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1. INTRODUCCIÓN 
Si nos enfocamos en las plagas más abundantes en el estado de Morelos, encontraremos 

que dentro de ellas se encuentran el gusano barrenador del tallo (Diatraea spp.) que afecta 

el 20% de los cultivos de caña de azúcar, el picudo del tronco (Cholus morio) que afecta un 

10% y la rata de campo (Sigmoden hispidus) que afecta también un 10% (Campos et al., 

2012). Por ende, son las plagas una de las principales causas de pérdidas en cultivos, y si 

bien existen actualmente en el mercado varios productos para combatir las plagas del 

cultivo de la caña de azúcar, la mayoría de estos productos son de origen químico (Ongley, 

1997) que han tenido la desventaja, junto con el uso excesivo de otros agroquímicos, que 

han dejado consecuencias negativas en el ambiente, tales como: contaminación de agua y 

suelo, impacto en cadenas alimenticias y algunos efectos en la salud humana (Ongley, 

1997). Es por eso que continuamente se buscan estrategias que atenúen poblaciones de 

insectos plaga, como Diatraea, sin causar efectos adversos considerables que perjudiquen 

el ambiente ni la salud humana al mismo tiempo (Hajek, 2004); por tal motivo, el control 

biológico (CB) es una alternativa adecuada, con buenos resultados contra barrenadores del 

tallo de la caña de azúcar (Mata, 2014). 

Entre las estrategias de CB se encuentra el uso de nemátodos entomopatógenos (NEP) en 

su fase juvenil infectiva (JI), lo cual ha demostrado ser efectivo para el control de larvas de 

insectos plaga de la caña de azúcar (i. e., Otiorhynchus sulcatus y Pachnaeus spp) (Shapiro-

llan y Gaugler, 2002). Es importante enfatizar que su importancia radica, sobre todo, en que 

son efectivos para combatir plagas con hábitos crípticos, tal como lo es Diatraea 

magnifactella o el picudo, ya que los NEP son capaces de llegar a ellas debido a su capacidad 

de buscar hospedero, ya que los NEP normalmente pueden permanecer en el suelo durante 

algunos meses. Sin embargo, una de las limitaciones para el establecimiento de tecnologías 

de CB es la dificultad para la propagación de los NEP en sistemas de producción in-vitro 

utilizando biorreactores. 
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2. ANTECEDENTES 

Los nemátodos son un grupo altamente diversos ubicado dentro del phylum Nematoda, son 

gusanos redondos de cuerpo alargado, cilíndrico y no segmentado, para crecer mudan la 

cutícula en un proceso llamado ecdisis, tienen simetría bilateral, son organismos 

microscópicos, el tracto alimentario consta de la boca que se conecta con la cavidad bucal 

o estoma, que se une a su vez al tubo digestivo formado por el esófago, intestino, recto y 

terminando con el ano (Figura 1); no presentan sistema circulatorio ni respiratorio pero 

cuentan con un sistema muscular y  nervioso (Stock y Goodrich, 2012).  

Los sexos generalmente están separados, el sistema reproductor en el caso de los machos 

se abre ventralmente en el recto formando una cloaca, tienen uno o dos testículos y tienen 

una o dos espículas esclerotizadas que son usadas como estructuras copulatorias 

generalmente. En el caso de las hembras adultas tienen uno o dos ovarios con la vulva 

localizada ventralmente cerca de la región media del cuerpo o más posterior (Stock y 

Goodrich, 2012). 

2.1 Nemátodos entomopatógenos  

Los nemátodos son organismos que se presentan en muy diversos hábitats y presentan 

muchos estilos de vida. Muchas especies están asociadas a invertebrados y la relación 

puede ir desde fortuita hasta antagonista. El parasitismo es una de las asociaciones que se 

presenta entre los nemátodos y los insectos, esta asociación puede provocar alteraciones 

morfológicas, fisiológicas y de comportamiento, hasta la muerte cuando el nemátodo está 

asociado con una bacteria que mata rápidamente al hospedero, razón por la cual se utiliza 

el término entomopatógenos para describir a estos nemátodos (Stock y Goodrich, 2012).  

Los nemátodos entomopatógenos viven parasitando un amplio rango de insectos de 

importancia económica en la agricultura (Bathon, 1996). Esta última característica hace que 

estos organismos sean ideales para el desarrollo de métodos de CB (Picoaga et al., 2007). 

Los NEP tienen un amplio rango de insectos huésped y son seguros para el ambiente y salud 

humana por lo que son una herramienta útil en la regulación de poblaciones de insectos 

plaga (Poinar, 1989; Poinar, 1990; Akhurst, 1990; Boemare et al., 1996). 
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Las etapas de vida de los NEP son huevo, cuatro estadios juveniles (los estadios I, 2 y 4 viven 

dentro del hospedero y el estadio 3 o juvenil infectivo [JI] es el único de vida libre) y la etapa 

adulta; en la Figura 1 se observa un macho y una hembra sexualmente maduros (Picoaga et 

al., 2007). 

 

 

Figura 1. Anatomía interna de un nemátodo entomopatógeno (Tomada y modificada de 
Grifaldo, 2010). 

 

La manera en que los JI de los NEP entran en contacto con su presa depende de la especie, 

sus estrategias se dividen en acechadora y cazadora (Gaugler et al., 1989; Campbell y 

Gaugler, 1993; Lewis et al., 1992, 1993). En la estrategia “acechadora”, el nemátodo 

simplemente se mantiene estático y espera a que su insecto hospedero este cerca para 

balancearse sobre él. En la estrategia activa el NEP se comporta como “cazador”; en esta 

estrategia de búsqueda, el nemátodo se mueve en busca del hospedero respondiendo a las 

señales químicas del mismo, esto lo logran mediante la detección de productos de excreción 

como dióxido de carbono, así como los gradientes de temperatura (Gaugler et aI., 1980; 

Georgis, 1992), de pH y algunas moléculas químicas (Pye y Burman, 1981).  
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Estudios han mostrado que los JI pueden estar en busca de su huésped por periodos de 

hasta 6 meses sin alimentarse (Ramírez, 1995). En su mayoría, las especies de nemátodos 

utilizan una estrategia intermediaria para poder alimentarse, lo cual les permite infectar 

insectos que están generalmente a nivel del suelo, así como los que no lo están (González, 

2006). 

2.2 Ciclo infectivo de los nemátodos 

La importancia de los NEP como agentes de control biológico, es que su etapa juvenil 3 

(tercer estado larval) se encarga de encontrar al insecto activamente en hábitats, donde 

otros agentes de control biológico no tienen acceso y, como están asociados 

simbióticamente a especies de bacterias que producen una mezcla de compuestos tóxicos, 

no solo matan rápidamente al insecto que hospeda el nemátodo, sino que previenen la 

colonización del cuerpo por organismos oportunistas; así pues el insecto se puede movilizar 

fuera del alcance del químico pero no puede hacerlo para escapar del nemátodo (Avilla et 

al., 2005). 

En la Figura 2 se muestra el ciclo infectivo de los NEP. Solo el tercer estado larval modificado, 

llamado juvenil infectivo (JI) o juvenil “dauer”, es capaz de infectar al hospedero, es la única 

etapa de vida libre del nemátodo, presenta doble cutícula pues no se desprende de la del 

segundo estadio después de la ecdisis, lo que le confiere cierta protección. Al entrar en 

contacto con la larva del insecto, penetra en él por sus orificios naturales (boca, ano y 

espiráculos), aunque en algunos casos lo hacen también a través de la cutícula perforándola 

con ayuda de un apéndice en forma de diente ubicado en la parte anterior de su cuerpo. 

Una vez que el NEP penetró a su hospedero, la bacteria es liberada a través del ano o boca 

(regurgitando) en la hemolinfa y ésta comienza a degradar los tejidos para obtener 

nutrientes y poder crecer. La degradación del hospedero también sirve de alimento para el 

NEP (Picoaga et al., 2007).  
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Figura 2. Ciclo infectivo de la dupla nemátodo-insecto. Diagrama de la interacción 
nemátodo-bacteria. En esta se muestran las etapas de invasión por el nemátodo hasta la 
muerte de insecto. 1.- Invasión del nemátodo. 2.- Liberación de la bacteria simbionte. 3.- 

Muerte del hospedero. 4.- Reproducción del NEP. 5.- Alimentación de NEP. 6.- 
Reproducción de NEP. 7.- Migración de NEP. 8.- Detección de nuevo hospedero. Ver texto 

para una explicación detallada (Tomada y modificada de Richarson, 1986). 

 

En condiciones óptimas, las poblaciones de nemátodos juveniles se convierten en adultos, 

multiplicándose y pasando 2 o 3 generaciones dentro del insecto. Se sabe que la población 

de nemátodos en una sola larva de insecto es de entre 30 000 y 240 000 individuos (Sáenz, 

2005). Cuando los alimentos escasean, la duplicación de la población de nemátodos se 

interrumpe y los jóvenes infectivos recuperan la bacteria simbionte y abandonan el 

hospedero (Figura 3). Una vez en el suelo, los nemátodos pueden mantenerse de sus 

reservas acumuladas, las cuales les sirven para sobrevivir de 4 a 6 meses hasta encontrar 

un nuevo hospedero (Picoaga et al., 2007). La relación que existe entre el NEP y la bacteria 

es un claro ejemplo de mutualismo, la bacteria no es capaz de sobrevivir en el suelo, por lo 

que necesita del JI para permanecer latente en tanto no invada otro hospedero y el 

nemátodo recibe alimento (Richarson, 1986). 
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Figura 3. JI producidos en insectos. Aunque es posible producir NEP en sistemas vivos, se 
busca el establecimiento de sistemas in vitro, que permitan aumentar la producción de 

forma económica (Peggy Greb, 2006) 

 

2.3 Mecanismos de asociación entre el NEP y la bacteria 
Las bacterias simbiontes de nemátodos generalmente pertenece a los géneros 

Xenorhabdus o Photorabdus y se asocian con nemátodos de las familias Steinernematidae 

y Heterorhabtidiae respectivamente, sin embargo, hoy día se conocen otras especies como 

Serratia, que también pueden establecer la asociación mutualista con otros géneros de 

nemátodos (Picoaga et al., 2007; Ortega et al., 2012). Por ejemplo, en el caso del NEP 

Heterorhabditis bacteriophora, su bacteria simbionte es Photorhabdus luminescens 

(Grijalva, 2014).  

Como se mencionó anteriormente, el nemátodo sirve de vector para la bacteria y la 

deposita en la hemolinfa del insecto cuando lo invade. Las bacterias están presentes en el 

interior del nemátodo, almacenadas en el tracto intestinal o bien en una vesícula que se 

encuentra en la parte anterior del intestino del nemátodo, ellas lo acompañan a lo largo de 

su desarrollo en todo momento, ya que las adquieren desde el momento de su 

reproducción (González, 2006). Las bacterias contribuyen de forma importante en la 

virulencia; en cuanto a los nematodos, se ha reportado que en esta asociación hay algunas 

especies que tienen poca contribución, aunque tambien hay reportes para otras especies 

que se menciona tienen una contribución importante, ya que tambien producen una gran 

variedad de productos que secretan para contrarestar la actividad antibiótica de la 

melanina ya que constituye un antibiotico natural que es sintetizado en los sitios de 
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infección, asimismo el nemátodo puede ayudar a degradar y digerir los tejidos del insecto 

hospedero (Dillman y Sternberg, 2012).  

En el inicio de la infección, la bacteria puede recibir ayuda de los productos de excreción del 

nemátodo, los cuales reprimen el sistema inmune del insecto, de este modo se inhibe la 

acción de enzimas antibacterianas, lo que permite la rápida multiplicación de la bacteria 

simbionte (García, 1994). La bacteria tambien está adaptada para poder resistir el sistema 

inmune del insecto hospedero debido a las distintas sustancias que secreta una vez dentro 

de él (Hadwinger y Loschke, 1981), las cuales son principalmente antibióticos de bajo peso 

molecular, bacteriocinas y enzimas extracelulares. En la hemolinfa del insecto, la bacteria 

secreta diversas enzimas que degradan los tejidos del huésped, como lo son algunas 

proteasas, lipasas y fosfolipasas (Guerra B. et al., 2014) que le permiten a la bacteria 

proveerse de nutrientes para ella misma, así como también para el nemátodo con el cual se 

asoció e impiden la colonización de bacterias y hongos oportunistas una vez que el insecto 

está muerto (Hadwinger y Loschke, 1981). 

El nemátodo se encuentra así en condiciones de establecerse en un cultivo casi monoxénico 

de su bacteria simbionte en el interior del cadáver del insecto. A partir de este momento y 

a través de la acción de las enzimas liberadas por la bacteria, se produce la destrucción total 

de las estructuras internas del insecto, lo cual proporciona los nutrientes necesarios para el 

desarrollo de ambos (García, 1994) de este modo facilita la reproducción del nemátodo, 

infectando y matando a la larva en un periodo de 48 horas aproximadamente. 

Las especies de Xenorhabdus son bacterias Gram negativas, móviles, anaerobias facultativas 

y en forma de varilla (Thomas y Poinar, 1979; Grewal et al., 1999). No se han aislado 

bacterias de esta especie fuera del hospedero, lo que hace pensar que dependen 

totalmente del mismo para sobrevivir. Lo que sí se sabe es que el nemátodo no puede 

establecerse en su hospedero insecto sin la ayuda de la bacteria (González, 2006). Por su 

parte, las bacterias del género Photorhabdus son bacilos Gram negativos. El genoma 

completo de una cepa bacteriana de este género ya fue secuenciado. La anotación del 

genoma sugiere que esta contiene genes que codifican toxinas que pueden matar a 
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Manduca sexta (gusano del tabaco) (Blackburn et al., 1998). También encontraron genes 

que causan apoptosis en los hemocitos del insecto.  

La principal diferencia entre ambas bacterias que mutualizan con los NEP son los 

antibióticos que producen (Forst y Nealson, 1996). Mientras que las bacterias del género 

Photorhabdus producen hidroxistilbinas y antroquinones, las del género Xenorabdus 

producen antibióticos tales como índoles y xenorhabdinas. Las bacterias de la especie 

Photorhabdus también presentan bioluminiscencia que es una propiedad que permite al 

organismo portador de enzimas luciferasas emitir luz (Martín et al., 2010)  

Las bacterias de los géneros Xenorhabdus y Photorhabdus presentan pleomorfismo, lo que 

significa que in vitro presentan formas diferentes de la colonia y variación de fase, la fase 1 

(F1) es su forma primaria mientras que la fase 2 (F2) es su forma secundaria, únicamente la 

llamada fase I es esencial para la actividad entomopatogénica, así como para la 

reproducción de los nemátodos y la infección del insecto hospedero (Forst et al., 1997). 

La bacteria en F1, produce un gran espectro de enzimas degradadoras, agentes 

antimicrobianos y toxinas, los cuales son responsables de la muerte y degradación del 

insecto hospedero (Boemare y Akhurst, 1988) con lo cual provee de los nutrientes 

importantes a los NEP; la F2 puede observarse en cultivos in vitro, y su acción en el CB es 

menor comparada con la F1 (Boemare y Akhurst, 1988). Se sabe que la bacteria simbionte 

ha podido ser aislada únicamente en F1 directamente de los NEP, y la F2 sólo surge durante 

la fase estacionaria (Figura 4), es decir, en cultivo in vitro (Chavarria- Hernández, 2008).  
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Figura 4. Simbiosis bacteria nemátodo y su interacción con el insecto hospedero 
(modificada de Cabello, 2006). 

 

2.4 Producción de nemátodos juveniles infectivos 

El estudio a nivel de campo y el desarrollo de productos comerciales de nemátodos ha sido 

realizado sólo en las últimas décadas. Para la comercialización de los nemátodos es 

necesario tener sistemas eficientes y económicos que permitan producir los juveniles 

infectivos a gran escala y que los simbiontes mantengan sus cualidades de virulencia, para 

lo cual se han intentado diferentes sistemas.  

2.4.1 Producción in vivo 
Es un proceso simple en el cual se utilizan insectos huésped vivos, teniendo diversas 

ventajas como: costos bajos para poner en marcha, muy poco uso de tecnología y es uno 

de los más importantes por el hecho de que se obtienen NEP de alta calidad como resultado 

del proceso; se utiliza como huésped sustituto por lo regular Galleria mellonella, conocida 

como larva de la polilla de la cera (Shapiro-Ilan et al., 2004), la cual es producida 

comercialmente en grandes cantidades en varios países, y es susceptible a la mayoría de 



 

10 
 

especies de nemátodos (Sáenz, 2005). También se utiliza ampliamente como insecto cebo 

para el aislamiento de hongos (Zimmermman G., 1986; Bedding R. A., Akhurst, R. J. 1975). 

La metodología usada en este tipo de producción consta de las etapas de inoculación, 

cosecha y concentración. Los insectos son inoculados con NEP en bandejas o platos forrados 

con papel absorbente o filtro, lo cual permite que se lleve a cabo la infección por NEP, 

posteriormente a los 2-5 días, los insectos que han sido infectados se transfieren a una 

trampa White (White, 1927), la cual consiste en un recipiente (p. e. una caja Petri) donde 

se colocan los cadáveres, rodeados de agua contenida en un plato de tamaño mayor. El 

recipiente central, el cual contiene a los cadáveres, proporciona un sustrato húmedo que 

permite a los NEP desplazarse, así las generaciones de JI que se desarrollaron en el interior 

del cadáver emergen y migran al agua que rodea el mismo, permaneciendo ahí hasta ser 

cosechados. Este método ha sido reportado por diferentes autores (Dutky et al., 1964; 

Flanders et al., 1996; Kaya y Stock, 1997; Lindegren et al., 1993; Woodring y Kaya, 1988). 

Su gran desventaja es una eficiencia baja ya que este método es ideal si se utiliza para la 

producción a escala laboratorio, así como también para las pequeñas cooperativas de 

productores (Gaugler et al., 2000; Gaugler y Han, 2002). 

2.4.2 Producción in vitro en cultivos sólidos 
Para la producción de nemátodos a gran escala y menor costo existen métodos in vitro 

alternativos, como son el medio de cultivo sólido y el medio de cultivo líquido.  El método 

de cultivo sólido ha ido modificándose, en un inicio se utilizaron arenas de dos dimensiones, 

como cajas Petri con medios de cultivo basados en comida (como riñones de cerdo, 

alimento para perro y otros productos animales) (Hara et al., 1981), para después utilizarse 

un medio mejorado que incluía extracto de levadura, caldo nutriente, aceite vegetal y 

harina de soja. En la actualidad se ha inventado un sistema de tres dimensiones, que implica 

el cultivo de nemátodos en espuma de poliuretano (Bedding 1981). En este método de 

cultivo sólido, un medio líquido es mezclado con la espuma y se esteriliza, las bacterias se 

inoculan primero, seguidas de los nemátodos después de tres días. Posterior a esto, pueden 

ser cosechados después de 2 a 5 semanas mediante la colocación de la espuma sobre 
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tamices que se sumergen en agua, para que de este modo los JI migren fuera de la espuma 

y posteriormente se sedimenten, se pasan a un tanque de recolección en el cual se limpia 

el producto lavándolo con agua varias veces (sedimentación y decantación) (Bedding 1981 

y 1984). 

2.5 Antecedentes directos 
Actualmente se busca utilizar especies endémicas de NEP de las zonas geográficas donde se 

desea aplicar el biocontrol (Campos-Herrera et al., 2007); el uso de especies nativas de NEP 

resulta más eficaz que el uso de especies exógenas debido a que las especies endémicas se 

espera que ya estén adaptadas a las condiciones ambientales de esa región particular y, por 

lo tanto, su aplicación debería ser exitosa para el control de plagas. Sin embargo, en la 

práctica no es sencillo usar de forma extensiva un aislado porque no existen sistemas 

unitarios de producción a gran escala, sino que cada especie requiere de condiciones 

particulares de crecimiento en los contenedores de producción. Para la producción de NEP 

pueden utilizarse diferentes métodos, que serán descritos a continuación. 

El laboratorio de Control biológico del Centro de Investigación en Biotecnología de la UAEM 

cuenta con tres cepas de NEP: DS, MC2 y MC5. Las cepas MC5 y MC2 fueron aisladas del 

suelo de la localidad de Tepalcingo, la cepa DS se aisló directamente de una larva muerta 

de D. magnifactella en campo (Castro, 2015) (Tabla 1). Estas especies se identificaron 

previamente realizando técnicas morfométricas, morfológicas y moleculares (Castro, 2015). 

De la cepa DS se obtuvo una secuencia de 1637 nucleótidos, de la cual el 99% tuvo identidad 

con Caenorhabditis brenneri (Castro, 2015), al ser esta cepa la única aislada directamente 

del insecto plaga fue elegida para llevar a cabo el presente proyecto. 
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Tabla 1. Cepas de nemátodos entomopatógenos del cepario del CEIB/UAEM 

Cepa Especie Aislamiento 

MC5 Oscheius myriophila Suelo 

MC2 Heterorhabditidoides chongmingensis Suelo 

DS Caenorhabditis brenneri Larva de D. magnifactella 

 

En este trabajo abordaremos estrategias de cultivo in vivo utilizando larvas de Galleria 

mellonella, e in vitro, en matraces, por lo que el principal objetivo es desarrollar tecnología 

para la producción de NEP aislados en el estado de Morelos, y la evaluación de su 

infectividad sobre el gusano barrenador del tallo de caña de azúcar Diatraea magnifactella, 

y de los antecedentes anteriores se pude derivar la siguiente justificación para realizar el 

presente proyecto. 
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3. JUSTIFICACIÓN 
El cultivo de caña de azúcar es uno de los más importantes, tanto a nivel mundial como en 

México, y en el estado de Morelos representa una de las actividades económicas más 

importantes para su población; es por esto que las pérdidas de cultivos ocasionadas por 

plagas y enfermedades son un problema con un impacto relevante, y aunque existen 

diversas plagas, es Diatraea magnifactella la de mayor importancia en Morelos ya que se 

trata de un gusano barrenador del tallo que provoca daños severos, dando como resultado 

pérdidas en los cultivos. No obstante, el uso de plaguicidas químicos para su control no ha 

sido eficiente, tienen el inconveniente de generar resistencia, provocan daños ambientales, 

así como poseer un limitado alcance. 

Entre los diferentes métodos de control microbiano, el empleo de NEP es una buena 

alternativa. Caenorhabditis brenneri (cepa DS) es la primera especie reportada en México 

como nemátodo entomopatógeno aislado directamente de una larva del barrenador D. 

magnifactella en campo, es por esto que se busca hacer más eficiente su reproducción 

masiva para más adelante realizar estudios en campo con este NEP. El desarrollo de la 

tecnología para su producción y la implementación de su uso en el campo se han visto 

limitados debido a las dificultades en su propagación, y según reportes la cantidad de NEP 

que se necesitan por hectárea es de 2.5 x 109 JI, es por eso que su propagación masiva es 

de suma importancia. En este trabajo se desarrollarán nuevas estrategias que permitan 

obtener nemátodos entomopatógenos en altas cantidades y de esta forma puedan 

utilizarse como alternativa en el control de plagas. 
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4. HIPÓTESIS 
El nemátodo entomopatógeno Caenorhabditis brenneri (cepa DS) se reproducirá in vivo en 

larvas de Galleria mellonella e in vitro, obteniendo cantidades similares a cepas comerciales 

de nemátodos entomopatógenos. 

5. OBJETIVO GENERAL 
Reproducir el nemátodo entomopatógeno C. brenneri (cepa DS) en larvas de G. mellonella 

y en cultivos controlados en matraces agitados, así como comparar los costos entre ambos 

métodos. 

6. OBJETIVOS PARTICULARES 
 

- Reproducir a C. brenneri (cepa DS) sobre larvas de G. mellonella. 

- Estimar la dosis óptima de inoculación inicial para la producción in vivo. 

- Reproducir a c. brenneri (cepa DS) utilizando matraces agitados. 

- Estimar el costo de la producción de G. mellonella. 

- Comparar los métodos de producción (in vivo y matraces agitados). 

- Evaluar un medio reportado para la producción in vitro para C. brenneri (cepa DS). 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 
La investigación se llevó a cabo en la Universidad Autónoma del Estado de Morelos (UAEM), 

en los laboratorios de Control Biológico y de Biología de Sistemas del Centro de 

Investigación en Biotecnología (CEIB), ubicados en campus Chamilpa. 

Los NEP de la cepa DS fueron aislados con anterioridad, directamente de una larva de 

Diatraea magnifactella tomada del interior del tallo de caña de azúcar, y se mantuvieron en 

suspensiones acuosas en frascos de cultivo Corning a una temperatura de 12  1°C. 

7.1 Galleria mellonella 
Con el fin de contar en todo momento con el material necesario, se mantiene en el 

laboratorio de Control Biológico la cría de Galleria mellonella, la cual se mantiene en botes 

de plástico de capacidad de 1 litro, aunque también se utilizan recipientes de plástico 

adaptados especialmente para las larvas, esto se realizó añadiendo una malla de fibra de 

vidrio a la tapa del recipiente, y se conservaron en una incubadora, a aproximadamente 28 

°C. Para su cuidado, es importante alimentarlos con una dieta especial, que consiste en: 

- Miel de abeja                                     97.5 mL 

- Glicerol                                                120 mL 

- Salvado de trigo (estéril)                   37.5 g 

- Cereal de arroz                                    300 g                

- Levadura                                                75 g 

Procedimiento:  

1. Mezclar el cereal de arroz con el salvado estéril. 

2. Agregar levadura y mezclar muy bien (Mezclar antes la miel con la glicerina y 

agregar a la mezcla). 

3. A los ingredientes secos agregar poco a poco la mezcla del glicerol con miel, 

utilizando las manos. 

4. Mezclar hasta obtener una mezcla homogénea. 
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7.2 Propagación de los nemátodos in vivo  
Se utilizaron larvas de G. mellonella de sexto y séptimo instar, las cuales fueron utilizadas 

para la propagación de nemátodos entomopatógenos. Éstas fueron pesadas para 

comprobar que su peso fuera similar. Se colocó un disco de papel filtro de poro mediano en 

el fondo de cajas Petri (90x15 mm). Posteriormente se colocaron una larva por caja y se 

infectaron con 50, 100 o 150 JI provenientes de una suspensión de NEP. Se utilizaron 10 

larvas por cada tratamiento. 

 

Figura 5. Larvas pesadas y etiquetadas para su respectiva concentración. 

 

El método propuesto por Woodring y Kaya (1988) se utilizó para llevar a cabo la 

cuantificación de juveniles infectivos. Para lo cual se homogenizó la suspensión inicial con 

NEP contenida en frascos Corning, de esta suspensión se tomaron 100 μl los cuales  se 

depositaron en una caja Petri. Posteriormente se realizó el conteo de juveniles infectivos 

vivos utilizando un microscopio estereoscópico. Esto se repitió cinco veces y se calculó el 

promedio de los conteos para así saber la concentración de la suspensión de nemátodos. 

Posteriormente se utilizó la siguiente fórmula para realizar las diluciones que se utilizaron 

en las siguientes etapas: 
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Dónde: 

A = Mililitros de la suspensión con concentración conocida y de la suspensión a diluirse. 

B = Número de nemátodos/mL en la suspensión diluida. 

C = Volumen final en mililitros de la nueva dilución. 

D = Concentración deseada en la nueva dilución. 

C - A = Mililitros de agua a ser agregados para hacer la nueva dilución. 

Se realizó un conteo de NEP cada 48 horas durante 20 días a partir de que la larva infectada 

murió. 

 

Figura 6. Conteo de NEP obtenidos por larva de Galleria mellonella. 

Se realizaron además bioensayos utilizando concentraciones de NEP iniciales de 500 y 1000 

utilizando a C. brenneri (Cepa DS) y realizando conteo de NEP a los 13 días. Para esto se 

realizó inicialmente un pesaje de las larvas de G. mellonella, oscilando los pesos de igual 

forma entre 0.30 y 0.37 gramos, posteriormente se depositaron en cajas Petri con papel 

filtro en el fondo, para después realizar el conteo de NEP producidos con ayuda del 

estereoscopio. 
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7.3 Análisis estadístico 
Para la evaluación de cada estudio se utilizó como herramienta estadística un diseño 

completamente al azar, (análisis de varianza) la prueba de Tukey, para lo cual se empleó el 

programa SAS. 

7.4 Propagación de nemátodos entomopatógenos in vitro 
 
7.4.1 Medios de cultivo: 

 
Medio LB (g/L):  

- Cloruro de sodio 5.0 

- Extracto de levadura 5.0 

- Peptona de caseína 10.0 (pH 7.2 ± 0.2). 

Cultivo monoxénico descrito por Ehlers pH 7.5 (g/100 mL): 

- Peptona B. 1.0 

- Extracto de levadura 1.0 

- Yema de huevo deshidratada 0.6 

- Harina de soya 0.3 

- Cloruro de sodio (NaCl) 0.4 

- Cloruro de potasio (KCl) 0.035 

- Cloruro de calcio (CaCl2) 0.03 

- Sulfato de magnesio (MgSO4) 0.02 

- Sulfato Ferroso (FeSO4) 0.005 

- Aceite vegetal de maíz 3.0 

(Udo-Ehlers, 2001). 

Para la obtención de un cultivo monoxénico in vitro, las bacterias simbiontes se deben aislar 

de cadáveres recién infectados, para posteriormente contar con NEP axénicos y de este 
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modo introducirlos posteriormente a un cultivo de bacterias puras. Para lo cual, se utilizó 

cloro al 5% antes de agregarlos al cultivo bacteriano: 

- Se centrifugaron en tubos Falcon de 50 mL a 2000 rpm durante 5 minutos, 

posteriormente se realizaron 3 lavados con agua destilada estéril.  

- Las bacterias simbiontes estuvieron previamente almacenadas en viales de 2 mL en 

25% p/v glicerol y se dejaron crecer en caldo LB durante 48 horas antes de agregar 

los NEP previamente desinfectados con su correspondiente medio de cultivo (cultivo 

monoxénico descrito por Ehlers) a 30° C y 150 rpm (Chavarría, 2010).   

 

7.5 Producción en matraz:  
- Se utilizaron matraces de 250 mL, y se realizarán 3 repeticiones utilizando 8 

matraces en cada una de ellas, realizando un conteo de NEP producidos, cada 48 

horas. 

- Se utilizó un vial de bacteria por cada matraz (1 mL por cada 100 mL de medio LB), 

agregando los NEP junto con su respectivo medio después de 48 horas de la 

inoculación de la misma en medio LB (150 NEP/mL). 

- Posteriormente se agregaron 40 mL de medio LB con la respectiva bacteria, y a las 

48 horas se agregaron también 40 mL de medio de cultivo monoxénico descrito por 

Ehlers) con el inóculo correspondiente de NEP, que será de 150 por mL. 

- Se tomaron muestras y se realizaron conteos durante 16 días cada 48 horas. 

- Para finalizar, se realizará el correspondiente análisis estadístico. 

  

7.6 Estudio de infectividad 
Se utilizaron larvas de G. mellonella de 5° instar para determinar la capacidad infectiva de 

los Juveniles Infectivos (JI) resultantes de la producción in vivo y de este modo comprobar 

que los NEP siguen cumpliendo su función infectiva. Para esto, en el fondo de cajas Petri de 

90X15 mm se colocó un disco de papel filtro de poro mediano, posteriormente se colocó 

una larva por caja y se añadieron NEP a la larva de G. mellonella (200 µL). Las cajas con las 

larvas y los NEP se dejaron una semana a temperatura ambiente, para posteriormente 

verificar que siguieran logrando infectar con normalidad a las larvas. 
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7.7 Análisis estadístico 
Para la evaluación de cada estudio se utilizará como herramienta estadística un diseño 

completamente al azar, (análisis de varianza) la prueba de Tukey, para lo cual se empleará 

el programa SAS. 
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8. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

8.1 Producción de G. mellonella 
Con el propósito de contar en todo momento con el material biológico con el cual se lleva 

a cabo la propagación de los NEP in vivo, se cuenta con una colonia establecida de G. 

mellonella en el laboratorio de Control Biológico para la cual se utiliza una dieta especial, la 

cual se compone de miel de abeja, glicerol, salvado de trigo (estéril), cereal de arroz y 

levadura. Colocándose tanto en botes de 1 L, así como en recipientes a los que se les colocó 

una malla de fibra de vidrio, en los cuales se lleva a cabo su ciclo de vida.  

 

 

 

  

 

 
 

 

 

 
Figura 7. Ingredientes de dieta y condiciones en que se encuentra colonia de G. mellonella. 

 

8.2 Propagación in vivo 
Para la propagación in vivo de los NEP se utilizaron larvas de G. mellonella de quinto instar 

tomadas de la colonia, las cuales fueron previamente pesadas. El peso de estas larvas osciló 

entre los 0.30 y los 0.37 gramos como se puede apreciar en la siguiente figura (Figura 8). 
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Figura 8. Distribución de los pesos de Galleria mellonella. Promedio = 0.333 g. Desviación 
estándar = 0.021. 

 

Se evaluaron tres concentraciones de inoculación de 50, 100 y 150 JI de C. brenneri por larva 

de G. mellonella de 5° instar, y se evaluó la producción de JI a partir del día 5 de la 

inoculación, posteriormente se disectaron las larvas para realizar el conteo de los JI cada 48 

horas durante 20 días. 

Podemos observar en la gráfica de la figura 8 que los pesos de las larvas utilizadas fueron 

similares, esto se hizo con el fin de disminuir factores que afecten el rendimiento final en la 

comparación de las diferentes concentraciones de NEP utilizados para la propagación in 

vivo. 

Para la producción de NEP en larvas, los resultados obtenidos muestran que la mayor 

cantidad de NEP se obtuvo a los 13 días posteriores a la inoculación con JI a distintas 

concentraciones siendo en promedio de 12 a 15 días lo reportado en cuanto a días de 

cosecha de NEP, de igual forma la cantidad obtenida fue la esperada al compararla con 

trabajos anteriores realizados con esta cepa, siendo de aproximadamente 15, 000 NEP por 

larva de G. mellonella para una concentración inicial de 50 NEP de la cepa DS (Cruz, 2015). 

Se realizó una prueba de Tukey en el programa SAS y se obtuvo su correspondiente ANOVA.  
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Se realizó el conteo una vez que la larva infectada murió, tomando una larva de cada 

concentración cada 48 horas, siendo en total 20 días los que se realizó (Figura 9, 10 y 11). 

Las larvas fueron disectadas para posteriormente realizar el conteo de nemátodos.  

Los resultados observados en la figura 9, en la cual se utilizó una concentración inicial de 50 

NEP por larva de G. mellonella, fue que en el día 13 se obtuvo la mayor cantidad de NEP, 

siendo de 14, 434 NEP. Si bien se puede observar un incremento en el día 19, puede 

observarse que el trayecto de la gráfica se mantiene alrededor de los 15, 000 NEP. 

 

 

Figura 9.  Conteo de JI con una concentración inicial de 50 NEP por larva. 

 

A la concentración de 100 NEP, el comportamiento es similar, para el día 13 se obtuvo una 

producción de 14, 298 NEP aunque al día 15 hay un aparente incremento, el día 17 y 21 se 

observó un ligero descenso en la producción (Fig 10). 
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Figura 10. Conteo de NEP con una concentración inicial de 100 nemátodos por larva. 

 

Por último, en la figura 11, podemos observar que en el caso de las larvas inoculadas con 

150 NEP iniciales, al igual que en las concentraciones anteriores el día con mayor producción 

fue el 13, sin embargo, la cantidad alcanzada fue de 18, 084 NEP, alcanzándose otro pico el 

día 21 con 19, 560 NEP. 

 

 

Figura 11.  Conteo de NEP con una concentración inicial de 150 nemátodos por larva. 
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Figura 12. Promedio de JI de C. brenneri obtenidos por larva infectada de G. mellonella, 
con tres concentraciones distintas (50, 100 y 150 JI) cada 48 horas, con su respectiva 

desviación estándar. 

 

Los anteriores resultados concuerdan con el promedio reportado de 12 a 15 días en cuanto 

a días de cosecha de NEP, de igual forma la cantidad obtenida para ese día fue la esperada 

al compararla con trabajos anteriores realizados con esta cepa, siendo de 14, 697 NEP por 

larva de G. mellonella para una concentración inicial de 50 NEP de la cepa DS (Cruz, 2015).  

Se realizó el conteo una vez que la larva infectada murió, tomando una larva de cada 

concentración cada 48 horas, siendo en total 20 días los que se realizó (Figura 9, 10 y 11). 

Las larvas fueron disectadas para posteriormente realizar el conteo de nemátodos. 

Comparando las 3 concentraciones iniciales utilizadas por larva de G. mellonella, se observó 

que tuvieron un comportamiento similar entre sí, siendo el día 13 en el cual el incremento 

fue el mayor.  Algo que se puede agregar a esta comparación, es que en la Figura 12, puede 

observarse un aumento en la producción en los días 7 y 13, en cada una de las 

concentraciones coincidiendo en este punto, se puede inferir entonces, que en esos dos 

días se producen 2 generaciones de NEP por larva de G. mellonella, lo cual coincide con lo 
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reportado en la literatura con otras especies de NEP pertenecientes a Steinernema y 

Heterorhabditis (Sáenz, 2005). A pesar de esto, al comparar estos resultados con otros 

reportados, se observó una diferencia importante, ya que se ha encontrado en la literatura 

que utilizando Steinernema carpocapsae en larvas de quinto instar de G. mellonella, se han 

reportado producciones de 5x106 JI por larva a partir de un inóculo de 50 NEP, 7 días 

después de la infección manteniendo las larvas una temperatura de 25 °C (Lindegren et al., 

1993). Ortiz y colaboradores afirman que la producción de NEP es muy variable. En el 2007, 

Realpe y colaboradores reportaron una producción en larvas de G. mellonella de quinto 

estadio de 82, 729 JI por larva, y de 63, 683 JI por larva por NEP Steinernema colombiense y 

Heterorhabditis bacteriophora respetivamente, utilizando un inóculo de 1000 JI, después 

de 7 días de la infección a una temperatura de 25 °C. 

Las variaciones observadas pueden ser resultado de diversos factores en conjunto, como 

pueden ser la temperatura, tamaño de hospedero utilizado, así como la capacidad que los 

nemátodos mismos puedan tener para suplir los requerimientos que necesitan en su dieta 

(Sáenz y Olivares, 2008), asimismo la especie de nemátodo (Boff et al., 2000; Shapiro-llan 

et al., 2002), tiempo de emergencia y la duración del ciclo en el hospedante (Grewal y 

Georgis, 1998), otros factores más a considerar son la humedad y aireación, como ya se dijo 

los factores ambientales son importantes (Burman y Pye, 1980; Friedman, 1990). 

Los resultados arrojaron, que las cifras obtenidas de las 3 repeticiones realizadas no tienen 

diferencias significativas entre sí, a pesar de iniciar con concentraciones distintas. Lo cual 

coincide con los análisis de Shapiro-llan y colaboradores en el 2002, en los cuales se reportó 

que no existió un efecto entre las concentraciones de NEP inoculadas para producción, 

obteniendo resultados de 145 410, 184 746, 249 117 y 220 748 JI por larva, esto a partir de 

diferentes concentraciones, que fueron 1000, 4000, 8000 y 12000 NEP sobre larvas de G. 

mellonella de quinto instar. 

Es por eso que se decidió realizar un análisis de la tasa de producción utilizando la siguiente 

fórmula: 
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𝑅𝑓 =
𝑃𝑓

𝑃𝑖
 

 

En dónde: 

Rf = Índice o tasa de producción. 

Pf = Población final (Promedio de JI producidos) 

Pi = Población inicial 

Se obtuvo la siguiente tabla: 

Tabla 2. Tasa de producción obtenida al día 13 para las 3 concentraciones de NEP por larva 
con su respectivo promedio y desviación estándar. 

Repetición [50] [100] [150] 

1 253.26    61.8 91.42 

2 291.2     192.75 154.4 

3 321.6 174.4 115.86 

PROMEDIO 288.68 ± 27.95 a  142.98 ± 57.89  b 120.56 ± 25.92 b 

Letras iguales no presentan diferencias estadísticamente significativas. P > 0.05 

Los resultados en tasa de producción con su promedio, desviación estándar y resultado de 

la prueba de Tukey (Tabla 2), muestran que la tasa es mayor con la concentración inicial de 

50 NEP, siendo la única concentración en la cual se presenta una diferencia 

estadísticamente significativa. 

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Cruz en el 2015, ya que obtuvo una tasa 

de producción mayor con su inóculo de menor concentración inicial (10 NEP por larva), 

obteniendo una tasa de 478.48, 349.95 y 300.44 en cada concentración utilizada (10, 30 y 

50 JI/larva). 
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Se piensa que los resultados obtenidos se explican debido a que entre menor número de 

individuos haya en la larva, mayor será su reserva de alimento, y por ende habrá más 

generaciones de NEP que puedan desarrollarse dentro de la misma (Woodring y Kaya, 

1988), de modo contrario al realizar un inóculo de mayor concentración se obtienen menos 

ciclos dentro del hospedero. Lo explicado con anterioridad resulta benéfico cuando se trata 

de producirlos, ya que aun cuando el gasto inicial es menor, la producción final es la 

esperada o incluso mejor. 

Los resultados obtenidos con las concentraciones de 500 y 1000 NEP (Tabla 3), nos dieron 

como resultado producciones de 6867 y 7238 NEP respectivamente, las cuales no tuvieron 

diferencias significativas al ser analizadas con el paquete estadístico SAS. 

 

Tabla 3. Promedios con su respectiva desviación estándar obtenidas con cepas DS, 

utilizando concentraciones de NEP de 500 y 1000, al día 13. 

Cepa [500] NEP  [1000] NEP 

 DÍA 13 DÍA 13 

DS 6867 ± 660 a 7283 ± 758 a 

Letras iguales no presentan diferencias estadísticamente significativas. P > 0.05 

 

Con la información obtenida, se espera encontrar un método de producción que nos dé 

como resultado una mayor cantidad de NEP, para de este modo en un futuro realizar 

pruebas en campo con la especie utilizada en el presente trabajo, debido a que, al hacer el 

cálculo de la cantidad de NEP que se necesitan en campo por hectárea (2.5 x 109 JI/ha) y 

con los resultados obtenidos en esta parte del proyecto, se necesitarían  de 

aproximadamente 166 666 larvas de G. mellonella para llegar a la cantidad requerida para 

aplicación, por lo tanto se espera mejorar el número obtenido con la propagación en 

matraces, y asimismo avanzar en la investigación de los posibles parámetros requeridos, si 

se desea avanzar a la propagación en biorreactor en un futuro. 



 

29 
 

Algo más que agregar son los costos que se calcularon de acuerdo a los ingredientes 

utilizados en el laboratorio de C. B. del CEIB, dando como resultado que cada larva de G. 

mellonella requiere de un costo aproximado de $0.56, si bien, el costo es menor comparado 

con otros trabajos, en los cuales calcularon cantidades mayores, siendo de $4.67, al 

momento de necesitar de una cantidad elevada, el costo sería muy alto en ambos casos, 

por ende, se siguen buscando alternativas de propagación, que disminuyan costos y puedan 

ser igualmente efectivas para uso en el C. B. 

 

Figura 13. Dieta utilizada para alimentar a larvas de G. mellonella en el laboratorio de Control 

Biológico. 

 

A continuación, se muestra una tabla (tabla 4) con los costos de G. mellonella en el 

laboratorio como unidad de producción, y para el medio de cultivo descrito por Ehlers (15 

mL), además del costo generado por larva en el laboratorio de Control Biológico, haciendo 

una comparación entre sí, si bien el rendimiento final reportado en la tabla por Ehlers en 

2014 es distinto al rendimiento reportado por nuestra especie de NEP C. brenneri, al hacer 

una comparación entre larva y medio de cultivo, la diferencia difiere bastante en lo 

reportado, por tal motivo, se intentó realizar esto en el laboratorio, esperando que esto se 

repitiera con la especie de NEP utilizada en el presente trabajo. 
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Tabla 4.- Costos y rendimiento final de JI por unidad de producción in vivo e  in vitro. 

 

Los resultados obtenidos en la parte experimental utilizando matraces, no fueron los 

esperados, ya que la cantidad de nemátodos agregados al medio de cultivo no sobrevivieron 

a pesar de utilizar un medio de crecimiento previamente utilizado con otras especies de 

NEP, por lo cual se buscarán alternativas para una adecuada producción in vivo, entre las 

cuales podrían añadirse cambios en algunos reactivos utilizados, o incluso modificar ciertas 

condiciones como temperatura, además podría utilizarse algún medio alternativo para 

observar el comportamiento de la cepa Ds. 

 

Figura 14. Matraces de 250 mL con medio descrito por Ehlers y su respectivo inóculo de 
NEP C. brenneri. 

 

Método 
Medio de 

producción 
Unidad de producción $/Unidad de producción 

Rendimiento final 
(NEP) 

   In vitro 
Medio de 

crecimiento 
15 mL de medio  

descrito por Ehlers 
1.8 1, 968, 000 

 
In vivo 

Insecto hospedero 
1 larva de 

 G. mellonella 
5.06 200, 000 

Insecto hospedero 
1 larva de 

 G. mellonella del CEIB 
0.56 15, 000 



 

31 
 

9. CONCLUSIÓN 
- La producción in vivo de C. brenneri en larvas de G. mellonella a una concentración 

de 50 NEP cuenta con una mayor tasa de producción a diferencia de las 

concentraciones de 100 y 150 NEP, además de obtener cantidades de JI sin 

diferencias significativas entre sí. 

- Se produjeron aparentemente 2 generaciones de NEP en la propagación in vivo en 

larvas de G. mellonella en 13 días. 

- Se obtuvo un promedio de 14 434 NEP por larva de G. mellonella, es decir, una 

cantidad de aproximadamente 43, 345 NEP por gramo de larva. 
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11. ANEXOS 
Caña de azúcar 

El cultivo de la caña de azúcar es de suma importancia para nuestro país, ya que en los 

últimos diez años se han sembrado más de 650,000 hectáreas por año (SAGARPA, 2007). 

Esto ha resultado en cosechas anuales de 48 millones de toneladas de caña de azúcar en 

promedio, las cuales generan una derrama económica de 30 mil millones de pesos anuales 

(SAGARPA, 2007). Morelos es uno de los Estados con más producción anual de este cultivo 

con 249,638 toneladas, que equivalen a $1,900,000,000 (mil novecientos millones de pesos) 

(Diario de Morelos, 2012), y por tal motivo esta actividad se convierte también en una de 

las más importantes para el Estado (SEGOB, 2014).  
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