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RESUMEN

ABSTRACT

Los géneros Xenorhabdus y Photorhabdus estdan formados por bacte-
rias simbiontes especificas que viven asociadas con los nematodos
entomopatdgenos Steinernema y Heterorhabditis, respectivamente. En
estas bacterias ocurre un fenomeno de disociacion de fases in vitro,
que es fundamental en el modo de accién de los nematodos y en el
establecimiento de condiciones dptimas para su reproduccion. A
partir de larvas muertas de Galleria mellonella L. infestadas con las
cepas de nemdtodos entomopatégenos Heterorhabditis indica cepa
P2M, Heterorhabditis bacteriophora cepa HP88 y Steinernema cubanum,
se aislaron las bacterias simbiontes Photorhabdus luminescens (P-01),
(P-02) y Xenorhabdus sp. (X-01). Las formas primarias de los aisla-
dos se caracterizaron por la absorcion de los pigmentos en los me-
dios agar Mc. Conkey y agar NBTA, la produccion de lipasa, lecitinasa,
proteasa, y la presencia de flagelo. Todos los aislados mostraron
actividad antibidtica frente a Micrococcus luteus.

Palabras clave: Photorhabdus luminescens, Xenorhabdus, bacterias
simbiontes, fase primaria

Genera Xenorhabdus and Photorhabdus comprise symbiotic bacte-
ria that live associated with entomopathogenic nematodes Steinernema
and Heterorhabditis, respectively. Phase dissociation process occurs
in these bacteria when growth in vitro. This becomes very critical due
to nematodes mode of action creating better conditions for their
reproduction. Since death larva of Galleria mellonella L. infected to
entomopathogenic nematodes Heterorhabditis indica strain P2M,
Heterorhabditis bacteriophora strain HP88 and Steinernema cubanum,
symbiotic bacteria Photorhabdus luminescens (P-01), (P-02) and
Xenorhabdus sp. (X-01) were isolated. Adsorption dyes in Mc. Conkey
agar and NBTA agatr, lecithin, lipase, protease activity and flagella
presence were characteristics of isolates primary phase. Every
isolates showed antibiotic activity opposite to Micrococcus luteus.

Key words: Photorhabdus luminescens, Xenorhabdus, primary phase,
symbiotic bacteria

INTRODUCCION
Lasbacterias de los géneros Xenorhabdusy Photorhabdus

viven en simbiosis con los nematodos entomopatégenos
Steinernemay Heterorhabditis[ Akhurst et al., 1996]. Ini-
cialmente existia un solo género, Xenorhabdus, que agru-
paba a todos los simbiontes de nematodos entomo-
patégenos [Thomas y Poinar, 1979]. Boemare et al.
(1993), después de realizar estudios fisiol6gicos
bioquimicos y genéticos, determinaron que la especie
Xenorhabdus luminescens pasara a formar el nuevo gé-
nero Photorhabdus, cayo nombre se debe a que estas bac-
terias son bioluminiscentes. Su intensidad varia con los
diferentes aislados [Rayney et al., 1995].

Existe un fenémeno de disociacién de fases en el desarro-
llo de poblaciones de bacterias asociadas a los nematodos

entomopatégenos [Akhurst, 1980]. Esta accién es espon-
tanea. El cambio reversible es muy dificil de obtener,
especialmente cuando se establecen crias sobre medios
nutritivos in vitro [Boyer-Giglio y Boemare, 1991]. La
variacion de fase es una propiedad comiin a ambos géne-

ros [Boemare y Akhurst, 1988; Nealson et al., 1990].

La fase primaria tiene caracteristicas totalmente dife-
rentes a la secundaria, por lo que resulta de gran im-
portancia realizar una adecuada diferenciacién entre
ellas, pues solo la primera se utiliza para la reproduc-
cion masiva de los nematodos entomopatégenos. El
objetivo de este trabajo fue caracterizar la forma pri-
maria de los aislados bacterianos asociados a los
nematodos Xenorhabdusy Photorhabdus.
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MATERIALES Y METODOS

Se aislaron las bacterias simbiontes a partir de larvas
muertas de Galleria mellonella L. infestadas con las ce-
pas de nematodos entomopatégenos Heterorhabditis
indica cepa P2M, Heterorhabditis bacteriophora cepa
HP88y Steinernema cubanum, pertenecientes a la co-
leccion de nematodos entomopatégenos del Instituto
de Investigaciones de Sanidad Vegetal.

Para la determinacion de las caracteristicas de la for-
ma primaria se utilizaron las pruebas bioquimicas de
motilidad, actividad proteasa, lipasa y lecitinasa, pro-
duccién de antibiéticos excretables y la deteccién de la
bioluminiscencia sugeridas por Arkhust (1980) y
Boemare et al. (1997). Se realizaron siembras por es-
trias en agar Mc. Conkey para observar la capacidad
de absorcion del rojo neutro. Para constatar la absor-
cion del bromotimol azul y la reduccion del cloruro de
trifenil-tetrazolium de esta fase se utilizé el medio
NBTA, de acuerdo con lo propuesto por Boemare et al.

(1997).

La prueba de motilidad se realiz6 en agar semisélido y
se utilizé agar numero 1(OXOID) al 0,6% para deter-
minar la presencia de flagelos. Se realizé la siembra de
la bacteria en forma de puncién.

La actividad proteasa se hizo en medio agar nutriente,
suplementado con gelatina (0,4%), y como revelador se
empleo solucién Frazier [Frazier, 1926]. La actividad lipasa
se detect6 en Tween 80, y la lecitinasa se observé en agar
nutriente suplementado con yema de huevo al 10%.

La produccion de antibiéticos excretables por las bac-
terias al medio se comprobé con Micrococcus luteus como
organismo indicador, segtin proponen Boemare et al.
(1997). La deteccion de la bioluminiscencia en el caso
de Photorhabdus se observé en un cuarto oscuro des-
pués de adaptar la vista 10 min en estas condiciones.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvo un aislado de Xenorhabdussp. X-01'y dos de
Photorhabdus luminescens P-01 simbionte de Hete-
rorhabditis indica y P-02 simbionte de Heterorhabditis
bacteriophora. Se plantea que las bacterias simbiontes
de las cepas de referencia internacional H. indica (P2M)
y H. bacteriophora (HP-88) pertenecen a la especie
Photorhabdus luminescens, que a su vez se agrupan en
diferentes subespecies [Boemare, 2002].

Las colonias de P-01 presentaron formas circulares con
bordes ligeramente ondulados y traslicidos, de forma
ligeramente redondeada hasta irregular, de superficie lisa,
elevadas, de consistencia mucosa, de color amarillo in-
tenso, brillantes y con diametro de 3-4 mm (Fig. I(a)).

En el aislado P-02 se observaron colonias con formas re-
dondeadas, superficies lisas, de consistencias mucosas, pla-
nas, cuyo diametro estuvo alrededor de 2 mm (Fig. I1(b))y
de color blanco grisaceo.

El aislamiento X-01 exhibié otras caracteristicas, al te-
ner bordes enteros, ligeramente ondulados, elevados y
de consistencia mucosa, coloracion beis con el centro mas
oscuro, que midieron de 2-3 mm de diametro (Fig. 1(c)).

Figura 1. Morfologia de las colonias en agar nutriente P-01 (a), P-02 (b), X-01 (c).

Las formas primarias de los tres aislados presentaron
colonias de coloracién rojiza, lo que indicé la absorcién
del colorante rojo neutro en agar Mc. Conkey. En el
medio NBTA también se obtuvo una respuesta positi-
va donde las colonias de los aislados tomaron una colo-
racién azul, lo que indica la presencia de la fase prima-
ria de las bacterias segin los criterios de Boemare y

Akhurst (1988) y Boemare et al. (1993).
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Todos los aislados mostraron presencia de flagelo, acti-
vidad proteasa, lipasa y antibiética. Esta ultima se
evidencié por la presencia de un halo que inhibi6 el cre-
cimiento de M. luteus, que fue el microorganismo indi-
cador propuesto por Boemare et al. (1997).

La actividad lecitinasa fue positiva para todos los ais-
lados. En este sentido Thaler et al. (1998) estudiaron la
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especificidad de diferentes sustratos para evaluar la
actividad lecitinasa, y solamente en la forma primaria
de Xenorhabdus nematophillusy Xenorhabdus bovienii
se produjo una mayor actividad, cuando la bacteria
creci6 en medio s6lido con lecitina al 0,01%. Este mis-
mo autor plante6 que la produccién de lecitinasa es
dependiente de la fase de crecimiento. Los mayores ni-
veles de sintesis se obtuvieron al inicio de la forma es-
tacionaria.

CONCLUSIONES
* Las formas primarias de los aislados X-01, P-01 y P-02

se caracterizaron por la absorciéon de los pigmentos
en los medios agar Mc. Conkey y agar NBTA, la pro-
duccion de lipasa, lecitinasa, proteasa, y la presencia
de flagelo.

* Todos lo aislados mostraron actividad antibiética
sobre Micrococcus luteus.
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