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RESUMEN

ABSTRACT

La reproduccion in vivo de los nematodos entomopatégenos es alta-
mente costosa y laboriosa, por lo que se hace necesario la elabora-
cion de métodos de reproduccién masiva in vitro mas econémicos.
Debido a ello resulta indispensable asegurar el desarrollo de su
bacteria simbionte, ya que garantiza la reproduccion del nematodo.
El crecimiento de Photorhabdus luminescens se evalu6é en quince
variantes de medios de cultivo, elaborados a partir de infusiones de
visceras de cerdo, pollo y res, las cuales se combinaron indepen-
dientemente con almidoén, polvo de arroz y melaza. Para detectar la
fase del cultivo bacteriano en los medios estudiados se determin6 la
presencia de bioluminiscencia, asi como la coloracién de las colo-
nias en agar Mc Conkey y agar NBTA. Los mayores valores de unida-
des formadoras de colonias se obtuvieron en los tres medios elabo-
rados con higado de cerdo y el medio que contenia higado de
pollo-almidén. Las pruebas bioquimicas y las caracteristicas
morfolégicas analizadas indicaron la presencia de la forma primaria
de P.luminescens.

Palabras clave: Photorhabdus luminescens, medios de cultivo, re-
produccién

The reproduction in vivo of entomopathogenic nematodos becomes
expensive and laborious. Due to this shortcomings, it's necessary to
implement more economical mass production methods. However, one
critical step to achieve this goal is to assure the development of the
specific symbiotic bacterium associated to the nematode to be
massively produced. The growth of P. luminescens was assessed in
15 different culture agar media prepared from pork broth, chicken
broth and beef broth supplemented with corn starch, rice powder and
sugarcane molasses independently. The colours of the colony in Mc
Conkey Agar and NBTA agar as well as the bioluminescence were
determined in order to detect the bacterial culture phase. Media
prepared from pork liver and the one prepared from chicken liver and
corn starch exhibited the greater number of colony forming units.
Biochemical tests and morphological characteristics revealed the
presence of the primary phase of P. luminescens.
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INTRODUCCION

Los géneros bacterianos Xenorhabdus y Photorhabdus
se presentan en asociacion mutualista con neméatodos
entomopatogenos (NE) de los géneros Steinernema y
Heterorhabditis respectivamente. Estas bacterias tienen
una participacion crucial en el crecimiento y la repro-
duccion de esos neméatodos, pues contribuyen de ma-
nera esencial en la muerte del insecto hospedero y pro-
porcionan una parte importante de la alimentacion
mediante la transformacion del sustrato [Forst et al.,
2002] y el aporte de su propia biomasa.

Esta interaccion simbidtica no solamente resulta bene-
ficiosa por el suministro de los nutrientes necesarios
por parte de la bacteria, sino que a su vez evita la

contaminacién causada por otros microorganismos
mediante la produccion de barreras antimicrobianas
como moléculas de antibioticos, bactericidas y fagos
[Boemareetal., 1997; Thaler etal., 1997].

Actualmente existe una gran demanda mundial de NE
para su empleo como control biol6gico de un variado
numero de insectos que son dafiinos a cultivos agrico-
las [Arteagaetal., 1996]. Por otra parte, Bedding (1984)
sefialo los problemas que se presentan en su reproduc-
cion in vivo con respecto a los altos costos de produc-
cion. Todo esto hace necesario la implementacion de
métodos de reproduccion in vitro que ofrezcan mayores
ventajas econdémicas. Un elemento importante que se
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debe garantizar es el crecimiento y desarrollo de la bac-
teria simbionte con vistas a obtener altos rendimien-
tos en la produccion de los nematodos. Por lo anterior-
mente expuesto, este trabajo tuvo como objetivo
determinar la influencia de diferentes medios de culti-
vo sobre el crecimiento de Photorhabdus luminescens.

MATERIALES Y METODOS

El aislamiento de Photorhabdus luminescens se realizo
mediante la extraccion con aguja hipodérmica de la
hemolinfa de larvas de Galleria mellonella infestadas
previamente con juveniles infectivos de la cepa
Heterorhabditis indica P,M, perteneciente a la colec-
cion del INISAV. La cepa de P. luminescens se incub6
en tubos de agar nutriente (AN) a 28°C durante 48
horas.

Se elaboraron 15 medios de cultivo. Para ello se prepa-
raron infusiones de higado de cerdo (1), higado de res
(2), higado de pollo (3), rifién de cerdo (4) y picadillo de
pollo (5) (300 g de viscera/L de agua destilada), las cua-
les se combinaron independientemente con melaza (A),
almidon (B) y polvo de arroz (C) (10 g/L). Tales medios
se esterilizaron a 121°C por 20 minutos, y a 7 se ajustd
el pH. Seguidamente se realizaron diluciones seriadas a
partir de la suspension del crecimiento de la bacteriay
se sembraron tres placas por cada medio. La dosis de
inoculo utilizada fue 100 pL/placa, se incubd a 28°C
durante 72 horas y se emple6 AN como referencia.

Las caracteristicas culturales de las colonias se descri-
bieron y se compararon con las obtenidas en AN. Se
contd ademas la cantidad de colonias por cada medio
de cultivo. Los datos fueron procesados mediante un
andlisis de varianza simple, y las medias se analizaron
por la décima de comparacion multiple de Newman-
Keuls con 5% de probabilidad de error.

Para determinar la fase de la bacteria, se observé en un
cuarto oscuro la presencia o no de bioluminiscencia
[Boemareetal., 1993], y de cada uno de los medios de
cultivo estudiados se tomd una colonia, que se sembré
en agar Mc Conkey y agar NBTA [Boemareetal., 1997].

RESULTADOS Y DISCUSION

Las colonias desarrolladas en los 15 medios de cultivo pre-
sentaron una morfologia diferente a la descrita por
Marquez etal. (1997) en agar nutriente. Estas diferencias
se evidenciaron fundamentalmente en el color, forma, su-
perficie y consistencia de las colonias. De esta misma for-
ma, a partir de las 72 horas se observaron nuevos cambios
en su elevacion, superficie y consistencia (Tabla 1).

En la pigmentacion hubo variabilidad, con predominio
del color carmelita y variantes desde marrén hasta ro-
sado. La variabilidad de coloracion en el género
Photorhabdus ha sido sefialada por autores como
Boemare (2002), al plantear que esta caracteristica se
manifiesta fundamentalmente en medios de cultivo
enriquecidos, como los utilizados en este trabajo.

Tabla 1. Caracterizacion morfolégica de P. luminescens en diferentes

medios de cultivo

Caracteristicas Agar nutriente Medios estudiados Medios estudiados
(24-48 horas) (72 horas)
Color Amarillo intenso Variado Variado
Ligeramente Circular hasta Circular hasta
Forma redondeada : - : -
- ligeramente irregular ligeramente irregular
hasta irregular
Tamafio 3-4 mm de didmetro 3-4 mm de didmetro 3-4 mm de diametro
Bordes Entre ondulz_ados M Ligeramente ondulados Ligeramente
ligeramente irregulares ondulados
Superficie Lisa Rugosa Menos rugosa
Opacidad Opacas Solamente en el centro Solamente en el centro
Consistencia Mucosa Costrosa Mucosa
Elevacion Elevada Elevada Prominente

El crecimiento bacteriano difiri6 entre las 15 combina-
ciones de medios de cultivo, y se obtuvo la mayor can-
tidad de colonias de P. luminescens en las tres varian-
tes con higado de cerdo y la variante higado de
pollo-almidon. En estos casos el nimero de colonias
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obtenidas por encima del valor del testigo fue aproxima-
damente 150 unidades formadoras de colonias (Fig. 1).
Debido a que el higado de cerdo presenta un gran con-
tenido de acidos grasos insaturados, y segin Daborn et
al. (2001), Photorhabdus produce diferentes tipos de



Influencia de la composicion de diferentes...

proteasas y lipasas en medios de cultivos artificiales,
se puede considerar que el medio elaborado con esta
viscera permitié un mayor crecimiento bacteriano, pro-
bablemente por su contenido de nutrientes y/o por su
facilidad de asimilacion.

Por otra parte, varios autores como Lunau etal. (1993),
Gerritsen y Smits (1993) se han referido a la estrecha

relacion que existe entre las especies del género Hete-
rorhabditis y sus simbiontes, ademas de la funcion fun-
damental que tiene la bacteria en la transformacion
del medio y el aporte de su propia biomasa para la ali-
mentacion del nematodo. Esto conlleva a plantear que
esos medios de cultivos pudieran proporcionar mayo-
res rendimientos que el resto en la reproduccion in vitro
de H. indica P,M.
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Figura 1. NUmero de colonias formadas por P. luminescens en las variantes de medio de cultivo

ensayados. (Letras iguales no difieren; p <0,05).

Sin embargo, se observo que en los medios elaborados
con higado de res y picadillo de pollo el rendimiento fue
muy bajo, incluso comparados con el testigo, que no es
un medio enriquecido. A partir de este resultado se puede
inferir que la mayor influencia sobre el crecimiento de
P. luminescens esta determinada por la fuente de pro-
teina utilizada y no por la fuente de carbono.

La presencia de bioluminiscencia se pudo observar en
todos los medios de cultivo empleados; no obstante este
parametro analizado individualmente no es indicativo
de que la bacteria se encuentre en fase primaria, pues
se han reportado casos en los cuales los cultivos
bacterianos se han hallado en fase secundaria, y una de
las caracteristicas que ha mantenido luego del cambio
de fase es laemision de luz [Boemare et al., 1997].

Por otra parte, se observo la coloracion roja de las co-
lonias en agar Mc Conkey y azul en agar NBTA, lo que
revel6 definitivamente que la bacteria se encontraba en
fase primaria en todos los medios de cultivo emplea-
dos, pues segun el planteamiento de Boemare (2002), la

fase secundaria de este género bacteriano se caracteri-
za fundamentalmente por la pérdida de la absorcion de
rojo neutro en agar Mac Conkey y azul de bromotimol
en NBTA.

Es de suma importancia conocer que estos medios no
indujeron la fase secundaria de la bacteria, pues por
sus caracteristicas fisiologicas se conoce que la fase 1 es
la ideal para lograr la reproduccion de los neméatodos
sobre medios artificiales. A ello se debe que muchos
investigadores trabajen para obtener un medio en el
cual se logre estabilizar esta fase.

CONCLUSIONES

* Lascolonias de P. luminescens crecidas en los medios
de cultivo enriquecidos con visceras variaron su co-
loracion, superficie, formay consistencia.

* Los medios de cultivo con higado de cerdo y la va-
riante con higado de pollo-almidon permitieron el
mejor desarrollo de P. luminescens.

* Todos los medios de cultivo estudiados favorecieron
la presencia de la fase primaria de la bacteria.
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