 1977; Ciche et al., 2006). El mecanismo para la colonizacion especifica



de los simbiontes bacterianos en el intestino de los JI no se conoce (Ciche et al., 2006).
Una hipétesis es que la funcién digestiva en el intestino del JI se reduce durante la segunda
etapa juvenil pre-infectivo (J2) y por lo tanto las células bacterianas sobreviven en el

intestino en lugar de ser digeridas (Ciche et al., 2006).

*» Fase patogénica

En la fase patogénica los JI, transportan a sus simbiontes bacterianos hacia un huésped
potencial. Una vez que el JI ingresa en el hemocele del insecto, el complejo nematodo-
bacteria enfrenta la defensa humoral y celular del insecto (Peters y Ehlers, 1997). Si bien,
la contribucion de las bacterias simbiontes para matar insectos esta bien establecida, en
algunos casos, el simbionte y el nematodo cada uno contribuye de forma sinérgica hacia
la virulencia, como se reportd para el complejo S. feltiae - X. bovienii en larvas de tipulidos
(Ehlers et al., 1997; Ciche, et al., 2006). En otros casos, el simbionte bacteriano no parece
contribuir en absoluto a la virulencia. Por ejemplo, Xenorhabdus poinarii Akhurst Boemare
no causa septicemia en las larvas de G. mellonella, no obstante el nematodo es el causante
de la mortalidad (Akhurst, 1983; Ciche, et al., 2006). Por ultimo, hay ejemplos en los que
el nematodo depende completamente de su simbionte bacteriano para matar al insecto,
gue suele ser el caso de Heterorhabditis spp. (Gerritsen y Smits, 1993; Han y Ehlers, 2000;
Ciche, et al., 2006).

= [Fase saproéfita

Una vez que el insecto huésped estd muerto, inicia la fase saprdfita, durante la cual los
nematodos y sus bacterias se alimentan y reproducen en el cadaver (Ciche, et al., 2006).
Al interior del insecto ocurre la mayor parte del ciclo de vida del nematodo (Ciche, et al.,
2006). El agotamiento de nutrientes induce la diferenciacion de los J3 en JI, éstos emergen

del insecto cerrando el ciclo e iniciando nuevamente una fase forética.

1.4. Ciclo de vida de los nematodos entomopatégenos

Las especies de los géneros Heterorhabditis y Steinernema presentan un ciclo de vida
heterogonico (alternan etapas parasiticas con etapas de vida libre), para el caso de
Heterorhabditis spp. y Steinernema hermafroditum Stock, el desarrollo de las etapas
infectivas que colonizan el insecto se diferencian en hermafroditas (es decir, automictica)
y la primera generacion es anfimictica (machos y hembras), no obstante, los modos de

reproduccion parecen ser regulados con el medio ambiente (Strauch et al, 1994; Kehel-



Raifer y Glazer, 2000). La capacidad automictica de Heterorhabditis spp. permite obtener
generaciones anfimicticas de nematodos a partir de un JI que haya infectado un hospedero
(Fig. 1) (Han y Ehlers, 2000).
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Figura 1. Ciclo de vida de Heterorhabditis bacteriophora. (Basado en Chiche et al., 2006).

Los juveniles infectivos (1J) son la Unica etapa del ciclo de la vida en la que los NEP
sobreviven fuera del huésped, también son el producto comercial utilizado en los
programas de control biolégico, aunque hay algunas formulaciones basadas en cadaveres
de insectos infectados (Lewis y Clarke 2012). Los JI son un tercer estado de desarrollo con
doble cuticula (conserva la cuticula del segundo estadio), el cual es especializado y es
analogo a la etapa “dauer” del nematodo Caenorhabditis elegans (altamente estudiado).
El término "Dauer" significa perdurable (Lewis y Clarke, 2012) y es altamente utilizado en
la literatura de la lengua inglesa. Los JI ubican y penetran al hospedero a través de las
aberturas naturales (boca, ano y espiraculos), y en algunos casos como en las especies
del género Heterorhabditis, presentan un diente apical que les permite hacer un orificio en
la cuticula y penetrar directamente, no obstante algunos Steinernematidos también lo
pueden hacer (Lewis y Clarke 2012). Una vez en el hemocele del insecto, los nematodos

liberan sus simbiontes bacterianos, los cuales son responsables de matar al insecto por
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septicemia, entre las 24 y 48 h después del ingreso (Dowds y Peters, 2002; Lacey et al.,
2015). Al interior del insecto los JI recuperan el desarrollo y se reanuda el crecimiento. Este
proceso se denomina recuperacion y es el primer resultado de la interaccién huésped-
parasito (Moshayov et al.,, 2013). Los nematodos mudan y completan hasta tres
generaciones, y finalmente se diferencian en Jl, estos salen del cadaver (emergen) para
ubicar nuevos anfitriones (Kaya y Gaugler, 1993). Todos los nematodos expresan seis
estados de desarrollo: huevo, cuatro estadios juveniles y adulto (Fig. 1). En presencia de
suficientes nutrientes y bacterias simbiontes, los JI que infectan el insecto se desarrollaran
en J4 y luego en adultos reproductivos, que son hermafroditas en el caso de
Heterorhabditis spp., estos pueden liberar los huevos o permitir que los juveniles de la
primera etapa (J1) eclosionen en el interior del Utero y se desarrollen hasta JI, mientras
consumen la cavidad interna del cuerpo de la madre, provocando finalmente un matricidio

(endotoquia matricida; Johnigk y Ehlers, 1999).

1.5. Potencialidades en el control biolégico de artrépodos plaga

La eficacia de los nematodos entomopatdégenos en la supresion de poblaciones de insectos
plaga depende de una seleccion adecuada del nematodo en el objetivo bioldgico (Shapiro
-llan et al., 2002). Un candidato adecuado debe poseer un alto nivel de virulencia hacia el
anfitrién (Shapiro-llan et al., 2014). El nematodo debe ser capaz de evadir las defensas del
huésped e iniciar la patogénesis. La capacidad de los NEP para persistir en el medio
ambiente también puede ser criterio de seleccion como biocontrolador (Shapiro-llan et al.,
2014).

La persistencia en campo de los NEP depende de la especie o cepa del nematodo,
hospederos, densidad poblacional, y lo mas importante; los factores ambientales (por
ejemplo la temperatura y la humedad del suelo; Shapiro-llan et al., 2006; Shapiro-llan et
al., 2014). Los NEP son altamente sensibles a la desecacion y a la luz ultravioleta. Por lo
tanto, las aplicaciones hechas al suelo u otros habitats cripticos (durante las primeras horas
de la mafiana o en la noche) tienden a ser mas exitosas (Shapiro-llan et al., 2014).

El potencial de una especie de NEP para controlar un objetivo bioloégico en particular,
también puede depender de la estrategia de forrajeo del nematodo (Shapiro-llan et al,
2002; Lewis y Clarke, 2012). Los NEP expresan estrategias de forrajeo que van de
emboscadores a cruceros. El habito emboscador tiende a utilizar una estrategia de
“espera”: por lo general los JI reposan sobre sus colas (nictitante) y esperan hasta que un

anfitrion se acerque. El habito crucero, en general, busca activamente a sus anfitriones y
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sigue ciertos compuestos volatiles, antes de ponerse en contacto con el anfitrion (Shapiro-
llan et al., 2014). Los emboscadores pueden ejercer mayor control de insectos moviles o
gue estén cerca de la superficie del suelo, mientras que los cruceros pueden tener mayor
éxito en insectos sésiles que habitan bajo la superficie del suelo (Shapiro-llan et al., 2014).

No obstante se pueden presentar excepciones.

1.6. Tecnologias para la produccién de nematodos entomopatégenos y sus

bacterias simbiontes

1.6.1. Sistemas In vivo

La produccion In vivo de NEP se basa en el método propuesto por Dutky et al. (1964), el
cual consta de una adaptacion de la trampa White (White, 1927), con algunas
modificaciones (Gaugler y Han, 2002). Esta ultima consiste en ubicar cadaveres de
insectos infectados por nematodos en una base que reposa en un volumen de agua, el
método aprovecha la tendencia migratoria de los JI, estos estados abandonan los
cadaveres del anfitrion, concentrandose en el volumen de agua, la cual se colecta y se
decantan los JI. Este sistema es apropiado para la produccién de inéculo o experimentos
de laboratorio, pero por su naturaleza de mano de obra hace que sea ineficaz para

produccién a gran escala (Gaugler y Han, 2002).

La implementacion de la produccién In vivo ha consistido en proporcionar trampas White
de mayor tamafo, lo que reduce la eficiencia de extraccion mediante el aumento de la
distancia de migracién del JI al depésito de agua (Gaugler et al., 2002), estos sistemas
requieren espacio para la ubicacion de las unidades de produccién (bandejas) en estantes
(Shapiro et al., 2012; Gaugler, 2002).

Un factor determinante en la produccion In vivo es la eleccion del insecto hospedero, este
influye directamente en el rendimiento, la calidad y la eficiencia de la produccién. Debido
a su alta susceptibilidad a la mayoria especies y cepas de NEP, la facilidad en la crianza,
amplia disponibilidad, y la capacidad de producir altos rendimientos, el Gltimo estadio de la
polila mayor de la cera, Galleria mellonella, es el anfitrion de insectos comunmente
utilizado (Woodring y Kaya, 1988; Shapiro-llan et al., 2014). S6lo unas pocas especies de

NEP exhiben un bajo rendimiento en G. mellonella (especificidad de huésped), tales como
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S. kushidai y Steinernema scarabaei Stock y Koppenhdfer (Mamiya, 1989; Nguyen vy
Smart, 1990; Kaya y Stock, 1997; Grewal et al., 1999; Koppenhdfer y Fuzy, 2003).

El proceso de producciéon In vivo consta de cinco etapas; inoculacién, cosecha,
concentracion, limpieza (Shapiro et al., 2012) y almacenamiento. En la primera etapa se
inoculan los insectos con JI en bandejas con papel absorbente. Después de 2-5 dias, los
insectos infectados son transferidos a trampas White modificadas (Shapiro et al., 2012;
Realpe et al., 2007; Moreno et al. 2012). El periodo de cosecha es determinado por la
concentracion del inoculo, las condiciones ambientales proporcionadas, ciclo de vida del
nematodo entre otros parametros a estandarizar. Una vez los nematodos se diferencian
en |J emergen y migran al agua que rodea la trampa, esta agua es transferida a
Erlenmeyers o vasos de precipitados, donde los JI se decantan, se extrae el agua de
desecho y se adiciona nuevamente agua destilada estéril o solucion salina, se contabilizan
y se almacenan en espumas de poliuretano estéril (Realpe et al., 2007; Moreno et al.,
2012).

Gaugler y Han. (2002), generaron un sistema automatizado para la produccion masiva de
Heterorhabditis bacteriophora, el sistema permite cosechar el 97 % de los JI, ofreciendo
un aumento en la eficiencia con respecto al método convencional de trampa White con

reduccion de mano de obra y espacio.

1.6.2. Sistemas In vitro

Un requisito previo para el uso de enemigos naturales en programas de control bioldgico
es su produccién masiva a bajo costo. El proceso de produccion en masa de NEP In vivo
es altamente laborioso, generando altos costos de produccion (Ehlers, 2001), en contraste,
la produccion en cultivo liquido permite obtener altos rendimientos de JI a menor costo en

procesos sistematizados.

La tecnologia para la produccién de Jl In vitro consta de tres alternativas: cultivos
monoxénicos sélidos o bidimensionales (medios nutritivos solidificados con agar); cultivos
monoxénicos semisélidos o tridimensionales (medios nutritivos embebidos en espumas de
poliuretano) y cultivos monoxénicos liquidos. En el primer caso, se producen Jl a baja
escala y se implementa para produccion de inoculo y mantenimiento de cepas en

laboratorio. La segunda alternativa presenta varias ventajas, entre ellas; poca inversion en
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equipos vy, el riesgo de fracaso del proceso se divide en varias unidades pequefias de
produccién (Ehlers, 2001). En los paises en desarrollo, este sistema sigue siendo superior
a la tecnologia de cultivo liquido (Bedding, 1990; Ehlers et al. 2000). Sin embargo, cuando
se trata de produccion a gran escala, las desventajas son abrumadoras (Ehlers, 2001).
Para la Ultima alternativa se han presentado avances considerables, ha habido un interés
por la mejora de medios de cultivo liquidos (Gil et al., 2002; Islas-Lopez et al.,
2005 y Chavarria-Hernandez et al., 2006) y una mayor comprension de la biologia y
dindmica poblacional de los NEP, como de los parametros fisicos al interior del biorreactor
(Chavarria-Hernandezy De la Torre, 2001; Han y Ehlers, 2001; Neves et al., 2001;
Johnigk et al., 2004; Chavarria-Hernandez et al., 2008; Hirao y Ehlers, 2010; Hirao et al.,
2010 y Belur et al., 2013).

Cultivos semisolidos monoxénicos

La producciéon comercial de NEP en sustrato sdlido esta basada en cultivos monoxénicos
tridimensionales; un medio de cultivo liquido es mezclado con trozos de esponja de
poliuretano, esterilizado en autoclave, y luego inoculados con las bacterias simbiontes,
seguido de los nematodos. La cosecha de los JI se realiza entre dos y cinco semanas
después de la inoculacion (Bedding, 1981, 1984; Shapiro-llan et al., 2014) para ello se
transfieren los trozos de esponja a tamices sumergidos en agua.

Inicialmente los medios de cultivo para este sistema se basaron en productos animales
como; rifibn de cerdo y despojos de pollo, pero mas tarde estas formulaciones se
mejoraron, incluyendo diversos ingredientes, por ejemplo: peptona, extracto de levadura,
huevo, harina de soja, y manteca de cerdo (Han et al., 1992, 1993). Posteriormente el
enfoque se amplié a bolsas autoclavables con aire filtrado y bombeado al interior (Bedding,
1984) y recipientes de cultivo que comprenden una bandeja con paredes laterales y tapas
de solapamiento que permiten el intercambio de gases a través de una capa de espuma
(Shapiro-llan et al., 2014).

Los rendimientos en cultivos semisoélidos dependen de la capacidad reproductiva innata de
la especie o cepa del nematodo de interés (Shapiro-llan et al., 2014). Por ejemplo, H.
bacteriophora cepa HbNJ produce en promedio 1,4 x 10° JI por bolsa (Gaugler y Han,
2002), mientras una cepa de S. scapterisci produce en promedio 4,8 x 108 JI por bolsa
(Bonifassi et al., 1999).
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Cultivos liquidos monoxénicos

Un aspecto importante en el desarrollo exitoso de las fermentaciones liquidas es la fase
del simbionte bacteriano. La Fll reduce significativamente los rendimientos en los cultivos
In vitro, (Ehlers et al., 1990; Han y Ehlers, 2001), por esta razdn se debe evitar el

desplazamiento de la fase (Johnigk et al., 2004).

Otro factor a considerar es la composicion de los medios de cultivo. Los simbiontes
bacterianos asociados a nematodos entomopatégenos expresan un alto potencial para
metabolizar gran variedad de medios proteicos, esta versatilidad hace que la seleccién de
medios de cultivo se base en criterios econémicos (Ehlers, 2001). Un medio estandar para
la produccién de JI debe contener una fuente de carbono (glucosa o glicerol), una variedad
de proteinas de origen animal y vegetal, extracto de levadura y lipidos de origen animal o
vegetal (Pace et al., 1986; Friedman et al., 1989; Han et al., 1993; Surrey y Davies 1996;
Ehlers et al. 1998). No obstante, H. bacteriophora produce descendencia en un medio
liquido sin adicion de los lipidos al medio (Han y Ehlers, 2001). El cultivo In vitro y la
composicion del medio también pueden influir en el tamafio de los nematodos, los JI

producidos In vivo alcanzan mayor volumen (Nguyen y Smart, 1995).

Los cultivos liquidos de NEP son altamente vulnerables a la contaminacién por
microorganismos no simbiontes, este factor reduce significativamente los rendimientos y
limita el escalado del proceso (Ehlers, 2001). Los JI producidos In vivo y usados como
inoculo son desinfestados superficialmente, son una fuente de contaminacién cuando son
inoculados en los cultivos liquidos, porgue este procedimiento no puede excluir la
presencia de contaminantes en las estrias de la cuticula del JI. La desinfestacion de los JI
se realiza a través lavados repetidos con agua destilada o soluciones preparadas con
compuestos quimicos, tales como; peroxido de hidrégeno, glutaraldehido, antibi6ticos
(Penicilina, estreptomicina y ampicilina) o antisépticos (hipoclorito de sodio o mertiolate)
(Woodring y Kaya, 1988; Lunau et al., 1993; Suarez-Sanchez et al., 2012). Esta limitante
es superada inoculando con huevos (Ehlers, 2001; Lunau et al., 1993; Hany Ehlers, 1998),
estos se obtienen por hidrélisis de hembras o hermafroditas gravidos (Ehlers y Strauch,
1994, citado por Suarez-Sanchez et al., 2012; Heungens et al., 1996). Los huevos de
nematodos producidos mediante este método se llaman huevos axénicos (Suéarez-
Sanchez et al., 2012).
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La concentracién de los in6culos (bacterias y nematodos) influye directamente en la
duracién del proceso fermentativo. En el caso del simbionte bacteriano una relacién optima
del inoculo esta en el rango del 0,5 % y 1 % (v/v) del volumen total del medio de cultivo en
una concentracion de células correspondiente a 10%ml, en contraste la concentracién de
los nematodos a inocular se debe definir para cada especie o cepa, no obstante pueden
adicionarse entre el 5 % y 10 % (v/v) (Pace et al., 1986; Ehlers, 2001). Los rendimientos
méaximos de Heterorhabditis bacteriophora se alcanzan con una densidad de 4.000
hermafroditas por ml aproximadamente (Ehlers 2001).

Los equipos evaluados en los bioprocesos corresponden a sistemas tradicionales, con
resultados satisfactorios. Los reactores que permiten aumentar el volumen del proceso vy,
consecuentemente, la produccion de Jl corresponden a reactores de bucle interno,
columna de burbujas y airlift (Ehlers, 2001). No obstante el cultivo liquido de especies del
género Heterorhabditis ha sido de dificil explotacién comercial porque los rendimientos son
inestables y el tiempo del proceso es prolongado (Ehlers, 1996; Strauch y Ehlers, 1998).

Recuperacién de Jl en cultivo liquido monoxénico

La recuperacion se produce cuando los juveniles infectivos, después de ser inoculados en
el sustrato (o penetrar en el insecto) reanudan la alimentacién, el crecimiento y el
desarrollo; en un proceso que es activado por una "senal de alimento” (Strauch y Ehlers,
1998; Gaugler y Han, 2002). En las especies del género Heterorhabditis la sefial de
alimento es producida y excretada al medio por sus bacterias simbiontes (Photorhabdus
spp). La produccién maxima de la sefial se produce durante la fase exponencial tardia de
las bacterias. La Recuperaciéon de H. bacteriophora se observa en presencia de bacterias

con proteinas de inclusion (Fig. 2B) (Bintrim y Ensign, 1998; Gaugler y Han, 2002).

Al interior de insectos, la recuperacion de los Jl es de aproximadamente 95 %, en lapso de
24 horas. En cultivos liquidos de P. luminescens la recuperacion es repartida en varios
dias y varia entre el 0 y el 81 % e implica cambios fisiol6gicos y morfoldgicos en los JI (Fig.
2A) (Strauch y Ehlers, 1998).
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Figura 2. A) Cambios morfol6égicos producidos durante la recuperacion de juveniles

infectivos de Heterorhabditis spp. (Strauch y Ehlers, 1998); B) Inclusiones protoplasmicas

(cristal) en Photorhabdus temperata. Escala de la barra = 0.5 ym. (Boemare, 2002).

Una alta inestabilidad de los procesos In vitro es causada por una baja y no sincronizada

recuperacion de los Jl (Strauch y Ehlers, 1998). Todos los parametros del proceso de

fermentacion deben propender por la rapida recuperacion de los Jl inoculados. Algunas

variables que inducen la recuperacion de los Jl se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Parametros que influyen en la recuperacion de juvenil infectivos (J1).

Basado en Ehlers, 2001.

Parametro de Proceso / condiciéon de

cultivo

Efecto sobre la

recuperacion de Jl

Sefial de alimento por hemolinfa del insecto
Sefal de alimentos por simbionte bacteriano
Compuestos en medios artificiales

Alta densidad bacteriana

Cultivo del simbionte en fase estacionaria
pH entre 6,5y 9,0

pH < 6,5

Aumento de la concentracién de CO,

++

+
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JI originados de huevos +
JI originados a partir de endotoquia matricida -
Edad de los JI Variable

Reservas lipidicas de los JI Variable

1.7. Parametros adicionales para la fermentacién liquida de nematodos
entomopatégenos

El balance de oxigeno y las condiciones hidrodindmicas constituyen pardmetros que se

deben considerar en el desarrollo de los procesos de fermentacion liquida, en aras de

obtener metodologias estandarizadas. Otros parametros a considerar son:

Espuma

Una consecuencia negativa de la agitacién intensa para mejorar la transferencia de
oxigeno es la generacién de espuma, que puede conducir a taponamientos de los filtros
de salida de aire y la acumulacion de presién en el fermentador (Gaugler y Han, 2002). El
control de la espuma es un elemento esencial de la operacion de biorreactores con
suministro de aire por burbujas, ejemplo airlift. Como alternativa para la reduccién de la
espuma, es de amplio uso la adicion de antiespumantes, no obstante, es posible una
toxicidad potencial en las bacterias 0 nematodos, ademas perturbacién de la transferencia
de oxigeno, previamente se deben considerar aspectos para una adecuada seleccion de
los agentes antiespumante (Gaugler y Han, 2002). Por ejemplo, agentes de silicona se
utilizan ampliamente en la industria para control de la espuma, pero pueden reducir los

rendimientos de Heterorhabditis spp. (Gaugler y Han, 2002).

Dioxido de Carbono

Bajas tasas de aireacién propician acumulacion de CO., llegando a ser perjudicial para el
cultivo de NEP (Strauch y Ehlers, 2000). Sin embargo, los efectos son variables, una
concentracion alta de CO, también puede estimular la recuperacion de los Jl (Jessen et
al., 2000). Estos parametros no estan definidos y pueden ser variables para cada especie

o cepa de nematodos entomopatdgenos.
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Temperatura

La temperatura debe ser ajustada de forma precisa, tanto para las bacterias como para los
nematodos (Gaugler y Han, 2002). Debido a que las temperaturas éptimas de crecimiento
del nematodo y su simbionte bacteriano no coinciden, es aconsejable coordinar la
temperatura del biorreactor con la fase de crecimiento exponencial del complejo nematodo-
bacteria (Gaugler y Han, 2002). El ajuste de la temperatura bifasica también puede mejorar
la sincronia del cultivo (Gaugler y Han, 2002). Este pardmetro puede relacionarse con la
recuperacion de los JI, Ehlers et al. (2000), observaron que la salida de la etapa infecciosa

(recuperacion) es influenciada por la temperatura del cultivo.

Osmolaridad

Una baja osmolaridad puede inducir a la variacién de fase de los simbiontes bacterianos
(Krasomil Osterfeld, 1995). El desplazamiento de fase conlleva a efectos adversos sobre
el rendimiento de los NEP, cuando la osmolaridad del cultivo no es regulada (Gaugler y
Han, 2002). Este parametro tiende a ser ignorado o estar mal supervisado (Gaugler y Han,
2002). Al componer la concentracién de los diferentes compuestos y minerales, la fuerza

osmoética del medio no debe superar los 600 miliosmoles/kg (Ehlers, 2001).

Viscosidad

La produccion In vitro de Heterorhabditis spp., incluso con métodos In vivo, da lugar a un
aumento de la viscosidad media (Gaugler y Han, 2002). Esto se atribuye a la sintesis de
una “capsula de polisacarido” sintetizada por las bacterias simbiontes (Young et al., 1998),
la viscosidad aparente también puede aumentar por sustancias provenientes del contenido
interno del cuerpo de los nematodos muertos, asi como de las cuticulas de los nematodos
degradados (Chavarria-Hernandez et al., 2003). En cultivos liquidos, la alta viscosidad
reduce la transferencia de oxigeno (Gaugler y Han, 2002).

El manejo de la viscosidad es uno de los varios desafios que no ha sido bien estudiado y
gue contribuye en gran medida a que Heterorhabditis spp. generalmente sea mas dificil de
producir en forma fiable, en contraste a la mayoria de los Steinernematidos (Gaugler y
Han, 2002).
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1.8. Estado del arte

El interés por los nematodos entomopatdgenos y su aplicacion en el control biolégico de
plagas inici6é con el descubrimiento de los mismos. El primer nematodo entomopatégeno
lo describidé Steiner como Aplectana kraussei (ahora Steinernema kraussei) en 1923 y en
ese momento se consideré no mas que una curiosidad cuya posicion sistematica era

problematica (Steiner, 1923; Poinar y Grewal, 2012).

El primer reporte de la presencia de estos microorganismos fue realizado por Glaser y Fox
(1930), quienes encontraron larvas del escarabajo japonés (Popillia jap6nica) infectadas
con nematodos parasitos en un campo de golf en el estado de Nueva Jersey, Estados
Unidos.

Los primeros esfuerzos encaminados al cultivo de nematodos entomopatdégenos In vitro
se iniciaron en 1930 con el descubrimiento de Neoplectana glaseri (ahora Steinernema
glaseri). El primer reporte fue realizado por Glaser (1940), quien logré obtener nematodos
en cultivos axénicos, el método consistié en adicionar nematodos en tubos inclinados que
contenian una formulacién estéril de rifidn de ternera y agar dextrosa. Dos afios después
Glaser et al. (1942), propusieron un medio simple para la produccién de una especie no
descrita de Neoplectana, la formulacién del medio fue: 20 g de rifiébn o higado de ternera,
100 ml de agua, 0,5 g de cloruro de sodio y 0,5 g de agar. El medio se esteriliz6 y los
nematodos se adicionaron directamente. Esta formulacion fue la base para las

investigaciones posteriores.

Las observaciones experimentales realizadas por Glaser (1940), evidenciaron el desarrollo
de “bacterias de vida libre” en los medios de cultivo, estas bacterias se asociaron al
crecimiento poblacional de los nematodos. Dutky (1959), noté por primera vez las
propiedades antibiéticas de las bacterias asociadas con S. carpocapsae. Afios después,
Poinar y Thomas (1966), dilucidaron la importancia de la bacteria X. nematophilus en la
reproduccién de S. carpocapsae. Este estudio sent6 las bases para la produccion In vitro
(Ehlers, 2001).

En 1976 se describié el género Heterorhabditisy en 1979 se caracterizé la especie
bacteriana  Xenorhabditis luminescence como simbionte de H. bacteriophora
(Poinar, 1976; Thomas y Poinar, 1979).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3578475/#B63
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3578475/#B105
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Akhurst (1980) descubrié que en el cultivo de Xenorhabdus spp. se presentaban dos (o
mas) variaciones de fase, genéticamente idénticos y que diferian en la morfologia y color

de las colonias, como en actividad antimicrobiana.

Una innovacioén al cultivo In vitro se presentd con la publicacion del trabajo investigativo de
Bedding (1981). Los resultados evidenciaron el desarrollo y crecimiento poblacional de
Steinernema spp. en cultivos tridimensionales a escala de matraces, usando una esponja

de poliuretano o poliéster como portador inerte del medio nutritivo.

La primera patente sobre la produccién de nematodos entomopatdgenos en cultivo liquido,
usando un biorreactor estandar de 10 L fue presentada por Pace et al. (1986).

La primera aplicacion comercial de la tecnologia del cultivo liquido fue hecha por la
empresa Biosys (Palo Alto, California). La empresa fue constituida en 1987 y pronto
comenzod a producir cultivos liquidos. En 1992, comenzé la produccion de S. carpocapsae

a gran escala y fue ampliada a volumenes de 80 000 L (Ehlers, 2001).
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Capitulo 2

AISLAMIENTO Y MULTIPLICACION DE NEMATODOS
ENTOMOPATOGENOS NATIVOS ASOCIADOS AL
AGROECOSISTEMAS DE LA PALMA DE ACEITE.

2.1. Introduccién

Un aspecto importante en la implementacién de programas de control biolégico, lo
determina la procedencia del enemigo natural, se deben considerar implicaciones de
adaptabilidad, eficiencia, especificidad y facilidad para la produccién masiva del agente de
control biolégico de interés, de acuerdo a lo mencionado se deben caracterizar
previamente los enemigos naturales nativos, y medir su potencial controlador, antes de
introducir especies foraneas. La presente investigacion se justifica en el interés de utilizar
enemigos naturales endémicos, para el establecimiento de programas de control bioloégico
aumentativo, especificamente de nematodos entomopatdgenos nativos, aislados y
aplicados masivamente en plantaciones de palma de aceite para controlar poblaciones de
insectos barrenadores plaga.

2.2. Metodologia

Con la finalidad de aislar nematodos entomopatégenos con mayor potencial virulento y
mejor adaptacion a condiciones agrocliméticas, se realizaron muestreos de suelo en
plantaciones comerciales de palma de aceite en las zonas productoras; suroccidental
(Tumaco, Narifio), y central (Villa nueva, Casanare), cada sitio de muestreo fue
georreferenciado. Todas las muestras de suelo se llevaron al laboratorio y se procesaron
siguiendo la metodologia del insecto trampa (Beeding y Akhurst, 1975), este método es el
mas usado para extraer nematodos entomopatdégenos (Stock y Goodrich-Blair, 2012), el
cual permite procesar y analizar numerosas muestras de suelo en periodos cortos de
tiempo. Cada muestra fue tamizada y dividida en dos contenedores plasticos desechables
de 710 cm?, generando 2 submuestras de 250 gr las cuales se humedecieron con agua
estéril y se les adicionaron a cada una, 5 larvas de G. mellonella en ultimo instar (Fig. 3A).

Siete dias después se retiraron las larvas muertas con signos de infeccion por nematodos
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y se ubicaron en Trampas White (White, 1927), esperando posible emergencia (abandono
del cadaver) de los JI. El proceso de ubicar larvas en las submuestras de suelo se realiz6
dos veces en el tiempo. Los criterios de seleccion de NEP en laboratorio fueron: alta

virulencia en G. mellonella con alto rendimiento en juveniles infectivos (JI por larva).

Del total de submuestras procesadas, una proveniente de la plantacion Central Manigua
(Tumaco), presentdé nematodos entomopatdgenos, evidenciandose en los signos de
enfermedad de una de las 5 larvas de G. mellonella depositadas en la submuestra. La larva
afectada (flacidez, coloracion rojo intenso), fue aislada, lavada con agua destilada estéril y
llevada a una trampa White modificada (Fig. 3B), a los 5 dias se observé emergencia de
nematodos, se confirmo la infectividad aplicando los postulados de Koch, los nematodos
entomopatdgenos, expresaron caracteristicas que identifican a especies del género

Heterorhabditis. La cepa se conservé con el rotulo de Heterorhabditis sp. (Tumaco).

Figura 3. Aislamiento de nematodos entomopatdgenos: A) Submuestra de suelo
procesada con adicion de 5 larvas de G. mellonella de dltimo instar; B) Larva infectada,

obtenida de muestra de suelo.

2.2.1. Multiplicacion del nematodo entomopatégeno Heterorhabditis sp. (Tumaco)

El proceso productivo de la especie aislada inicié con la infestacion de larvas de G.
mellonella en dltimo instar, para esto se utilizaron bandejas de plastico (30 cm x 15 cm x
10 cm), con papel absorbente, sobre el cual se colocaron en promedio 250 larvas,

posteriormente se les asperj6é una suspension de 10 ml de agua estéril, que contenia 5.000
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JI. Dos dias después de la infeccion, se retiraron las larvas muertas por los nematodos
(con visualizacién de signos de infeccion) y se colocaron en trampas White modificadas.
Esta modificacion consistié en las mismas bandejas de plastico, conteniendo una malla
sobre la cual se ubicaron las larvas infectadas. A cada bandeja se le adicionaron 20 ml de
agua destilada estéril. Las unidades se mantuvieron en estanterias hasta el momento de
la cosecha (emergencia de JI). Después de nueve dias de infestadas las larvas, se inicid
la cosecha de los JI, la cual se realiz6 cada dos dias, durante seis dias.

2.3. Resultados

2.3.1. Aislamiento del nematodo entomopatégeno Heterorhabditis sp (Tumaco)

De 150 muestras de suelo procesadas y analizadas, el 0,67 % presenté nematodos
entomopatdgenos. Estos resultados son variables y dependientes de multiples factores,
entre ellos ambientales y ecoldgicos, investigaciones realizadas en diferentes regiones de
todo el mundo evidencian esta variabilidad, diversos autores reportan un rango del 2 % al
30 % de muestras positivas para nematodos entomopatdégenos (Mason et al., 1996,
Midituri et al., 1997, Constant et al., 1998, Tangchitsomkid y Sontirat, 1998, Stock et
al.,1999, Griffin et al., 2000, Rosa et al., 2000, Hazir et al., 2003 y Canhilal et al., 2006,
Morton y Garcia Del Pino, 2009).

2.3.2. Multiplicacion In vivo y mantenimiento de nematodos entomopatégenos

La multiplicacion de la cepa Heterorhabditis sp. (Tumaco) en larvas de G. mellonella (Fig.
4A, B) permiti6é obtener un rendimiento acumulado de 63.000 + 20.000 JI por larva, con un
valor maximo de 180.000 JI por larva. El almacenamiento de los JI se realizé en esponjas
de poliuretano (10 cm x 10 cm x 2 cm) en una concentracion de 5 000.000 + 600.000 de JI
por esponja y mantenidos a 17 £ 3 °C y HR del 75 £ 5. El rendimiento estimado para esta
cepa, como el reportado para otras especies, es afectado, por el potencial reproductivo del
nematodo, el potencial del insecto para permitir el desarrollo de los nematodos, los
parametros de inoculacion (dosis, edad del inoculo, entre otros), condiciones ambientales
(Shapiro-llan et al., 2014), y generalmente el tamafio del insecto hospedero (Blinova e
Ivanova, 1987; Flanders et al., 1996). La variacion del rendimiento entre las especies de
nematodos, también se atribuye al tamafio de los JI, siendo este inversamente proporcional

al rendimiento (Grewal et al., 1994; Hominick et al, 1997; Shapiro-llan et al., 2014). A menor
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tamano de los JI, mayor es el rendimiento. Aunque algunas especies simplemente tienen
alta capacidad reproductiva de manera innata (como H. indica y S. riobrave). Por ejemplo,
los rendimientos de S. riobrave (longitud corporal promedio JI = 622 um) puede ser superior
a 300.000 1J por larva de G. mellonella L., mientras que para S. glaseri (longitud corporal
promedio IJ = 1,133 um) los rendimientos no exceden los 50.000 JI en el mismo hospedero
(Grewal et al., 1994; Stock y Hunt, 2005; Shapiro-llan et al., 2014).

Figura 4. Multiplicacion de Heterorhabditis sp. (Tumaco). A) Sistema de multiplicacion, B)

Emergencia de juveniles infectivos (JI) nueve dias después de la infestacion.
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Capitulo 3.

CICLO DE VIDA, RENDIMIENTO Y PATOGENICIDAD DE
Heterorhabditis sp. (Tumaco) EN CULTIVO MONOXENICO
SOLIDO.

3.1. Introduccién

Los nematodos entomopatdgenos expresan un alto potencial en la supresién de
poblaciones de insectos plaga. Mdltiples trabajos de investigacion evidencian su eficacia
en programas de control bioldgico aumentativo, no obstante una limitante para su
implementacién es la disponibilidad comercial. Ante esta limitante surge la necesidad de
desarrollar metodologias alternas que permitan masificar la produccién de estos
biocontroladores nativos bajo condiciones locales. El argumento mencionado justifica la
necesidad de desarrollar investigacion basica que conlleve al conocimiento de la
interaccion del nematodo y sus simbiontes bacterianos en cultivos in vitro. El objetivo del
presente estudio fue establecer el ciclo de vida y rendimiento de Heterorhabditis sp.
(Tumaco) en cultivo monoxénico soélido y evaluar la patogenicidad de los JI producidos.

3.2. Metodologia

3.2.1. Aislamiento del simbionte bacteriano
Para aislar los simbiontes bacterianos se evaluaron dos métodos: extraccion a partir de
hemolinfa de larvas infectadas (Ehlers et al., 1990), y aislamiento de bacterias a partir de

juveniles infectivos.

3.2.1.1. Aislamiento de Photorhabdus sp. a partir hemolinfa de larvas de Galleria
mellonella infectadas con Heterorhabditis sp. (Tumaco)

En una caja Petri con papel filtro estéril se ubicaron 20 larvas de G. mellonella en dltimo
instar, las cuales se asperjaron con 500 JI de Heterorhabditis sp. (Tumaco) concentrados
en 1 ml de agua destilada estéril. Se seleccionaron cinco larvas muertas de 24, 36 y 48
horas postinfestacion. Los cinco cadaveres fueron sumergidos en una solucién de
Formaldehido al 0,02 % durante 1 minuto y enjuagados con agua destilada estéril. A cada

larva se le realiz6 un corte sagital medio, y con una jeringa estéril, se extrajo la hemolinfa
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de la cual se sembré una gota en cajas con agar nutritivo 2 % p/v; azul de bromotimol 0,025
% p/v y cloruro de trifenil tetrazolio 0,04 % p/v (NBTA) pH: 8,1. Las cajas se incubaron por
36 horas a 28 °C, inspeccionando a las 12 y 24 horas, con la finalidad de constatar la fase

del crecimiento bacteriano.

3.2.1.2. Aislamiento del simbionte bacteriano Photorhabdus sp. a partir de juveniles
infectivos de Heterorhabditis sp. (Tumaco)

Se trabajé en una cabina con flujo laminar de aire, la cabina previamente fue sanitizada
con alcohol al 70 % y luz UV durante 30 min. Se utilizaron juveniles infectivos (JI) de
Heterorhabditis sp. (Tumaco) con 24 horas de emergencia conservados en agua destilada
estéril, de la cual se extrajeron 40 pl que fueron puestos sobre un portaobjetos estéril. Bajo
observacion al estereoscopio y con la ayuda de un alfiler entomolégico al cual se le curvo
la punta (0,5 mm), se tomaron individuamente 20 JI, que se colocaron en una gota de
NaClO al 1 % (p/v); Transcurridos 2 min se extrajeron nuevamente, y se lavaron con dos
gotas de agua destilada estéril. Se tomaron nuevamente los JI y se colocaron en una gota
de caldo Soya Tripticaseina 1,3 % p/v y extracto de levadura 0,5 % p/v (CST), y se
maceraron con un bisturi para ser transferidos a tres cajas Petri que contenian cada una 8

ml de CST (Fig.5). Las cajas se sellaron con parafilm.

2 min NaCIlO 1% /
Agua esteril ‘

1 Gay G (O 5 ,
el O [ N
20 05 | 205 200 \
* ¢ ( |
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en CST Siembraen8
ml de CST

Figura 5. Esquema para el aislamiento de Photorhabdus sp. a partir de JI de

Heterorhabditis sp. (Tumaco).
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Las cajas Petri se incubaron a 28 °C, durante 48 h, tiempo en el cual se observé turbidez
del medio, En seguida se tomé una alicuota y se esparcié en cajas Petri con medio NBTA

y se incubaron nuevamente a 28 °C durante 48 horas.

3.2.2. Almacenamiento y conservacion de Photorhabdus sp.

Para el almacenamiento y conservacion de las bacterias se tomaron 4 colonias con 30 h
de crecimiento (fase 1) en medio NBTA y se sembraron individualmente en matraces
Erlenmeyer de 250 mly 50 ml de CST. Los matraces se incubaron a 30 °C en un agitador
orbital (180 rpm). 48 horas después se registro el pH y se adicion6 a cada matraz 15 ml de
glicerol estéril al 30 % (v/v), se mezclo y dosificé en tubos Eppendorf estériles (viales de
conservacion) de 2 ml, enseguida se refrigeraron por 1 h a 7 °C, posteriormente se llevaron
a un congelador durante 2 h a -14 °C, finalmente se almacenaron en un ultra congelador a
-80°C (New Brunswick - U101 Innova. Inglaterra) (Ehlers, 2001).

3.2.3. Patogenicidad de Photorhabdus sp. en G. mellonella

Para determinar la patogenicidad de los simbiontes aislados se establecié una prueba
sobre larvas de G. mellonella en ultimo instar. El experimento se realiz6 en una placa
multipozos (24), a la cual se le abrieron agujeros en la tapa y se cubrieron con una malla
metalica para permitir el paso de aire. Se dispuso de un disefio unifactorial con arreglo
completamente al azar, Se establecieron 4 tratamientos y 6 repeticiones, cada unidad
experimental fue constituida por una larva por pozo y papel absorbente, los tratamientos
fueron: 1) 100 células de Photorhabdus sp., inyectadas a cada Larva; 2) inyeccion de
solucion Ringer a larvas; 3) 10 Juveniles infectivos (JI) por larva y 4) un control (larvas sin
disrupcién). La variable de respuesta fue la mortalidad de las larvas. Para el primer
tratamiento fueron seleccionadas colonias en fase | (cultivadas en NTBA) y diluidas
individualmente y contabilizadas en 5 ml de solucién Ringer. Con una jeringa estéril de 1
ml se inyectaron 100 pl, en el noveno segmento abdominal de cada larva. El segundo
tratamiento consistié en repetir el anterior procedimiento sin la inyeccion de células
bacterianas, esto con la finalidad de corregir la posible mortalidad causada por el dafio

fisico de la aguja.

Después de 36 horas de realizadas las infecciones se seleccionaron dos larvas de los
tratamientos con Photorhabdus sp. y nematodos. A cada larva se le extrajo nuevamente la

hemolinfa y se sembr6é en NTBA. Con estos aislados se realizé un segundo ensayo: Se
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utilizé una placa multipozos con 3 tratamientos y con 6 repeticiones de cada uno. El primer
tratamiento consisti6 en inyectar células bacterianas aisladas en NBTA de larvas
infectadas en el anterior experimento; en el segundo tratamiento se inyectaron colonias
provenientes de larvas infectadas por nematodos y el tercer tratamiento consistié en
inyectar las larvas sin las bacterias (control). La variable de respuesta fue la mortalidad de

las larvas.

3.2.4. Establecimiento de cultivo monoxénicos de Heterorhabditis sp. (Tumaco) en
medio solido.
Se evaluaron dos medios nutritivos: 1) agar nutritivo-higado (ANH); formulado con higado
de pollo (10 % p/v), agar nutritivo (2,3 % p/v), aceite de maiz (4,0 % v/v), y 2) agar nutritivo-
yema de huevo (ANYH) formulado con extracto de levadura (2,3 % p/v), yema de huevo
(1,25 % p/v), NaCl (0,5 % p/v), aceite de maiz (4 % v/v), agar nutritivo (2,3 % p/v). El
experimento se establecié con un disefio completamente al azar, con dos factores (medios
de cultivo) y un nivel (una concentracion de Jl). En cada tratamiento se utilizaron 10 cajas
Petri estériles y 5 ml de medio por caja. Se realizaron dos repeticiones en el tiempo. La

variable de respuesta fue el rendimiento (JI por caja).

La inoculacion de los cultivos solidos se realizé en condiciones asépticas (cabina de flujo
laminar). Para esto fue retirado un vial de conservacién del ultra congelador (-80 °C), que
contenia células bacterianas de Photorhabdus sp. y se permiti6 su descongelacion a
temperatura ambiente, enseguida se vacio la totalidad del volumen del vial en 20 ml de
medio CST, contenidos en un matraz Erlenmeyer de 250 ml. El matraz se cerr6 con un
tapon de algodon, se incubd a 30 °C y se agité a 180 rpm durante 24 h. Transcurrido este
tiempo se midi6 el pH y se inoculd cada caja Petri con 200 pl del caldo fermentado que
contenia crecimiento bacteriano en Fl. Después de 48 horas se adicionaron a las cajas,
juveniles infectivos o huevos en estado de mérula extraidos de hembras gravidas, ambos
estados se adicionaron en una concentracion de 100 individuos por caja Petri. Los JI fueron
previamente desinfestados, para esto se tomd una suspension de nematodos y se re
suspendié en una solucién de NaClO 0.1 % (v/v) durante una hora con agitacion de 150

rpm, posteriormente se enjuagaron 2 veces con agua destilada estéril.

Para la obtencion de huevos en moérula de Heterorhabditis sp. (Tumaco), se diseccionaron

larvas de Galleria mellonella con 5 dias de infeccion por el nematodo, se extrajeron 120
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hermafroditas gravidas y se suspendieron en solucion salina (NaOH al 0,1 %) durante 6
horas, lo que causo liberacién de los huevos por lisis del hermafrodita. Inmediatamente se
recuperaron los huevos en estado de morula, se desinfestaron con NaClO 0,1 % y se
procedio6 a transferir 2000 huevos en 10 cajas Petri (100 huevos por caja Petri), las cuales
contenian el medio de produccién colonizado con su simbionte bacteriano. Después de
tres dias se contabilizaron los nematodos eclosionados. Un experimento previo consistio
en poner los huevos en agar nutritivo, contenido en tapas de tubos Eppendorf de 1,5 ml,
diariamente se verifico el crecimiento de contaminantes y la eclosion de los nematodos.
Cuando se observo desarrollo de Jl, todas las unidades experimentales se ubicaron en
trampas White, lo que permitio recuperar y cuantificar los Jl producidos.

Se realizaron observaciones diarias identificando estados de desarrollo y cuantificacion de
JI producidos por caja Petri.

3.2.5. Ciclo deviday rendimiento de Heterorhabditis sp. (Tumaco)

El ciclo de vida de Heterorhabditis sp. (Tumaco) se establecié el medio ANH. Se utilizaron
10 cajas Petri de vidrio (50 mm de diametro) estériles y 2,5 ml de medio por caja. La
inoculacion de los medios se realizd en cabina de flujo laminar, para esto fue retirado un
vial de conservaciéon del ultra congelador (-80 °C) y se permiti6 su descongelacién a
temperatura ambiente, enseguida se vaci6 la totalidad del volumen en 20 ml de medio
CST, contenidos en un matraz Erlenmeyer de 250 ml y cerrado con un tapén de algodén.
El matraz se incub6 a 30°C y agitacion de 150 rpm durante 24 h. Transcurrido este tiempo
se midio el pH y se inocul6 cada caja Petri con 200 pl del caldo fermentado. Después de
48 horas se adicion6 una suspension de 100 JI por caja Petri en un volumen de 50 pl de
agua destilada estéril, a partir de ese momento los medios se mantuvieron a temperatura
ambiente (28 °C, HR: 65 %) hasta que se obtuvieron nuevamente Jl. El experimento se
repitié tres veces en el tiempo. Como variables de respuesta se midié el rendimiento de Ji
y el ciclo de vida del nematodo en el medio sélido, para esto se realizaron observaciones

cada 24 horas y se contabilizé el nimero de individuos por estado de desarrollo.
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3.2.6. Mediciéon de la patogenicidad de Jl producidos en cultivo In vitro contra
Galleria mellonella L.
Para medir la patogenicidad de JI obtenidos durante cinco ciclos de produccion in vitro, se
realizaron cinco experimentos, en cada uno se utilizaron 5 repeticiones siguiendo la
metodologia del numeral 9.1.7, al final de cada ciclo de produccion se determiné el
rendimiento (JI por caja Petri), 500 JI se destinaron para el siguiente ciclo productivo y
otros 75 Jl se utilizaron para la prueba de virulencia, ese procedimiento se realizé 5 veces.
Para las pruebas de virulencia se utilizaron 18 tubos de centrifuga estériles de 2 ml, a cada
tubo se le adicion6 2.5 g de arena estéril y una larva de G. mellonella en ultimo instar. 6
tubos se utilizaron como testigo, a los cuales se les adicionaron 250 pl de agua destilada
(Fig.6). A 6 tubos se les adicionaron 15 JI producidos in vivo, obtenidos de larvas de G.
mellonella y a los 6 tubos restantes se les adicionaron 15 JI producidos en el medio ANH.
Los 18 tubos, se almacenaron a condiciones de laboratorio a 25 + 3 °C, HR: 65 % por 3
dias. Posteriormente, se extrajeron las larvas de G. mellonellla, y se lavaron con agua
estéril. Tres larvas por cada tratamiento se diseccionaron y se contabilizé el nimero de

nematodos que penetraron.

Figura 6. Ensayo de patogenicidad. Tubos de centrifuga (2 ml) con arena estéril y una

larva de G. mellonella en ultimo instar.
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3.3. Resultados

3.3.1. Aislamiento de Photorhabdus sp. simbionte bacteriano de Heterorhabditis sp.
(Tumaco)
En la seleccion del método para el aislamiento de las bacteria simbiontes se encontr6 que
la extraccion de hemolinfa a partir de larvas infectadas favorecié la contaminacion con otros
microorganismos, no se logré obtener cultivos puros en ninguno de los estados de
postinfeccion (24, 36 y 48 h) evaluados. Este resultado pudo atribuirse a una deficiente
desinfestacion de las larvas, las cuales no provenian de una dieta estéril. No obstante,
otras investigaciones evidencian el éxito de la técnica (Akhurst, 1980; Strauch y Ehlers,
1998). Susurluk et al. (2013), aislaron y multiplicaron seis cepas de simbiontes bacterianos

en Fl, a partir de seis cepas de H. bacteriophora.

El aislamiento a partir de JI permitié6 obtener cultivos puros en fase | (Fig. 7A, B), las
colonias se observaron 48 h después de sembradas en NBTA, las cuales se caracterizaron
por la absorcion del azul de bromotimol dando lugar a colonias verde oscuro, mientras que
la fase Il no absorbi6 este colorante, ademas redujo el cloruro de trifenil tetrazolio, dando

lugar a colonias rojas (Fig. 7C) (Akhurst, 1980).

3.3.2. Almacenamiento y conservacion de Photorhabdus sp.

El pH inicial del medio CST se registré en 7,34. Después de 48 horas de inoculado se
observo turbidez en los medios, con valores promedio de pH: 8,02 + 0,4 Este valor se
considera un parametro de calidad en el proceso, y se ajusta al rango 6ptimo (6,5-9,0)
descrito por Ehlers (2001). La concentracion final de Photorhabdus sp. en almacenamiento
fue 1 x 107 UFC por ml. Se almacenaron 400 viales de conservacion.
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Figura 7. A) Aislamiento de Photorhabdus sp. en NBTA; B) colonia en fase | (100 x); C)
colonia en fase Il (100 x).

3.3.3. Establecimientos de cultivos monoxénicos de Heterorhabditis sp. (Tumaco)

en medio sélido.

»= Cultivos monoxénicos inoculados con huevos extraidos de hermafroditas de
Heterorhabditis sp. (Tumaco)

Después de tres dias de inoculados los huevos (Fig.8) en agar nutritivo, se observo
eclosion de 26 + 6 % (Tabla.3). El proceso de extraccion pudo haber influido en el
resultado, se observo que en los huevos no eclosionados se detuvo la divisién celular, los
cudles 6 dias después continuaron en estado de morula. En las unidades experimentales
no se observé crecimiento de microrganismos contaminantes.

En la evaluacion de huevos sobre medios de cultivo (ANH y ANY), se encontrd que los
nematodos completaron su ciclo productivo en el medio ANH en 12 dias, momento en el
cual se observé el desarrollo de JI y continu6 hasta el dia 16. Se obtuvieron rendimientos

acumulados de 4.000 JI por caja Petri.
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Tabla 3. Eclosion de huevos en agar nutritivo extraidos de hermafroditas gravidas
de Heterorhabditis sp. (Tumaco)
J1
Repeticion Eclosionados

30
40
23
20
24
21
18
25
27
29
Media 25,7 £6,3

© 00 N OO O b~ W DN PP

[y
o

Figura 8. Huevos de Heterorhabditis sp. (Tumaco) en estado de moérula (400 x)

» Cultivos monoxénicos inoculados con Jl de Heterorhabditis sp. (Tumaco)

En las evaluaciones de desarrollo con Jl de Heterorhabditis sp. (Tumaco) sobre medios
nutritivos se encontré que, 30 horas después de inocularse con Photorhabdus sp. el medio
se tornd rojo oscuro (Fig. 9 A, B). A las 96 horas se observé desarrollo del 100 % de la

poblacién en estado adulto (Fig.10 A, B). El medio Agar Nutritivo-Higado present6 el mayor
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rendimiento de JI (Fig.11), se registr6 una produccion de 430.000 JI por caja Petri, la
emergencia de los Jl inici6 al séptimo dia y finaliz6 entre los dias 11 y 12. El medio 2 (agar
nutritivo-yema de huevo) presenté menor rendimiento (340.000 JI por caja), la emergencia

inicié al dia 7 y terminé al dia entre los dias 11y 12 (Fig. 11).

Figura 9. Medio de cultivo sélido ANH (Agar Nutritivo-Higado) A) sin inocular; B) 48 horas
después de inoculados.

\ -»

Al a

Figura 10. Estados de desarrollo de Heterorhabditis sp. (Tumaco) en cultivo sélido. A)
Hermafroditas gravidos; B) Colonizacion del medio; C) Trampa White modificada.
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Figura 11. Produccion de JI de Heterorhabditis sp. (Tumaco) en diferentes medios sélidos,

los circulos corresponden al medio Agar nutritivo higado, los rectangulos corresponden al
medio Agar nutritivo huevo. A) Experimento 1; B) Experimento 2.

Con los resultados obtenidos se selecciond la inoculaciéon con Jl, se evidencio la eficiencia
del método, dada la facilidad de obtener Jl, la desinfestacion de los nematodos fue eficaz,
debido a que no se present6 contaminacion en los cultivos. El mayor potencial reproductivo
se alcanz6 con el medio agar nutritivo-higado (ANH).

3.3.4. Ciclo de vida de Heterorhabditis sp. (Tumaco) en medio sdélido.

Se encontré que Heterorhabditis sp. (Tumaco), cumple dos ciclos de vida cortos en el
medio sélido (ANH), cada uno con una duracion de siete a ocho dias (tabla 4). La
emergencia de Jl inici6 al dia 9 y culmin¢ al dia 13.

A las 24 horas de inoculados los Jl en los medios se observo recuperacion del 95 % de los
individuos, 48 horas después se diferenciaron en J4, a las 72 horas se observaron adultos
hermafroditas y hermafroditas gravidos a las 96 h (Fig. 12C, 12G). Los huevos se
desarrollaron y eclosionaron al interior del hermafrodita (endotoquia matricida) vy
emergieron del cadaver a las 120 horas en estados de J1y J2 (Fig. 12H), a las 144 horas
la poblacion se compuso de J2 Y JI (Fig. 12B, C), a las 168 horas se observo que la

poblacion estaba dominada por JI (Fig. 12E).

15
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Tabla 4. Ciclo de vida de Heterorhabditis sp. (Tumaco) en cultivo monoxénico (Agar

Nutritivo-Higado)

Tiempo después de

lainoculacién (h)

Estado de Desarrollo

0
24
48
72
96
120
144
168

Ji
Recuperacion
J4
Adultos Hermafroditas
Hermafroditas gravidos
J1/32
J2/J1
Ji

Los resultados son atribuidos a mdltiples factores, entre ellos, la composicion del medio,

las condiciones ambientales, y el potencial reproductivo del nematodo. La duracion del

ciclo de vida y el numero de generaciones de los nematodos depende de la densidad

poblacional de la primera y segunda generacion, disponibilidad de alimento y tamafio del

hospedero (Saenz y Lugue 2000; Saenz y L6pez. 2011).
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Figura 12. Estados de desarrollo de Heterorhabditis sp. (Tumaco) A) J1, a punto de
eclosionar (400 x), B) J1 y huevo desarrollado (400 x), C) J2 (400 x), D) J3 (100 x), E) JI.
Las flechas indican los pliegues de la doble cuticula (100 x), F) J4 (100 x), G) Adulto

hermafrodita gravido (100 x), H) Desarrollo de J2 y J3 por endotoquia matricida (100 x).

3.3.5. Patogenicidad de Photorhabdus sp. en G. mellonella

Se encontrd que, a las 16 horas de haber inoculado las bacterias en las larvas, el 100 %
de los insectos habian muerto, en contraste, las larvas en las que se pusieron JI obtuvieron
mortalidad del 100 % a las 24 horas. La sintomatologia en ambos tratamientos fue similar
(Fig. 13). En el tratamiento control y en las larvas inyectadas sin la bacteria no se presento
mortalidad. 24 horas después fueron retiradas todas las larvas muertas a causa de la
infeccion por NEP e inyeccion de las bacterias. Los cadaveres fueron desinfestados como
se indico anteriormente. La hemolinfa extraida de los cadaveres desinfectados, mostraron

crecimiento de colonias después de 36 horas de siembra en NBTA, se observo crecimiento
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de colonias en fase Il, a partir de larvas infectadas con la bacteria y colonias en fase | para

el caso de larvas infectadas por NEP.

En el segundo experimento se observd que después de 15 horas de la infeccidon se
present6 mortalidad del 100 % en las larvas inoculadas con las bacterias, en el tratamiento

control no se present6 mortalidad (Fig. 14).

Figura 13. Patogenicidad de Photorhabdus sp. en larvas de G. mellonella. 1) Tratamiento
control; 2) larvas inoculadas con la bacteria; 3) larvas inyectadas sin la bacteria; 4) larvas

infectadas con nematodos.

Las larvas inoculadas con colonias provenientes de larvas infectadas con las bacterias
presentaron un color café oscuro, en contraste, las larvas infectadas con colonias
obtenidas de larvas infectadas con nematodos presentaron una coloracion rojiza (Fig. 14).
En insectos susceptibles como G. mellonella basta con tres células de Photorhabdus

luminescens para causar la mortalidad del insecto (Poinar et al., 1977).
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Figura 14. Patogenicidad de Photorhabdus sp. en larvas de G. mellonella. 1) Tratamiento
control; 2) larvas inyectadas con la bacteria -aislada de larvas previamente infectadas-; 3)
larvas inyectadas con la bacteria, aislada de larvas infectadas con NEP.

3.3.6. Patogenicidad de Heterorhabditis sp. (Tumaco) producido en cultivo In vitro
contra Galleria mellonella L.

Los ciclos consecutivos de produccién no tuvieron un efecto sobre la patogenicidad en

larvas de G. mellonella (100 % de mortalidad), pero si en la tasa de multiplicacion, dénde

el ciclo 1 present6 diferencia significativa (prueba de Tukey) con los siguientes ciclos de

produccion (Fig. 15).

En las larvas infestadas con JI producidos In vitro se present6 penetracion del 22 % de los
nematodos y en las larvas infestadas con JI producidos In vivo se encontrd penetracion del
27 %. Estos valores se encuentran en el rango del 10 — 80 % reportado por Saenz y Lépez
(2011), pero mayor al rango 2,7-12,3 % obtenido por Caroli et al. (1996), con JI producidos

in vivo.
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Figura 15. Rendimiento de Jl por caja Petri en ciclos consecutivos de produccién en medio
de cultivo sélido (ANH) monoxénico. Las barras indican el error estandar, letras iguales en
la parte superior no difieren significativamente. Tukey (p < 0,05).

Estos resultados son consecuentes con los obtenidos por Susurluk et al. (2013), quienes
evaluaron la virulencia de seis cepas de H. bacteriophora producidas in vivo e in vitro contra
G. mellonella, el contraste estadistico no evidencid diferencia estadistica entre cinco de las

seis cepas evaluadas.
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Capitulo 4

EVALUACION DEL EFECTO DEL SUSTRATO SOBRE EL
RENDIMIENTO DE Heterorhabditis sp (Tumaco) EN CULTIVO
SEMISOLIDOS

4.1. Introduccion

El potencial de los nematodos entomopatégenos en el control de plagas agricolas ha
generado un avance significativo en el sistemas de masificacion de los mismos, en la
actualidad, el sistema de produccidbn mediante fermentacion liquida es ampliamente
utiizado en paises industrializados. En contraste, la mayor parte de paises no
industrializados exploraran métodos de produccion menos tecnificados, particularmente el
sistema de produccion in vivo. Si bien este dltimo permite obtener nematodos de buena

calidad, se limita a bajos volimenes de produccién, dada la alta inversion en mano de obra.

Una tecnologia intermedia entre los sistemas anteriormente mencionados es el sistema en
cultivos semisélidos, el cual permite obtener volimenes para el abastecimiento de
mercados regionales. La implementacion de esta metodologia puede constituir un paso
previo al establecimiento de la tecnologia de produccién en cultivo liquido, en aras de
abastecer una mayor demanda. El objeto principal de esta investigacion fue evaluar el
efecto de dos sustratos semisélidos sobre el rendimiento del nematodo Heterorhabditis sp

(Tumaco).

4.2. Metodologia

Se evalud el desarrollo de Heterorhabditis sp. (Tumaco) en dos medios semisélidos: 1)
CABAO01 (formulacion reservada): desarrollado para la produccién de Steinernema spp.
(CABA, México) y CNH, formulado con: higado de pollo 10 % (p/v), carboximetilcelulosa 1
% (p/v), aceite de maiz 4 % (v/v), caldo nutritivo 1,3 % (p/v), trozos de espuma de
poliuretano 5,6 % (p/v). El experimento se organizd bajo un disefio completamente
aleatorio, con dos tratamientos (medios de cultivo) y cinco repeticiones de cada
tratamiento. La unidad experimental se conform6 con un matraz Erlenmeyer de 250 ml, al

cual se le adicion6 25 ml de cada medio, cubierto con un tapén de algodén. Cada matraz
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se inoculd con 10 % (v/v) de la bacteria Photorhabdus sp. y se incubd a 28 °C durante 96
horas. Transcurrido este tiempo a cada matraz se le adicion6é 20 000 JI previamente
desinfestados, suspendidos en 500 pl de lactato de Ringer. El experimento permanecié en
condiciones de laboratorio (26 + 4 °C, HR: 65 + 10 %) hasta su finalizacion. Las variables

de respuesta fueron el rendimiento y la virulencia de los Jl sobre G. mellonella.

Con los resultados del anterior experimento se selecciond el medio CNH, se repitio el
experimento, esta vez se cambio el matraz por un frasco cilindrico 10,4 cm x 5,8 cm,
tapada su boca con una ldmina de algodén prensado y se inoculé siguiendo la metodologia

del experimento anterior.

Un experimento final consistio en escalar a unidades de mayor volumen. Se utilizaron
recipientes plasticos con capacidad de un litro, a los cuales se le abrié un agujero
rectangular en un costado y otro circular en la tapa (Fig. 16A), este ultimo se cubrié con
una lamina de algodén prensado. A cada recipiente (unidad experimental) se adicion6 4 gr
de esponja de poliuretano cortada en tiaras (180 mm x 20 mm x 0,5 mm) y 160 ml de
medio CNH (Fig. 16A). Cada unidad se cubri6é con una bolsa autoclavable a la cual se le
abrié un orificio que posteriormente se cubrié con una lamina de algodén prensado (Fig.
16C), lo que permitié el intercambio gaseoso en el sistema. Se establecieron cinco
unidades, las cuales se autoclavaron (121 °C, 15 psi) durante 15 min. Para la inoculacién
se adicionaron 16 ml de crecimiento bactriano (CST) y 48 horas después se adicionaron
200.000 JI. El experimento se mantuvo en condiciones constantes (28 °C y HR: 60 %). El

experimento se realizé tres veces en el tiempo.
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Figura 16. Unidades de produccién para el cultivo en sélido del nematodo Heterorhabditis
sp. (Tumaco). A) Medio de cultivo antes de ser inoculado con Photorhabdus sp. B), C)
Medio de cultivo con 48 horas de inoculado con Photorhabdus sp. Las flechas indican los
puntos de intercambio gaseoso.

4.3. Resultados

En la evaluacién se encontr6 que el medio CABAO1 no permitié el desarrollo de los
nematodos, no se observd cambio de color después 96 horas de inoculados con la
bacteria. En contraste, el sustrato CNH, se tornd de color rojo después de 24 horas de
inoculados con las bacterias (Fig. 17 A, B, C). Después de 96 horas de inoculados los JI,
se observé desarrollo de los nematodos, pero no se observo descendencia. El experimento

se repitid tres veces en el tiempo, con resultados similares.
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Figura 17. Aspecto del medio CNH inoculado con Photorhabdus sp. A) 0 horas, B) 24 h,
C,D) 72 h.

En el experimento establecido con los frascos cilindricos de 10,4 cm x 5.8 cm (Fig. 17D)
se encontrd que después de 18 dias de inoculados con los JI se obtuvo un rendimiento de
1’6500.00 £ 300.000 JI por frasco.

En el escaldo de las unidades experimentales se encontré que cada unidad produjo en
promedio 3'’500.00 £ 500.000 JI (Fig.18) equivalente a 21.340 JI por gramo de medio, en
un periodo de ocho dias. Los JI producidos causaron 100 % de mortalidad en larvas de G.
mellonella en dltimo instar. Los resultados encontrados fueron inferiores a los reportados
por Bedding et al. (1997), quienes reportaron rendimientos de 332.200 Jl y 286.920 JI por
gramo de medio, con las cepas Heterorhabditis heliothidis Cl y Heterorhabditis sp. NZ
respectivamente. El rendimiento de Jl al final del proceso puede ser afectado por la
ineficiente dispersion del inoculo en el sistema y adecuada aireacion (Bedding et al., 1997),
este ultimo factor pudo influir directamente el rendimiento de los nematodos, considerando

gue las unidades experimentales no permanecieron con Inyeccion de aire.
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El método de Bedding, tiene el potencial de producir entre 30 y 50 millones de JI de
Heterorhabditis sp. o Steinernema sp. en un matraz de 500 ml conteniendo entre 80 y 100
g de medio formulado con visceras de pollo, no obstante, los rendimientos varian desde
muy pocos Jl hasta superar los 100 millones por matraz (Bedding, 1986). Esta variabilidad
coincide con reportes de Tabassum y Shahina (2004), quienes evaluaron bajo las mismas
condiciones el desarrollo y rendimiento en matraz de cuatro especies. Después de 2
semanas de incubacién, obtuvieron, 6’250.000 JI de S. pakistanense; 4’500.000 JI de S.
asiaticum; 1°’500.000 de S. feltiae y 6'250.000 JI de H. indica.
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Figura 18. Produccién de JI en unidades experimentales, en tres experimentos realizados

en diferentes periodos de tiempo
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Capitulo 5

DETERMINACION DEL EFECTO DE LA AGITACION, LA
GEOMETRIA DEL FERMENTADOR Y LA COMPOSICION DEL
SUSTRATO SOBRE EL DESARROLLO DEL NEMATODO
ENTOMOPATOGENO Heterorhabditis sp. (TUMACO) A NIVEL DE
MATRAZ

5.1. Metodologia

Se evalué el desarrollo de Heterorhabditis sp. (Tumaco) como respuesta a la interaccion
de tres factores: agitacion, geometria del recipiente y el medio de cultivo. En un agitador
orbital Heidolph unimax 1010, se establecieron dos condiciones de agitacién; 130 y 180
rpm, la geometria fue dada por dos frascos cilindricos de 7 cm x 5,8 cmy 10,4 cm x 4,5
cm, respectivamente (Fig.19) y dos medios de cultivo: CNH; higado de pollo (10 % p/v),
aceite de maiz (4,0 % v/v), caldo nutritivo (1,3 % p/v) Y CNY; Yema de huevo deshidratada
(1,25 % plv), extracto de levadura (1,3% p/v), NaCl (0,5 % p/v), aceite de maiz (4 % v/v),
caldo nutritivo (1,3 % p/v). Se realizaron 16 tratamientos (tabla 5), las unidades
experimentales consistieron en un recipiente de vidrio con 10 ml de medio de cultivo,
cerrado con un disco de algodén prensado sujetado con cinta de papel y papel aluminio.
Se establecieron en un disefio completamente al azar con seis repeticiones por

tratamiento.

Tabla 5. Disefio experimental utilizado en el objetivo 4.

Variables . Variables Variables
_ Niveles _
Independientes Dependientes Controladas
Dimensiones del frasco 7cmx5.8cm
(fermentador) 10,4 cm x 4.5cm

Sustrato CNH Rendimiento e Temperatura

(medio de cultivo) CNY (J1 por ml) e Evaporacion
L 130 rpm
Agitacion

180 rpm
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Para inocular los medios de cultivo con el simbionte bacteriano (Photorhabdus sp.), se
utilizé un Erlenmeyer de 250 ml en el cual se prepararon 50 ml de CST y se inocul6 con
un vial crioconservado de 2 ml de Photorhabdus sp., se agité a 180 rpm y se incub6 a 28
°C durante 48 h, transcurrido este tiempo se midié y registré el pH, cuando este registré
alcalinidad (>7,9) se procedi6 a inocular cada unidad experimental, las cuales se agitaron
a 180 rpm y 28 °C durante 48 h, transcurrido este tiempo a cada unidad se adicionaron
5.000 JI (500/ml de medio), previamente desinfestados con NaClO (0,1 % v/v).

Figura 19. Frascos cilindricos. Izquierda frasco 1 (7 cm x 5.8 cm), derecha frasco 2 (10,4

cm x 4.5 cm).

A cada unidad experimental se le registré el peso y cada 48 horas se repuso el agua
perdida por evaporacion. Con la finalidad de registrar la fase en la que entraba la bacteria
se tomaron muestras y se sembraron en NBTA. La variable de respuesta fue el desarrollo
de los nematodos, para esto se tomé una alicuota de 100 pl, se contabilizaron los

nematodos vivos y se registro el estado de desarrollo.

Con las condiciones seleccionadas se establecié otro experimento al cual se le duplicé la
concentracion de Jl inoculados (1.200/ml). Para ambos experimentos se graficaron los
resultados y se calcularon parametros cinéticos de fermentacion. Utilizando la ecuacion
calculada en la fase exponencial de crecimiento microbiano (y = mx + b), se calcularon los

siguientes parametros cinéticos de fermentacion:
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¢ Velocidad especifica de crecimiento (u), mediante la ecuacion 1
n=m(Ec. 1)
e Duracion de la fase de latencia (A), mediante la ecuacion 2
A= (Ymin—Db) / m (Ec. 2)
Donde: Ymin = Nivel inicial de inoculacion
¢ Final de la fase exponencial (¢), utilizando la ecuacién 3
€ = (Ymax —b) /m (Ec. 3)
Doénde: Ymax = Maxima densidad poblacional
o Duracion de la fase exponencial (a), a través de la ecuacion 4. :

a=g—A

5.2. Resultados

Los ensayos se establecieron en condiciones de laboratorio: 26 + 4 °C y HR: 65 + 10 %,
en cada unidad experimental (frasco) se registré una evaporacién promedio de 0,5 ml/dia.
De los factores evaluados, la interacciéon 180 rpm, frasco 1 (7 cm x 5.8 cm) y el medio
CNY; permitieron el desarrollo de los nematodos hasta alcanzar el estado infectivo (JI) con
ambos inéculos (500 y 1200 JI por ml). Los demas tratamientos presentaron mortalidad del
100 % de los JI dias después de inoculados, lo que no permiti6 hacer un contraste
estadistico. La interaccion que permitié el desarrollo del nematodo duré 480 h (25 dias),
se obtuvo un rendimiento de 10.680 juveniles por ml (Fig. 20). A las 183 horas inicio la fase
exponencial, la cual se mantuvo hasta las 465 h. (Fig. 20), a partir de este momento se
observé decrecimiento poblacional. Lo anterior se pudo atribuir a la densidad poblacional,
agotamiento del recurso y alta viscosidad del sustrato, lo que ocasioné disminucién de la

tasa de transferencia de oxigeno.

La fase | de Photorhabdus sp. se mantuvo hasta el dia 12, cuando se observo crecimiento
bacteriano de color rojo (Fase 1) en el medio NBTA (Fig. 22C), durante el proceso el pH
del medio no fue ajustado, se mantuvo intrinsecamente por encima de 7,9.

En la evaluacion del ensayo con inoculo alto (1.200 JI/ml) se observé un acelerado
crecimiento exponencial, no obstante, presenté menor rendimiento 16 600 nematodos por
ml, de los cuales 12.500 fueron Jl, en contraste al inocuo bajo, este rendimiento fue mayor

al encontrado con el inoculo bajo (10.680/ml).
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Los parametros cinéticos de crecimiento mostraron diferencia en los dos ensayos (Tabla
6), en el caso del inoculo bajo se presentd la menor tasa de crecimiento (0,0039 Log
Nematodos.ml-1.hora-1), la duracion de la fase de latencia en este ultimo fue mayor (183

h), similar comportamiento se presenté en la duracion de la fase exponencial (Fig. 21).
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Figura 20. Dinamica poblacional de Heterorhabditis sp. (Tumaco) en cultivo liquido

monoxénico. El inoculo bajo corresponde a 500 JI por ml y el inoculo alto a 1200JI por ml.

La sefial de alimento es un parametro clave en la recuperacion de los JI, en los medios de
cultivo artificiales esta sefial induce un menor porcentaje de recuperacion (18-90 %), en
contraste, la recuperacion In vivo alcanza el 100 % (Ehlers et al., 1998). Este fenémeno,
entre otros, explica el aumento del tiempo en la fase estacionaria y el descenso poblacional

al inicio del proceso.

La pérdida de agua (evaporacion) en las unidades experimentales, pudo tener un efecto
en la osmolaridad del medio. Baja osmolaridad puede inducir en variacion de la fase de las
bacterias simbiontes (Krasomil Osterfeld, 1995). La rapida variacion de la fase influye

directamente en la produccion de Jl al final del proceso. La determinacion del ciclo de vida
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del nematodo fue limitada por la heterogeneidad de los estados de desarrollo en la
poblacion (Fig. 22B).

Con el aumento del tiempo, en las unidades experimentales se expresé un incremento
significativo de la viscosidad del medio (pardmetro no medido). Esta caracteristica se
asocia al crecimiento poblacional de Heterorhabditis spp. y se atribuye a un polisacéarido
de la cépsula, sintetizado por las bacterias simbioticas (Young et al., 1998). En cultivos
monoxénicos del complejo S. carpocapsae -X. nernatophilus, se evidencié un aumento
significativo de la viscosidad aparente (4,5 a 46,6 mPa.s) en el tiempo de fermentacion (27
dias). Este cambio de la viscosidad aparente se atribuyd principalmente por sustancias
gue incluian el contenido interno del cuerpo de nematodos degradados, asi como cuticulas
de los nematodos degradados (Chavarria-Hernandez et al., 2003). No obstante la
viscosidad reduce la transferencia de oxigeno limitando el desarrollo poblacional de los
NEP.
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Figura 21. Crecimiento exponencial de Heterorhabditis sp. (Tumaco) en cultivo liquido

monoxénico liquido.



Tabla 6. Pardmetros cinéticos de crecimiento poblacional del nematodo

Heterorhabditis sp. (Tumaco) en cultivo monoxénico.

Parametros cinéticos de

(horas)

Inoculo Inoculo
crecimiento alto bajo
Velocidad especifica de crecimiento
0,01 0,0039
(Log Nematodos.ml-1.hora-1)
Duracion de la fase de latencia
105,76 183
(horas)
Final de la fase exponencial (horas) 248,76 465.1
Duracion de la fase exponencial
143 282.1

65

Figura 22. A) Disposicion de ensayos en agitador orbital, B) Estados de desarrollo de los
nematodos durante el proceso (40 x), C) crecimiento de Photorhabdus sp., en fase |
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(izquierda) y fase Il (derecha), la numeracion indica el tiempo (h) después de inocular el

medio de produccion, el 0 corresponde al medio (CST) con el cual se inocul6.
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Capitulo 6

EVALUACION DEL EFECTO DE LAS CONDICIONES DE
AGITACION Y OXIGENACION EN EL DESARROLLO DEL
COMPLEJO NEMATODO-BACTERIA EN SUSTRATO LIQUIDO
EN BIORREACTORES DE LABORATORIO

6.1. Introduccién

La producciéon masiva de nematodos entomopatégenos es viable econémicamente
cuando se establece mediante fermentacion liquida. El éxito de este sistema implica
tener amplio conocimiento de la biologia y el comportamiento del nematodo, de su
bacteria simbionte y de la interaccién de ambos organismos (Lépez, 2008), como de la
influencia del disefio de biorreactores y la determinacibn de parametros para
bioprocesos mas estables (Ehlers, 2001). La produccibn masiva de NEP en
fermentacion liquida se ha convertido en un reto importante para la comercializacion.
Los adelantos mas significativos han sido realizados por empresas particulares lo que
ha generado un acceso limitado a los detalles del proceso y por tanto se dificulta
implementar esta tecnologia a nuevos productores (Inman et al., 2012), principalmente

en paises no industrializados.

En Colombia como en el resto de paises de Suramérica, no se cuenta con una
tecnologia desarrollada para la produccibn de NEP a escala industrial, usando
biorreactores, que permita abastecer la demanda en el mercado (Kaya et al. 2006). Se
hace evidente la necesidad de realizar experimentacién a pequefia escala, que permita

innovar en procesos eficientes y eficaces en la produccién de NEP, para posterior

escalamiento que permita cubrir necesidades locales, regionales y nacionales.

6.2. Metodologia

Las fermentaciones se realizaron en un Biofermentador (New Brunswick Bioflo 115,
USA) con un vaso de fermentacion de 1,3 L, con un volumen efectivo de trabajo de 0,9
L (Fig. 23C). Inicialmente se establecieron cuatro experimentos, para determinar el

efecto combinado de la agitacion, la aireacién y la densidad del inoculo (Juveniles
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infectivos) mediante un disefio factorial (Tabla 7). Las magnitudes de la agitacién y la
aireacion se establecieron en una relacién inversamente proporcional. La concentracion

del inoculo fue de 1000 JI por ml de sustrato.

Tabla 7. Disefio experimental.

Variables
Experimento Independientes Variables Variables
Agitaciobn  Aireacion Dependientes Controladas
(rpm) (Lpm)

1 50 1,5 e pH

2 100 1,3 e O;Disuelto . Temperatura
3 150 1,0 e Rendimiento e Evaporacion
4 200 0,7 (J1 por ml)

El analisis preliminar de los resultados generd dos experimentos adicionales:
o Experimento 5: Agitacion constante de 250 rpm y aireacion de 1 Lpm.
e Experimento 6: Agitacion variable; 250 rpm (durante el crecimiento de las bacterias)
-200 rpm (después de adicionar los JI) y aireacion de 1,5 Lpm.

Para cada experimento se estableci6 la siguiente metodologia:

Reactivacion Photorhabdus sp.

Para cada fermentacion (experimento) se tomé un vial de 2 ml que contenia la cepa
crioconservada (-50 °C). La reactivacion se llevo a cabo en caldo CST, agitacién 150 rpm
y temperatura constante de 28 °C durante 48 horas. Adicionalmente, se verificé viabilidad

de la bacteria empleando siembra masiva en placa de agar NBTA.

Formulacion del medio de produccion
Para cada fermentacion se prepararon 900 ml del medio de cultivo, formulado con: higado
de pollo (10 % p/v), aceite de soya (4 % v/v) y caldo nutritivo (1,3 % p/v). Se llevé a una

licuadora previamente sanitizada y se licué hasta obtener una mezcla homogénea.
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Preparacion del Biofermentador

Previo al proceso de esterilizacion del medio de cultivo, contenido en el vaso de
fermentacion, se realizé la calibracion de los sensores (pH, O- disuelto). La esterilizacién
del sistema se realiz6 en autoclave (Sturdy SA-300VS Taiwan) por 15 minutos a 121 °Cy
15 PSI.

Fermentacion

El medio de cultivo se inoculé con Photorhabdus sp. (1,5% v/v) activada previamente en
caldo CST. El proceso fermentativo se establecié en condiciones controladas: temperatura
de 28 °C, regulada a través de manta calefactora, para la agitacion se utiliz6 un impulsor
tipo prépela marina. El proceso fue monitoreado empleando el software BioCommand ®,
instalado en un computador portatil.

Inoculacién con Nematodos Entomopatdégenos

Se utilizaron JI de Heterorhabditis sp. (Tumaco) producidos en larvas de G. mellonella. Los
JI fueron desinfestados con hipoclorito de sodio al 0,1 %, durante una hora a 120 rpm, en
un agitador orbital (Incubating Orbital Shaker VWR, USA) y lavados con agua destilada
estéril. Seguidamente fueron inoculados en el medio de cultivo. La adicion de los JI se
realizé después de la inoculacion con Photorhabdus sp. Previa inoculacion de los JI se
considero el pH (cercano a 8.0) y coloracion rojiza del medio. Posteriormente se tomaron
muestras cada 48 horas para verificar viabilidad, concentracion y estado de desarrollo de
los nematodos, los conteos de los nematodos se realizaron con un aumento de 40 x

empleando un microscopio electrénico (Leica CME, India).

Ajustes metodolbgicos durante las fermentaciones

A partir del experimento 1, se dispuso de un recipiente con agua destilada estéril,
alimentada a través de una bomba peristaltica para compensar la disminucion del nivel de
medio de cultivo por evaporacion, diariamente y hasta finalizar el proceso se adicionaron

5 ml de agua destilada estéril.

Para el establecimiento del experimento 4 se acondicion6 dentro del vaso un difusor (Fig.
23A, B) de acuario (p6mez), esto con la finalidad de aumentar la transferencia de oxigeno,

mediante la emision de micro burbujas. Durante la fermentacion se ajust6 la agitacion; en
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la fase de crecimiento de las bacterias se establecié en 250 rpm, después de inocular los

JI se mantuvo en 200 rpm hasta la finalizacion del proceso.

11,2 cm
Eje del
impulsor
17 cm
Vaso
Difusor de
aire
3,75 cm Difusor
Prépela SEE G de
marina [ aire

Figura 23. Biofermentador utilizado en el proceso A y B) Dimensiones y aditamentos del
vaso del fermentador; C) Vista general del fermentador.
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6.3. Resultados

EXPERIMENTO 1: Agitacién de 50 rpm, aireacion de 1, 5 Lpm.

Se registré un pH inicial de 6,2, el cual se mantuvo constante. La concentracion inicial de
02 disuelto fue del 65 %, este valor oscil6 entre 56 y 10 %, las muestras tomadas no
evidenciaron el crecimiento de Photorhabdus sp, durante las 120 horas del proceso. Este

resultado puedo ser atribuido a una homogenizacion deficiente durante el proceso.

EXPERIMENTO 2: Agitacién de 100 rpm y aireacion de 1, 3 Lpm.

El pH inicial se registr6 en 6,4. Después de 10 horas de fermentacion se presentd una
disminucion del valor inicial del pH, el cual se mantuvo hasta las 120 horas del proceso
(Fig. 24)). La concentracion inicial de O, disuelto fue del 40 %, este valor descendié durante
la primera hora del proceso y se mantuvo por debajo del 2%. Las siembras realizadas en
placas de agar no evidenciaron el crecimiento de Photorhabdus sp. Este resultado puedo
ser atribuido a la insuficiencia de oxigeno disuelto como consecuencia de una inadecuada

homogenizacion al interior del fermentador.
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Figura 24. Comportamiento de variables del proceso; pH y O2 disuelto.

EXPERIMENTO 3: Agitacion de 150 rpm, aireacion de 1 Lpm.
El valor de pH en el momento de inocular las bacterias fue de 6,84. La concentracion inicial
de O disuelto fue del 70 %, sin embargo, se observo que a partir de la hora 3, los niveles

de O3 disuelto disminuyeron hasta registrar concentraciones cercanas al 0 % (Fig. 25). Lo
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anterior se puedo atribuir a la acumulacién de sélidos en el sensor de Oz, provocando una

posible obstruccién del mismo, lo que impidié tomar la lectura.

Durante las primeras 48 horas se registré un pH de 7,2. Se tomé una muestra del medio y
se sembrd en agar NBTA y se comprob6 que las bacterias se encontraban en fase |I.
Después de 120 horas de proceso, se verifico la operacion de biofermentador. Se encontro
que el valor del pH fue 7,3. No se observé cambi6 en la coloracion del caldo de cultivo,
este Ultimo parametro indicd un crecimiento inadecuado del simbionte bacteriano. Bajo
condiciones favorables las bacterias de género Photorhabdus liberan pigmentos
(antraquinonas) que tifien el medio con tonos rojos a pardos. Ademas, se percibié un olor
no caracteristico (putrefaccién), posiblemente por contaminaciéon con microorganismos no
simbidticos. Por lo anterior, se decidi6é no adicionar los Jl y repetir el experimento. En la

figura 24 se observa el comportamiento de las variables del proceso.
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Figura 25. Comportamiento de variables del proceso; pH y O disuelto.

Repeticion del experimento 3
El pH inicial de medio fue de 6,73. Durante la primera hora de operacion, la concentracion
del O disuelto alcanzé un méaximo de 71.08 %. A partir de este tiempo, se evidencio similar

comportamiento del experimento anterior, se registraron valores cercanos al 0 %.
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A las 48 horas se verificd el crecimiento de la bacteria en agar NBTA. Las colonias se
expresaron en Fl. En el medio de cultivo se incrementd el pH, con un valor de 7,18. A las
120 horas de proceso, se registré un pH de 7,7. Se observé que el caldo de fermentacion
tomé tonalidades de color rojo claro. En la superficie del medio se observé una tonalidad
oscura (Fig. 26A). Se atribuyd a una baja transferencia de O e inadecuada

homogenizacion.

Figura 26. Fermentacion de Heterorhabditis sp. en medio liquido A) Coloracion del caldo

después de 120 horas. B) Coloracion del medio después de 360 horas.

Se decidi6 modificar el nivel de aireacion, aumentandolo hasta 1,5 Lpm. El caldo de
fermentacion no presentd olor asociado a microrganismos contaminantes, y se observo
disminucion progresiva del volumen del medio ocasionado a la evaporacion del mismo.

Después de 168 horas de proceso, se observé una disminucion en el valor del pH. Se
registré un valor de 7,4. Continud la disminucién en volumen del caldo de fermentacion.

Las siembras en NBTA evidenciaron que el cultivd permanecio axénico.

Después de 336 horas, se observd evaporacion de aproximadamente 0,5 L del caldo de
fermentacion. El olor fue caracteristico y se observo coloracién oscura en la superficie. Se
decidié adicionar los JI. A las 384 horas se tom6 una muestra para verificar estado y

concentracion de los nematodos. No se observé diferenciacion de los JI. El conteo de los
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nematodos se registré en una concentracion de 12 Jl por ml. La evaporacion total del medio
fue de 600 ml con pH al final de 7,21.

Transcurridas 408 horas de proceso, el pH registr6 un valor de 7,86. Se observé una
disminucion de mas del 80% del volumen de caldo de fermentacion y coloracién de color

oscura adherida en la pared del vaso del biofermentador (Fig. 26B).

Pasadas 450 horas, se tom6 una muestra para verificar concentracion de NEP. No se
detectaron nematodos vivos. Se percibio olor putrefacto. El volumen final del caldo de
cultivo fue aproximadamente de 200 ml y pH final con un valor de 7,57. El oxigeno disuelto
presento valores de aproximadamente 90 %, debido a la disminucion en el nivel del caldo
de fermentacion, en el cual el sensor de O, no hacia contacto con el medio. Se concluy6
gue la muerte de los NEP pudo haber sido ocasionada a la concentracion excesiva del
medio de cultivo, exponiendo a los NEP a un medio hiperténico con un gradiente de

concentracion elevado. En la figura 27, se observa el comportamiento de las variables de

proceso.
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Figura 27. Comportamiento de variables de proceso pH y O; disuelto.



75

EXPERIMENTO 4: Agitaciéon de 200 rpm, aireacion de 0,7 Lpm.

El pH inicial del medio de cultivo fue de 6,72. La concentracion de O disuelto durante los
primeros 30 minutos, alcanzé un maximo de 58,86 % (Fig. 29), a partir de ese momento,
se evidencié un comportamiento similar a los experimentos anteriores (valores de 0

cercanos a 0 %).

A las 24 horas de proceso, se registr6 un aumento de pH, registrandose en 7,08. Pasadas
96 horas, se observo un incremento del pH hasta 7,68. El O, disuelto registro valores entre
0,2y 0,7 %. Se observo disminucion en el volumen del caldo de fermentacion, por lo cual
se agregaron 50 ml de agua estéril a través de una bomba peristaltica.

A las 120 horas del proceso se registré un valor de pH de 7,91. Se observaron cambios en
color de caldo de fermentacion, presentandose coloracion rojiza. En ese instante se decidié
proceder con la inoculacién de los JI previamente desinfestados.

Después de 192 horas de proceso se tomd una muestra para observar el desarrollo de los
nematodos inoculados. Se observé que los nematodos continuaban como JI (Fig. 28), el
conteo de los mismos permitié estimar una concentracion de 550 JI por ml, equivalente a

una mortalidad del 63 %.

Figura 28. Juveniles Infectivos (JI) de Heterorhabditis sp. (Tumaco) observados al
microscopio (100 x) después de 192 h de proceso en fermentacion liquida.
Después de 288 horas de proceso se registré el pH en 8.0. En los conteos de los

nematodos se observd 100 % de mortalidad.
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Figura 29. Comportamiento del pH y O; durante el proceso.

EXPERIMENTO 5: Agitacion de 250 rpm, aireacion de 1 Lpm.

Después de autoclavar el medio de cultivo se registré un pH de 5,98. El cual increment6
constantemente hasta 7,8, en la hora 37, después de este lapso de tiempo se presentd
disminucién en los valores de pH (6,81). En la hora 65 el pH incrementé gradualmente

hasta alcanzar 8.42 al final del proceso (Fig. 30A).

Posterior a la inoculacion del fermentador con el simbionte bacteriano se registré la maxima
concentracion del O disuelto (42 %). Entre las horas 2 y 8 se observd una disminucion
drastica de la concentracién de O;disuelto (4 %), a partir de ese lapso registraron valores
inferiores al 1 % (Fig. 30B).

Cada 48 horas se verifico el crecimiento de la bacteria en agar NBTA. Las colonias se
expresaron en Fl hasta las 250 h de fermentacién se observo que el caldo de fermentacion

tomé tonalidades de color marrén a rojo claro (Fig. 31).
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Figura 30. Comportamiento de variables de proceso en la fermentacion liquida del

nematodo Heterorhabditis sp. y su simbionte bacteriano. A) pH; B) O disuelto.
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Figura 31. Fermentacion liquida del simbionte bacteriano Photorhabdus sp. A) 24 horas
después de inoculado con el simbionte; B) 250 horas después de inoculado con el

simbionte.

EXPERIMENTO 6: Agitacion variable (200-250 rpm), aireacién de 1.5 Lpm.

Después de 24 horas de inoculadas las bacterias en el fermentador se observo variacion
de color del medio de cultivo (Fig. 32A, B). A las 48 horas el medio se torn6 de color rojo
(Fig. 32C) y con aspecto homogéneo a las 96 h (Fig. 32D). La pigmentacion del medio es
un indicio del crecimiento de la bacteria, no obstante esta varia con la composicion de los

medios de cultivo y el pH (Inman y Holmes, 2012).
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Figura 32. Aspecto del cultivo monoxénico sumergido del nematodo Heterorhabditis sp.
(Tumaco); A) Caldo de cultivo antes de inocular; B) Caldo de cultivo después de 24 h de
inoculado con Photorhabdus sp.; C) Caldo de cultivo con 48 h de fermentacion; D) Caldo

de cultivo con 96 h de fermentacion.

Los JI se adicionaron al medio fermentado a las120 h. Después de 48 h de inoculados se
cuantifico la poblacion, se encontré 15 % de recuperacion, el restante continué en estado
JI, 24 horas después se observé mortalidad del 90 % de la poblacién. No obstante se
decidié continuar con la fermentacion en aras de generar la cinética de crecimiento de las
bacterias.
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En la determinacion de la cinética de crecimiento de Photorhabdus sp. se evidencié que
durante las primeras 48 horas se presenté el crecimiento exponencial de la poblacién. A
las 144 horas las bacterias presentaron variacion de fase (Fig. 33), evidenciandose en las
siembras realizadas en NBTA (Fig. 34A, B). A partir de las 48 horas se observé el inicio de
la fase estacionaria, la cual se alter6 a partir de las 120 horas. Esta variacion se pudo
atribuir a la adicion de los Jl, los cuales liberan sus simbiontes al medio, aumentando la
poblacion media registrada y, dado que estos no se desarrollaron, se incorporaron al
sistema como sustrato para las bacterias. La fermentacion durd 168 h, el proceso inicié
con una concentracion de 3,7 x 102 UFC/ml y culminé con 4 x 10'*® UFC/ml. El crecimiento
poblacional de las bacterias a las 24 h fue de 9,6 x 108 con aireacién de 1 Lpm (Fig. 33).
Strauch et. al., (2000), obtuvieron concentraciones de 1-5x10° células de P. luminescens
por ml, al alcanzar la fase exponencial (24 h después de inoculadas), con tasas de
aireacion de 0,3 a 0,7 vwm, sin presentarse diferencia estadistica entre ambos parametros.
Martinez (2010), reporté concentraciones 1,7 x 10*2 células viables de X. bovienii por ml,

después de 120 horas de fermentacién en caldo CST.
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Figura 33. Cinética de crecimiento de Photorhabdus sp., recuento de células viables

(UFC/ml) en medio NBTA.
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A B

Figura 34. Variacion de la fase de Photorhabdus sp. en fermentacion liquida (medio CNH),
A) Fase |, durante las primeras 144 h de fermentacion; B) Fase I, a partir de las 144 h de

fermentacion.

En el monitoreo de los pardmetros se encontrd que, el pH inicial del medio fue de 7,53.
Después de 11 horas de inoculadas las bacterias se registré un aumento en pH, el cual
alcanzé un valor maximo de 8,7 a las 58 h del proceso, a partir de este tiempo se presento
diminucion con oscilaciones, el valor minimo fue de 7,21 a las 157 h (Fig. 35A). Esta
tendencia de alcalinizacion del sustrato es inherente a estas enterobacterias. Desde que
se inoculan las bacterias, hasta la cosecha de nematodos, el pH estara en constante
aumento; y los intentos de controlar el pH a 7,0 siempre tienen una influencia negativa
sobre el rendimiento de los nematodos (Ehlers, 2001).

El oxigeno disuelto inicié en 64 %, con oscilacién entre el 90 y 0 % durante las primeras
129 horas. A partir de esta fecha se registraron valores inferiores al 1% (Fig. 35B). Esta
variacion pudo ser atribuida a una distribucién heterogénea del aire inyectado al sistema,

y acumulacién de sélidos en el sensor de O, disuelto.

La determinacion de la concentracién del O, disuelto en el sistema es un aspecto
determinate en el éxito del proceso. Algunos trabajos de investigacion sugieren que el
oxigeno disuelto debe ser alto, aproximadamente del 40 % (Strauch y Ehlers, 2000) y se
acerca al 60 % para los estados adultos (Inman et al., 2012), en contraste Burman y Pye
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(1980) reportaron que los requisitos de oxigeno de los nematodos son insignificantes. Sin
embargo en el presente trabajo no fue posible registrar tasas constantes de O- disuelto,
en todos las experimentos se registraron valores inferiores al 10 %, horas después de
adicionar los nematodos.
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Figura 35. Comportamiento de variables de proceso en la fermentacion liquida del

nematodo Heterorhabditis sp. y su simbionte bacteriano. A) pH; B) O: disuelto.

Los resultados obtenidos en este Ultimo experimento permitieron estandarizar parametros

para el crecimiento de Photorabdus sp. Los Jl inoculados no se desarrollaron, no obstante



83

estos se adicionaron en la fase estacionaria de la cinética de crecimiento de las bacterias.
Strauch y Ehlers (1998), reportaron que la fase exponencial tardia de la cinética de
crecimiento de las bacterias es el punto éptimo para inocular los nematodos, dado que en
esta fase se presenta la maxima produccion de la sefial de alimento, aspecto determinante

para la recuperacion de los JI.

La agitacion ejerce un papel importante en la integridad de los nematodos, Strauch y Ehlers
(2000) sugieren que la agitacion debe ser menor a 200 rpm durante el desarrollo de los
nematodos. Este parametro puede disminuir hasta 60 rpm (Inman et al., 2012). En el
presente trabajo de investigacion se evidencid que 200 rpm es el valor minimo para

mantener el una distribucion relativamente homogénea del sistema utilizado.

El efecto de la concentracion del inéculo de nematodos sobre el rendimiento final no se
pudo determinar, dado que los JI no se desarrollaron, sin embargo las concentraciones
evaluadas estan dentro del rango de 300 - 4 000 nematodos por mililitro, registrado por
Inman et al. (2012). Estas concentraciones constituyen un parametro a determinar para
cada especie o cepa, por ejemplo Strauch y Ehlers (2000), establecieron fermentaciones
liquidadas H. megidis con concentraciones de inoculo (JI) que variaron dese 1.600 a
7.300/ml, sin embargo la densidad del inoculo no tuvo un efecto en el rendimiento final. En

contraste la aireacion influyé considerablemente en el rendimiento de los JlI.

Pace et al. (1986), correlacionaron parametros para la produccion de S. carpocapsae en
un fermentador de 10 L ellos adicionaron Jl en una concentracion de 2.000/ml, en un medio
inoculado 24 h antes con X. nematophilus. Cuando los nematodos se adicionaron, se
redujo la temperatura de 28 °C a 23 °C y la velocidad del impulsor se fijé en 180 rpm para
mantener 20 % de saturacion de oxigeno. Después de 10 dias, el cultivo produjo 40.000
JI por ml. Este trabajé constituyé la primera patente para la produccion de NEP en
fermentadores. No obstante cada especie o cepa requiere condiciones particulares,
aspecto que limita la aplicacion de metodologias estandarizadas para la produccion de

aislamientos no comerciales.
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7. Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos y considerando la discusion de los mismos, se
presenta evidencia para rechazar la hipotesis de investigacion. Las magnitudes de las
variables evaluadas para la fermentacion liquida (en biorreactor), del complejo nematodo-
bacteria no permitieron obtener rendimientos de Jl superiores a los reportados en la

literatura.

Las condiciones evaluadas en los cultivos sélidos permitieron establecer el ciclo de vida
del nematodo, demostraron que es posible producir Jl viables en periodos cortos de tiempo
(8 dias), el medio de cultivo formulado con higado permitié expresar el mayor potencial
reproductivo (mayor rendimiento). Los JI de Heterorhabditis sp. (Tumaco) producidos en
cultivo In vitro fueron patogénicos. Los ciclos de produccién continua In vitro, no afectaron
la virulencia de los JI, evaluada contra G. mellonella. En contraste, se disminuy6 el

potencial reproductivo. Se sugiere que el inoculo del nematodo se debe producir In vivo.

La formulacion del sustrato para la produccién de Heterorhabditis sp (Tumaco) en cultivo
semisélido tuvo efecto sobre el rendimiento de los JI. La formulacion basada en higado de
pollo permitié obtener JI viables. La metodologia desarrollada permitira continuar con

procesos de escalado con fines comerciales.

La agitacion, la geometria del fermentador (frasco) y la composicién del sustrato influyeron
sobre el desarrollo de Heterorhabditis sp. (Tumaco) producido a nivel de matraz. La mejor
correlacion permitié obtener Jl con rendimiento inferior a los reportes de la literatura con
otras especies de NEP, sin embargo, estos resultados son los primeros documentados en

Colombia.

Las magnitudes de las variables evaluadas en las fermentaciones liquidas (biorreactor),
correspondieron a las reportadas en la literatura, algunas permitieron el crecimiento de las
bacterias simbiontes (Photorhabdus sp.) sin embargo, no fueron favorables para el
desarrollo del nematodo nativo Heterorhabditis sp. (Tumaco). Con los resultados obtenidos
se evidencia la necesidad de establecer otras magnitudes que permitan el desarrollo y

multiplicacién del complejo nematodo-bacterias mediante fermentacion liquida.

Los resultados del actual trabajo de investigacion demostraron el potencial del nematodo

entomopatdgeno Heterorhabditis sp. (Tumaco) y sus bacterias simbiontes para
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establecerse en cultivos monoxénicos soélidos y aportan al conocimiento para el desarrollo

de procesos con fines de masificacion.



