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RESUMEN

La presente investigacion se realizo en el distrito de Yanahuanca, provincia de
Daniel Alcides Carrion del departamento de Pasco y en el laboratorio de
entomologia de la UNDAC Sede Yanahuanca. El objetivo de esta investigacion
fue detectar la presencia de nematodos entomopatogenos en el distrito de
Yanahuanca-Pasco. Alrededor de 40 muestras de suelo fueron obtenidas de 8
puntos de muestreo a diferentes altitudes, tipos de suelo, tipo de cultivos dentro de
dicho distrito. Los puntos fueron georeferenciados con el GPS. Los nematodos
entomopatogenos fueron aislados al incorporar al suelo como insectos trampas
larvas de Galleria mellonella L. Para la identificacion del género del nematodo
fue en Centro Internacional de la Papa CIP. El disefio empleado fue descriptivo
(Frecuencias en porcentajes y medias). Los resultados obtenidos fueron: De un
total de 40 muestras recolectadas en el distrito de Yanahuanca, al ser evaluadas en
el laboratorio del CIP se identificd solamente al género Heterorhabditis. De las
muestras de suelo obtenidas a distintas altitudes en el distrito de Yanahuanca en
sistemas agricolas, pastizales y vegetacion natural, entre los 2979 a 3658 msnm,
se identific6 al género Heterorhabditis. La presencia de nematodos
entomopatogenos del género Heterorhabditis se encontraron en suelos Franco
arcillo arenoso, franco arenoso y franco arcilloso, con contenido de materia
organica entre 21 y 52 % y pH entre 7.09 y 8.25 De acuerdo con la
sintomatologia en larvas de G. mellonella, los 7 aislamientos obtenidos de las
muestras pertenecen al género Heterorhabditis

Palabras clave: Galleria mellonella L. entomopatégeno, Heterorhabditis



SUMMARY

He present investigation was carried out in the district of Yanahuanca, province of
Daniel Alcides Carrién of the department of Pasco and in the entomology
laboratory of the UNDAC Yanahuanca Headquarters. The objective of this
investigation was to detect the presence of entomopathogenic nematodes in the
district of Yanahuanca-Pasco. About 40 soil samples were obtained from 8
sampling points at different altitudes, types of soil, type of crops within said
district. The points were georeferenced with the GPS. The entomopathogenic
nematodes were isolated by incorporating larval traps of Galleria mellonella L.
into the soil as insects. For the identification of the nematode genus it was in the
CIP International Potato Center. The design used was descriptive (Frequencies in
percentages and means). The results obtained were: Out of a total of 40 samples
collected in the district of Yanahuanca, when they were evaluated in the CIP
laboratory, only the genus Heterorhabditis was identified. From the samples of
soil obtained at different altitudes in the district of Yanahuanca in agricultural
systems, pastures and natural vegetation, between 2979 and 3658 meters above
sea level, the genus Heterorhabditis was identified. The presence of
entomopathogenic nematodes of the genus Heterorhabditis was found in soils of
sandy clay loam, sandy loam and loamy clay, with organic matter content between
2.1 and 5.2 % and pH between 7.09 and 8.25 According to the symptoms in larvae
of G. mellonella, the 7 isolates obtained from the samples belong to the genus
Heterorhabditis

Keywords: Galleria mellonella L. entomopatdgeno, Heterorhabditis



INTRODUCCION

La creciente preocupacion por el uso indiscriminado de insecticidas quimicos
inorganicos, organicos o de sintesis en la lucha contra insectos de interés agricola,
forestal o veterinario, debido principalmente a la aparicion de razas de insectos
resistentes, la acumulacion de residuos toxicos y en general la degradacion del
medio ambiente, los cuales ademas tienen efectos adversos sobre los insectos
benéficos, ha impulsado la busqueda de métodos alternativos para el control de
estos insectos.

Durante la Gltima década, han tenido un elevado interés tanto por las
universidades, los gobiernos y los cientificos industriales sobre el control
bioldgico alternativo de insectos por el uso de nematodos entomopatdgenos ya
gue estos retnen muchos criterios de seleccién, los cuales pertenecen a las
familias Steinernematidae y Heterorhabditidae (Kaya y Gaugler, 1993). En este
contexto la utilizacion de los nematodos entomopatdégenos como método de lucha
biolégica para el control de insectos plagas. Estos nematodos presentan una
combinacion de caracteristicas intermedias entre los depredadores y parasitos, y
los patdgenos de insectos. Por una parte poseen la capacidad de actuar como
agentes efectivos contra insectos plagas por su caracteristica de accion como
acechadores, emboscadores y navegadores quienes son atraidos al insecto
hospedero (Lewis et al., 1993), pero ademas se pueden producir de forma masiva,
almacenar y aplicar de forma semejante a los demas patdgenos microbianos de
insectos, el amplio rango de huéspedes y la seguridad para los mamiferos y en
general para el resto de la fauna y flora, han suscitado un extraordinario interés

por este método de control bioldgico. Este interés ha impulsado a varias empresas



a desarrollar los nematodos Steinernematidos y Heterorhabditidos como
insecticidas biologicos, y a su vez, esta disponibilidad comercial de los nematodos
entomopatogenos ha creado inmensas oportunidades para ensayar su eficacia
contra una amplia variedad de insectos que puede constituir plagas.

Los nematodos Steinernematidos y Heterorhabditidos estdn asociados
simbioticamente con las bacterias patdgenas de insectos de los géneros
Xenorhabdus y Photorhabdus, respectivamente (Akhurst y Dunphy, 1993). La
forma infectiva de estos nematodos es en la fase juvenil que se encuentra en el
suelo donde puede sobrevivir varios meses sin alimentarse y llevar una sola
especie de bacteria, como simbionte, dentro del intestino (Akhurst, 1990).

Los nematodos se han aplicado exitosamente en el control de insectos plaga en
cultivos agricolas, horticolas, forestales y zonas urbanas, en muchos paises
(Georgis, 1992). Sin embargo, en el resto de Centro América y Latinoamérica, no
se han explotado completamente, mas aun existe poca difusion de estos agentes de
control biol6gico. Tal vez una de las razones es la carencia de informacion acerca
de su potencial, identificacion y distribucion de nematodos nativos, lo cual podria
permitir la seleccion de aislados o especies eficaces (Stock, 1995).

Existen numerosos trabajos sobre la eficacia de estos nematodos contra diversas
plagas, cuyos resultados estan recogidos en Poinar (1986), Begley (1990), Klein
(1990), Georgis y Hague (1991). Todos los trabajos coinciden que las mayores
eficacias se consiguen con insectos que se encuentran en habitats cripticos y en el
suelo, mientras que en aplicaciones foliares y en otros habitats extremos se reduce

mucho su eficacia.



Durante los ultimos afios, el nimero de aislados reportados se ha incrementado
enormemente, siendo estos obtenidos de diferentes tipos de suelos donde habitan
los insectos en diferentes paises los cuales pertenecen a las familias
Heterorhabditidae y Steinernematidae (Poinar, 1990).

Tanto para los diversos estudios de los nematodos entomopatégenos asi como
el presente, se utilizo a Galleria mellonella (Lepidoptera:Pyralidae) conocido
como la polilla de las colmenas o cera, es el insecto cebo mas utilizado en el
aislamiento, identificacion y caracterizacion ecologica de los nematodos
entomopatogenos.

Por esta razén es importante conocer la distribucion natural de los nematodos
entomopatogenos nativos del distrito de Yanahuanca, los cuales pueden tener
diferente ocurrencia. Ya que es un requisito importante para poder conocer las
especies de nematodos entomopatogenos nativos con la que contamos. De lo
anterior se hace necesario impulsar el control microbiano en el pais, ademas en el
futuro contar con un inventario de los microorganismos nativos en diferentes areas
ecoldgicas en el Pery, con la finalidad de documentarlas, evaluar su potencialidad
de uso en las diferentes plagas que afectan la produccién agropecuaria, para asi
ofrecer una alternativa ecoldgica y sustentable de control de plagas. Por tal motivo
es importante realizar este trabajo, dara pie a realizar futuras investigaciones no
solo con el material aislado presente en el distrito de Yanahuanca sino usar la
metodologia presentado en el presente trabajo de investigacion para posteriores
trabajos de aislamiento e identificacion de nematodos entomopatogenos en los

diferentes departamentos del Peru.



INDICE

Pag.
DEDICATORIA. e, 3
RECONOCIMIENTO ... ot 4
RESUMEN. ..., 5
SUMM ARYY L, 6
INTRODUGCCION. ....cooiiiiiiiiiiiiiiiee e 7
INDICE. ... e 10
CAPITULO | PROBLEMA DE LA INVESTIGACION......c.oviiiiiiieiae, 15
1.1 Identificacién y determinacion del problema......................... 15
1.2 Delimitacion de 1a investiGacion...........o.oiuiiuiiiiiii i eeeene, 15
1.3 Formulacidon del problema. ..., 16
1.3.1Problemageneral..........c.cooiriiiiiiii 16
1.3.2 Problema eSpecifiCOS. ... ....c.oiiri i 16
1.4 Formulacion de ObJetivos. .........cooviniii i 16
1.4.1 0ODJetiVO QENEIAL. ...t 16
1.4.2 Objetivos eSPeCIiTICOS. .. ...ovii i 16
1.5 Justificacion de la investigacCion.............covveviiiiiiiii e 17
1.6 Limitaciones de la investigacion...............oooiviiiiiiiiiiie e 18
CAPITULO 1 MARCO TEORICO.......uuuiiiiiiaaeaeeeieiiieiiii s 19
2.1 Antecedentes de eStUdIO. .......o.euieirii i 19
2.2 Bases teoricas — CIentificas..........ocoeviiii i 20
2.2.1 Aspectos generales sobre nematodos entomopatdgenos. ....................... 20

2.2.2 Nematodos entomopatdgenos como potenciales controladores biologicos..22
2.2.3 Los nematodos entomopatogenos Steinermatidae y Heterorhabditidae......23

2.2.4 RaNQO0 e NOSPEABIOS. .. .. veeeeeeeei e 25
2.2.5 Ubicacion taxondmica de Heterorhabditissp...............oocoooiiii, 27
2.2.6 Caracteristicas morfologicas del género Heterorhabditis...................... 27
2.2.7 Relacion nematodo, bacteria y hospedante...................ccooiiiiiinn, 30
2.2.8 Relacion nematodo - bacterias mutualistas.................cccoooiiiiiiiinn 31
2.2.9 Comportamiento del nematodo entomopatdgeno.................oeevvevinnnnn. 33

10



2.2.10 Factores abi6ticos que influyen en los nematodos entomopatogenos.......35

2.2.10.1 Condiciones edafoldgicas. ............ccoviiriiiiiiii 35
2.2.11 Factores bioticos que influyen en los nematodos entomopatdgenos.........39
2.3 Definicion de trmin0os DASICOS. .. ..uvuurieit ittt eaieaes 41
2.4 Formulacion de hipOtesis.........cooviiiiii e 42
2.4. 1 Hipotesis general. ... ..o 42
2.4.2 HipOtesis eSPeCifiCa.........ooviuiie i, 42
2.5 Identificacion de variables. ...........cooiiiiiii 42
2.6 Definicion operacional de variables e indicadores..................c..oooeviini 42
CAPITULO 11l METODOLOGIA Y TECNICAS DE INVESTIGACION........ 43
3.1 Tipo de INVESHIGACION . .......uit it 43
3.2 Métodos de INVeStIgaCiON. ... .....c.ovriiii i 43
3.3 Disefio de la investigacion..............coooiiiiiiiiii e, 43
3.4 PobIacion Y MUESEIA. ..ot 43
3.5 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos...............ccoevviiinnnn.n. 44
3.6 Técnicas de procesamientos y analisis de datos..............c.oceviiiiiiian, 44
3.7 Tratamiento eStadiStiCO........evvuiiiiii e 44

3.9 Orientacion GHICA. ... .utit ittt ettt e e e 44
CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSION........ooiiiiiiiiieiiiiieei . 46
4.1 Descripcion del trabajo de campo ......... oo 46
4.1.1 Lugar de €JECUCION. ....ouieiiiee et 46
4.1.2 Descripcion del sistema agroecol6gico del distrito de Yanahuanca.......... 46
4.1.3 Material de 1aboratorio. ..........covviiniie i 48
4.1.4 MUESLIE0 0€ CAMPO. ...ttt ittt e 49
4.1.5 LabOratorio. ... ettt 54
4.2 Presentacion, analisis e interpretacion de resultados.............................. 64
4.2.1 Aislamiento e identificacion de nematodos entomopatogenos................ 64

4.2.2 Presencia de nematodos entomopatogenos a diferentes altitudes y en
dIfErentes CUITIVOS. .. ..ot 66
4.2.3 Nematodos entomopatdgenos encontrados en diferentes tipos de suelos en el

IStrito de YanaNUANCA. ... .une ettt e 69

11



4.3 Prueba de hipOtesSiS. ... ..ovouii i, 72
4.4 Discusion de 10s resultados. .........ooveriniiiiiiii e 72
4.4.1 Aislamiento e identificacion de nematodos entomopatogenos................ 72
4.4.2 Presencia de nematodos entomopatogenos a diferentes altitudes y en
dIfErentes CUILIVOS. .. ..o e 72
4.4.3 Nematodos entomopatdgenos encontrados en diferentes tipos de suelos

en el distrito deYanahuanca..............cooeviiiiiii e 73
CONCLUSIONES

RECOMENDACIONES

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXOS

12



INDICE DE CUADROS

CUADRO TITULO PAG.

Cuadro 1. Datos de cada uno de los 8 puntos de muestreo, nimero de muestra,
altitud, latitud, longitud, nombre del lugar de muestreo, caracteristicas............ 52
Cuadro 2. Lugares de muestreo, muestreos positivos y porcentaje de muestras
positivas en el distrito de Yanahuanca.................ocoiiiiiiiiiii i, 65
Cuadro 3. Datos meteoroldgicos de los meses en que se realizd la colecta de la
MUESEFA & SUBIOS. ... vt 67
Cuadro 4. Nematodos entomopatogenos registrados en funcion de cultivos y
descanso (campo en barbecho)..........c.oooviiiiiiii i 68
Cuadro 5. Nematodo entomopatogeno registrado en funcion del pH del suelo....69
Cuadro 6. Nematodos entomopatdgenos registrados en funcion de la materia
0] 421 4L Lo T 70
Cuadro 7 Nematodos entomopatdgenos registrados en funcién a la clase textural

Qe SUCLO. .ot 71

13


file:///G:/TESIS%20EVELIN/TESIS%20EVELIN%20FINAL%20..docx%23_Toc506893188
file:///G:/TESIS%20EVELIN/TESIS%20EVELIN%20FINAL%20..docx%23_Toc506893188

INDICE DE FIGURAS
FIGURA TITULO PAG.

Fig.1. Lugares muestreados y colectas de suelo en el distrito de Yanahuanca.....46

Fig.2. Recoleccion de muestras en el distrito de Yanahuanca. ..........c..cccceevveennne 50
Fig.3. Frasco con larvas de Galleria mellonella..............ccccocovveviiiiiiecciiccee, 54
Fig.4. Larvas de Galleria mellonella infectadas por entomopatogenos. ............... 55

Fig.5. Aislamiento de nematodo entomopatogeno y caracteristicas de la larva de

Galleria mellonella iNfeCtada ............eoviiieieiiirc e 56
Fig.6. Uso de trampas
W, . iError! Marcador no
definido.59

Fig.7. Almacenamiento de Heterorhabditis. ..........ccccccevvviiiiiiciiiie e, 61

Fig.8. Nematodo entomopatdgeno Heterorhabditis en solucidn en placa Petri. .. 63
Fig.9. Mantenimiento de nematodo entomopatdgeno Heterorhabditis................. 64
Fig.10. Porcentaje de muestras positivas segin localidad de muestreo en el distrito
€ YANANUANCA. ....eoveeeieciie ettt nre e nee e 66
Fig.11. Porcentaje de Heterorhabditis en funcion a la altitud en el distrito de
10T g LUV or SR 67
Fig.12. Porcentaje de muestras positivas con Heterorhabditis en funcion de
cultivos y descanso (campo en barbecho). .........ccevveviiiiieic e 69

Fig.13. Muestras positivas en funcion de la clase textural del suelo................ 71

14



CAPITULO I

PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

1.1 Identificacidn y determinacion del problema

En la provincia Daniel Alcides Carrién los cultivos que son desarrollados por
los agricultores manifiestas que son afectados su rendimiento por nematodos que
atacan su sistema radicular. Con el fin de controlar estas plagas insectiles utilizan
en forma indiscriminada los insecticidas causando problemas muy serios como
afectando la muerte de la fauna benefica insectil, provocando resistencia de los
insectos plagas y contaminando el medio ambiente.

Dentro de la fauna benefica existen insectos que pueden dar el equilibrio
biologico y minimizar dafios ocasionados por insectos, sin embargo es de interes
tener conocimiento de sus presencia para saber en que dimensidn estan presentes,
para su identificacion y posterior evaluacion de su accion benefica, con el afan de
que los agricultores consideren otras alternativas de control ante estos insectos

plagas y puedan incluirlo en su manejo agronomico.

1.2 Delimitacién de la investigacion

El trabajo de investigacion en la fase de campo se realizé la coleccion de
muestras de suelo durante los meses de agosto y setiembre del 2014, tomando en
cuenta los lugares perturbados y no perturbados por el hombre, ubicadas a

diferentes altitudes en el Distrito de Yanahuanca, Provincia Daniel Alcides
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Carrion, Departamento de Pasco y la fase de Laboratorio se ejecut6 en la Escuela

de Agronomia Filial Yanahuanca.

1.3 Formulacion del problema
1.3.1 Problema general
a) ¢Cudles son los nematodos que causan bajos rendimientos de los cultivos
en la provincia Daniel Alcides Carrién?
1.3.2 Problema especificos
a) ¢Qué impacto ocasionara al identificar los generos de nematodos que
predominan a diferentes altitudes, tipo de suelo y cultivos en el distrito de

Yanahuanca?

1.4 Formulacion de objetivos
1.4.1 Objetivo general
Detectar la presencia de nematodos entomopatdgenos en el distrito de
Yanahuanca-Pasco
1.4.2 Objetivos especificos
a) Aislar e identificar nematodos entomopatogenos en el distrito de Yanahuanca.
b) Identificar nematodos entomopatdgenos mediante el muestreo sistematizado a
diferentes altitudes y en diferentes cultivos en el distrito de Yanahuanca.
c) Registrar en que tipo de suelos se encuentran los nematodos
entomopatogenos en el distrito de Yanahuanca.
d) Clasificar los generos de nematodos entomopatdgenos existentes en el distrito

de Yanahuanca.
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1.5 Justificacion de la investigacion

Entre las razones que justifican este extraordinario interés, destacan la amplia
distribucion geografica, el alto grado de adaptabilidad, su variabilidad genética y
diversidad ecoldgica. Por lo cual, diversas especies estan siendo utilizadas en el
control bioldgico clasico, en programas de liberaciones inundativas o inoculativas
y en el manejo integrado de plagas, contra una variedad de insectos. Por otro lado,
la necesidad de encontrar e implementar nuevas estrategias de control alternativas
para los insecticidas convencionales, diversas compafiias comerciales han
desarrollado 'y obtenido nuevos productos basados en nematodos
entomopatogenos, lo que viene a confirmar la importancia de su uso como
bioinsecticidas.

Los nematodos entomopatdgenos son Unicos porque poseen todos los atributos
de un agente de control bioldgico “ideal”, debido al amplio rango de hospederos
que presentan, capacidad de busqueda, desarrollo e introduccion de sus bacterias
simbidticas dentro del cuerpo de los hospederos; al matar a los insectos dentro de
las 24-48 horas siguientes para su desarrollo y reproduccion; facilidad relativa de
reproduccion de los estadios infectivos a gran escala en medios artificiales,
solidos o liquidos, los cuales pueden ser almacenados por largos periodos y
mantener su viabilidad y patogenicidad.

Los agricultores del distrito de Yanahuanca a traves de la identificacion de la

presencia de nematodos beneficos o entomopatdgenos podran tener en cuenta
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como una estrategia de control ante insectos plagas de suelos que atacan las

raices.

1.6 Limitaciones de la investigacion
Disponer de claves para identificar las especies de nematodos, razén que fueron
enviadas a la ciudad de Lima para su respectiva identificacion con personal

capacitado del Centro Internacional de la Papa.
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CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de estudio

Poinar y Hom (1986) seleccionaron un lote de terreno de 3m de ancho por 15m
de largo para probar si un millon de Neoaplectana carpocapsae Weiser
(Steinernema carpocapsae) por metro lineal permanecian viables 0 no a
condiciones de campo, en cada surco se agregd semillas de maiz como indicador,
tras el muestreo del terreno se pudo concluir que los NEPs pueden permanecer
viables hasta por siete semanas después de la aplicacion

Perrera (2009) comparo la efectividad del nematodo Heterorhabditis
bacteriophora y el insecticida Carbofuran 48 SC para el control de larvas de
Phyllophaga spp gallina ciega, el porcentaje de mortalidad en invernadero fue de
97% para la dosis de 4 x 108 Jls/ha, 67% para 2 x 108 Jls/ha y 60% para
Carbofuran (4 L/ha) y el porcentaje de 10 mortalidad obtenido en campo a través
de riego por goteo con la dosis 2 x 108 Jlslha fue de 81% y 86% con Clorpirifos
(Lorsban).

Naranjo et al. (2011) evaluaron la patogenicidad de Steinernema sp; Yy
Heterorhabditis sp. Sobre ninfas y adultos de Collaria scenica y se determind el
efecto de diferentes concentraciones de Juveniles infectivos (Jis), el mejor
resultado fue de 50001 la mayor patogenicidad fue para Steinernema sp. con

mortalidad de 75 % en las ninfas a las 24 horas y 1 00 % a las 48 horas y los
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chinches tratados con Heterorhabditis sp. Ofrecieron un 82 % a Cuarenta y ocho
horas después de la inoculacion.

Sanchez et al. (2012) Utiliza el nematodo Heterorhabditis indica en el manejo
de Phyllophaga spp (gallina ciega) los ensayos se realizaron con larvas del tercer
estadio y adultos recolectadas en cultivos de maiz, se aplicé una dosis de 2,500
nematodos-ml-1 ¢ la mayor mortalidad registrada en larvas fue después de cinco
dias de incubacién con 46 % y 40 % para los tratamientos suelo y composta, los

adultos fueron mas susceptibles al nematodo H indica con un 99 %

2.2 Bases teoricas — cientificas
2.2.1 Aspectos generales sobre nematodos entomopatdgenos

Existen mas de 3000 asociaciones simbidticas entre insectos y nematodos, 8
ordenes de los cuales comprenden la mayoria de los nematodos capaces de
parasitar insectos sanos (Poinar, 1979). En la actualidad el parasitismo de los
nematodos para los insectos es reconocido, de los cuales mas de 30 familias estan
asociadas en alguna via y de éstas, 9 muestran potencial para control biolégico
(Kaya, 1993). En orden ascendente aproximado las siguientes familias son
Allantonematidae, Parasitylenchidae, Lotonchiidae, Tetradonematidae,
Sphaerulariidae, Mermithidae, Phaenopsitylenchidae, Steinernematidae y
Heterorhabditidae. (Kaya et al., 1993). Esto ha dado origen a los nematodos
entomopatogenos de los géneros  Steinernema, Neoesteinernema vy
Heterorhabditis, a partir de Rhabditoides microbios tréficos y bacteriofagos
(Poinar, 1990). Estos nematodos que infectan centenares de especies de insectos,

de casi todos los Ordenes ocasionan esterilidad, reduccién en la fecundidad,
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longevidad y actividad del vuelo, retardan el desarrollo y cambios de
comportamiento, morfolégicos o fisiologicos (Kaya et al., 1993).

Los tres géneros de nematodos mencionados son interesantes porque dependen
de bacterias como fuente alimenticia y han desarrollado mecanismos para
transportar e introducir bacterias del género Xenorhabdus y Photorhabdus en
insectos. Estas bacterias son capaces de matar a los insectos en 48 horas
convirtiendo los cadaveres en un habitat conveniente para su crecimiento y
reproduccion (Akhurst, 1982).

Los nematodos son gusanos cilindricos no segmentados, que poseen una
cuticula exterior acelular bajo la cual se encuentra la epidermis seguida por las
fibras musculares longitudinales, carecen de peritoneo, razon por la cual se
incluyen dentro de los pseudocelomados. Tienen sistema excretor, nervioso,
digestivo, reproductivo y muscular, pero sin sistema circulatorio y respiratorio
(Kaya & Stock 1997). Los nematodos entomopatdgenos son principalmente
parasitos obligados y facultativos, pueden atacar a los estadios bioldgicos de larva,
pre-pupa, pupa y adulto de insectos (Kaya y Hara, 1981).

Los nematodos de las familias Steinermatidae y Heterorhabditidae, poseen los
atributos de un agente de control biologico “ideal” (Timper et al., 1988: Kaya y
Gaugler, 1993; Kaya, 1993), considerando su seguridad a invertebrados, plantas y
otros organismos no plaga (Akhurst, 1990; Poinar 1989). Por sus caracteristicas,
tienen una distribucion geografica amplia y un rango de hospederos (Poinar, 1990;

Zimmerman, 1978).
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2.2.2 Nematodos entomopatdégenos como potenciales controladores
biologicos

Desde hace una decada el uso de nematodos entomopatogenos se ha
desarrollado como una disciplina de la patologia de los insectos (Stock y Camino,
1992). Los nematodos representan uno de los Phylum méas numerosos dentro del
reino Animal, los cuales se encuentran colonizando los medios mas diversos y
variados. Aunque por referencia se les conoce como los animales dafiinos que
afectan al hombre, animales y plantas. Sin embargo, existe un grupo de nematodos
que parasitan insectos y por sus caracteristicas bioecoldgicas constituyen un
elemento importante en el control de plagas (Poinar, 1990).

La accion que ejercen los nematodos entomopatdgenos sobre los insectos es
de modo particular, ya que en algunos casos disminuyen la longevidad, capacidad
reproductiva, castracion, aparicion de intersexos y/o la muerte (Aglera y
Laumond, 1994; Kaya y Stock, 1997). Dentro de algunas caracteristicas
importantes del uso de nematodos, Alcazar y Cafiedo (2003), citan:

= Su gran capacidad de adaptacion a nuevos ambientes y condiciones
adversas.

= Su resistencia a productos quimicos, compatibles con programas de
Manejo Integrado de Plagas.

= Su especificidad por insectos, resultados inocuos para mamiferos.

= Su capacidad de actuar en forma sinérgica con otros entomopatogenos que
aumentan su eficacia, y resaltan su potencialidad como biorreguladores de

poblaciones de insectos plaga.
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= Establecen respuesta de controles rapidos, al ocasionar la muerte de sus
hospederos en 48 horas.

= Se puede reproducir de forma masiva ya sea in vivo 6 in Vitro.

= Se pueden almacenar por largos periodos de tiempo.

= Se pueden adaptar a metodologias de aplicaciones convencionales.

La asociacion existente entre los nematodos y los insectos incluyen la foresis,
parasitismo facultativo y obligado, siendo este Gltimo el de destacar para este
estudio. (Stock y Camino, 1992).

En la actualidad algunas de sus especies, son ampliamente reconocidas por su
potencial como agentes de control bioldgico e inundativo (Downes y Griffin,

1996) y causantes de algunas importantes epizootias (Akhurst et al., 1992).

2.2.3 Los nematodos entomopatdgenos Steinermatidae y Heterorhabditidae

El orden Rhabditida contiene a la mayoria de los nematodos de vida libre,
donde estdn agrupadas las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae,
parasitos facultativos (patdgenos) de insectos y que representan la principal linea
de patogenicidad, que ha dado origen a formas como Steinernema,
Neosteinernema (Steinernematidae) y Heterorhabditis (Heterorhabditidae)
(Poinar, 1990; Nguyen y Smart, 1994).

El parasitismo de insectos ocasionado por los nematodos pertenecientes a las
familias Steinernematidae y Heterorhabditidae y su asociacion simbidtica natural,
con bacterias especificas del genero Xenorhabdus y Photorhabdus
respectivamente, durante afios ha llamado la atencion por parte de los

nematologos y entomdlogos de todo el mundo, el cual es atribuido al éxito como
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agentes de control biolégico de insectos plaga de importancia econdémica. A
diferencia de otros nematodos, éstos han desarrollado la habilidad de presentar
una asociacion mutualista con bacterias, los cuales son transportados en el
intestino y liberados en la cavidad corporal de los insectos. (Alcazar y Carfiedo,
2003).

Kaya y Gaugler (1993) sefialan que los juveniles infectivos de vida libre, no se
alimentan, se asemejan y poseen atributos significativos tanto de insectos
parasitoides o depredadores, como de patdgenos, porque tienen quimioreceptores
y son maviles, tienen un alto potencial reproductivo y una respuesta numérica
pero no funcional y porque son altamente virulentos para sus hospederos. Después
de su penetracion en la cavidad del cuerpo de los insectos, rompen las reacciones
de defensa, liberan su bacteria simbiotica que ocasiona una septicemia y la muerte
del insecto objetivo. Ademas, porque estos nematodos actan como vectores de
las bacterias, tenemos que adoptar el término de nematodos entomopatdgenos,
mas bien que “entomofilicos”, “entomdgenos”, “entomofagos” o ‘“nematodos
parasitos de insectos”.

Poinar y Thomas (1996; citados por Stock y Camino, 1992), comprobaron que
la bacteria y sus bioproductos proveen al nematodo los compuestos necesarios
para su desarrollo, particularmente de su sistema reproductor. Aunque los
nematodos que no presentan la bacteria son capaces de penetrar en el insecto y
provocar su muerte, y si bien logran desarrollarse hasta llegar adultos, en la
mayoria de los casos no pueden reproducirse. Por otro lado, las bacterias
Photorhabdus y Xenorhabdus que transporta el nematodo, no pueden entrar al

insecto por si mismos y necesitan que el nematodo actie como vector.
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Los nematodos entomopatdgenos son unicos porque poseen todos los atributos
de un agente de control bioldgico “ideal”, debido al amplio rango de hospederos
que presentan, capacidad de busqueda, desarrollo e introduccion de sus bacterias
simbioticas dentro del cuerpo de los hospederos; al matar a los insectos dentro de
las 24-48 horas siguientes para su desarrollo y reproduccion; facilidad relativa de
reproduccion de los estadios infectivos a gran escala en medios artificiales,
solidos o liquidos, los cuales pueden ser almacenados por largos periodos y
mantener su viabilidad y patogenicidad hasta cinco meses a temperaturas bajas,
incluso durante 12 meses en refrigeracion y ser aplicados por métodos
convencionales, persistiendo en el medio ambiente natural (Poinar, 1990; Georgis
y Hague, 1991; Kaya et al., 1993). Asimismo, los Steinernematidos y
Heterorhabditidos y su bacteria simbidtica, a diferencia de otros patégenos de
insectos, en pruebas extensivas han demostrado una completa ausencia de
patogenicidad sobre mamiferos, plantas y entomofauna benéfica no objetivos
(Gaugler y Boush, 1979; Gaugler, 1981, 1987; Poinar et al., 1982; Timper, et al.,

1988).

2.2.4 Rango de hospederos

El interés intenso en los Steinernematidos y Heterorhabditidos, es un reflejo de
su impresionante potencial para el control biologico. Significativamente, debido a
la bacteria asociada que mata rapidamente a los hospederos, los nematodos no
estdn adaptados al ciclo de vida del hospedero especifico y son capaces de
parasitar cientos de insectos plagas, este espectro de actividad, es mas

caracteristico de un insecticida quimico que de un biologico (Gaugler, 1988). Al
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respecto, Forschler et al. (1990) afirman que el mayor factor que determina la
susceptibilidad es la capacidad de los nematodos para penetrar a los insectos.
Generalmente, la mayoria de estos hospederos susceptibles son aquellos mas
facilmente penetrados por los nematodos (Georgis y Manweiler, 1994).

Un aspecto importante que se debe considerar para que pueda realizarse una
infeccion, es la coincidencia espacio temporal del complejo nematodo- insecto, lo
que asegura el éxito de control. En este caso, una contribucion significativa que
proporcionan las especies y cepas de nematodos entomopatdgenos es su
especificidad contra un amplio rango de hospederos. La mayoria de los Ordenes
de insectos, son susceptibles de ser infectados bajo condiciones experimentales,
aun recientemente, se reporta su parasitismo en el campo o que son severamente
dafiinas en el laboratorio. Este control se ha extendido a diferentes estadios
metamorficos de diferentes categorias taxondmicas y tréficas, particularmente en
insectos plaga del suelo y de habitat cripticos.

Actualmente el uso de neméatodos entomopatdgenos, constituye una alternativa
a ser incorporada en los programas de Manejo Integrado de Plagas. Se tiene
registros de la utilizacion de Steinernema y Heterorhabditis contra insectos como
Spodoptera sp., Agrotis ipsilon, Ceratitis capitata, Otiorhynchus sulcatus,
Diabrotica virgifera, entre otros (Garzon et al., 1996).

En el laboratorio, la mayoria de las especies de nematodos entomopatdgenos
infectan una variedad de insectos donde reciben el contacto con el hospedero y las
condiciones ambientales son Optimas, y no existe ninguna barrera ecolégica ni de
conducta a la infeccion (Kaya y Gaugler, 1993). En el campo, los nematodos

entomopatogenos atacan un rango apreciablemente mas estrecho de hospederos
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que en el laboratorio (Akhurst, 1990), afiadiendo esta cualidad a su seguridad
como agentes de control biologico. Ya que estos nematodos estan adaptados al

ambiente del suelo, los hospederos principales son insectos de suelo.

2.2.5 Ubicacién taxonomica de Heterorhabditis sp

Los nematodos entomopatogenos forman parte de la diversidad de formas de
vida que habitan el planeta. Debido al extenso y complejo grupo que lo
conforman, la clasificacion taxondmica provee una sistematizacion para su
estudio y organizacion, lo que permite ubicarlos jerarquicamente en grupos
taxondmicos con base a sus relaciones morfologicas, bioldgicas y filogenéticas, de
acuerdo con los principios, reglas y procedimientos del Codigo Internacional de

Nomenclatura Zooldgica la ubicacion taxonémica de Heterorhabditis sp es:

Phylum: Nematoda

Clase: Secernentea
Orden: Rhabditida
Suborden: Rhabditina

Super familia: Rhabditoidea
Familia: Heterorhabditidae
Género: Heterorhabditis
Especie: Heterorhabditis sp

Posicion taxondmica segln: CAB International 2005

2.2.6 Caracteristicas morfologicas del género Heterorhabditis
El género Heterorhabditis es un entomopatogeno obligado al estadio juvenil.

Tiene como caracteristicas primordiales la doble cuticula y la presencia en la
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cabeza de una especie de armadura (diente, protuberancia o espina) en el lado
dorsal, los machos presentan bursa. Las hembras jovenes pueden ser
hermafroditas o normales, los machos s6lo se producen en la generacion de
fertilizacion cruzada. Posee cinco especies reconocidas y varios tipos de cepas,
siendo H. bacteriophora la de mayor distribucion geografica mundialmente (Kaya
y Stock, 1997). A continuacion, se describira con detalle la morfologia del género
Heterorhabditis:

a) Hembras hermafroditas: Después de entrar en el insecto hospedero, los
infectivos juveniles se desarrollan en hembras hermafroditas. Cabeza trunca,
ligeramente redondeada, seis labios conicos bien desarrollados, cada uno
separados con una papila terminal; una o dos pequefias estructuras levantadas,
algunas veces visibles en la base de cada labio; pequefia abertura amphidial.
Estoma ancha pero superficial; presenta cheilorhabdions, formando un anillo,
visto lateralmente se asemeja a dos puntos retractiles. Otras partes de la estoma
fisionados para formar una porcioén posterior hundido. La porcién posterior de la
estoma cubierta por el es6fago. El es6fago sin el metacorpus; isthmus delgado,
bulbo basal abultado; valvula en el bulbo basal reducido. Anillo de nervios en la
mitad del isthmus. Poro excretor usualmente posterior al final del eséfago. Bulbo
medio, como una abertura, rodeado por anillos elipticos; ovotestis amphidelficos,
reflejado. Oviparos, despues llegando a ser ovoviviparos. Cola puntiaguda, mas
larga que el ancho del cuerpo al nivel del ano, usualmente presente un
abultamiento postanal. (INAP, 2004)

b) Hembra amphimictica: Similar pero usualmente mas pequefia que las

hembras hermafroditas; papila labial prominentes. Sistema reproductivo
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amphidelfico, vulva no funcional para deposicion de huevos, pero funcional para
aparearse. (INAP, 2004)

¢) Macho: Un testis reflejado espiculas pareadas, separadas, ligeramente curva
ventralmente. Cabeza de la espicula corta, compensado desde la ldmina por una
constriccion. Gubernaculum usualmente alrededor de la mitad del largo de la
espicula, la bursa con 9 pares de papilas genitales. (INAP, 2004)

d) Infectivo juvenil: Tercer estado de infectivo juvenil IJ, usualmente con
envoltura (cuticula del segundo estado juvenil). Envoltura con un patron anterior y
canales longitudinales; cuticula del 1J estriada con una suave banda marginada por
dos aristas en campos laterales. Cabeza con dientes dorsales prominentes. Boca y
ano serrado. La estoma aparece como una camara cerrada con paredes laterales.
Esdfago e intestino reducido. Poro excretor posterior al anillo de nervios, Células
de las bacterias simbidticas presentes en el intestino. Cola punteada. (INAP, 2004)
Los neméatodos entomopatdgenos son organismos microscépicos. Pueden variar
desde 2 hasta 10 mm (hembras) y de 0.1-0.9 mm (machos) (Kaya y Stock, 1997).
e) Ciclo bioldgico: Segun Kaya y Gaugler (1993), el ciclo de vida de los
nematodos entomopatdgenos consta de huevo, cuatro estadios juveniles infectivos
() y el adulto. El tercer estadio (1J3) conserva la cuticula del segundo estadio
juvenil (1J2) y lleva la bacteria en su tracto digestivo. Una vez que el nematodo
encuentra su huésped penetra a través de aberturas naturales como boca ano y
espiraculos, para instalarse en el hemocele. La bacteria sale del intestino del
nematodo y pasa a la hemolinfa, se multiplica y mata al insecto hospedante por

septicemia. EI nematodo se alimenta de la bacteria y del tejido descompuesto del
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insecto hospedante, y después emerge a través de la epidermis del insecto como

1J3

2.2.7 Relacion nematodo, bacteria y hospedante

La ubicaciéon del insecto hospedante por el nematodo entomopatogeno fue
estudiada en Galleria mellonella en esta se demuestra que el encuentro con el
hospedante es una combinacion integrada de comportamientos entre los que
destaca la quimiotaxis (Pye y Burman, 1981).

El sustento de la quimiotaxis fue realizado al encontrar solventes acuosos y
organicos al lavar la superficie de las larvas de Galleria mellonella asi como
también de residuos fecales compuestos por nitrégeno (Schmidt y All, 1979).

El ingreso al insecto hospedante es variable segln la susceptibilidad a los
nematodos entre especies y estadios del insecto o también a la forma en que los
nematodos ingresan por las aberturas naturales (boca y ano) o espiraculos (Poinar,
1990).

Segun Gaugler (1998) deja entre ver la posibilidad en que en algunos érdenes
de insectos los estados larvales avanzados sean los mas susceptibles debido a que
las aberturas naturales son mas grandes. También se alerta la presencia de
revestimiento de seda, espinas en los espiraculos y el comportamiento de los
Scarabaeidae al tener las patas anteriores para empujar los nematodos fuera de la
boca.

La tolerancia por parte de los nematodos entomopatogenos a las defensas de un
hospedante y la evasion al reconocimiento conllevan a una muerte segura del

hospedante (Dunph y Thurston, 1990).
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Una caracteristica importante de Heterorhabditis es el estar relacionada a la
bacteria de la familia Enterobacteriaceae cuyo género es Photorhabdus. La
bacteria es llevada por los juveniles infectivos (JIs) en el intestino, los JIs penetran
la cuticula del insecto hospedante antes de liberar su bacteria simbidtica.

El ciclo de vida incluye huevos, cuatro estadios juveniles (J-1 a J-4) y el adulto.
Todos los estados de vida excepto el estado juvenil infectivo, J-3 o “dauer” son
hallados dentro del insecto muerto por el nematodo. Los juveniles infectivos (JIs)
emergen del cadaver del insecto en el suelo y buscan nuevos hospedantes. La
permanencia del nematodo en el suelo no es constante; por lo tanto, se recomienda
contar con procedimientos industriales que permitan multiplicarlos facilmente y a

bajo costo.

2.2.8 Relacion nematodo - bacterias mutualistas

La asociacion mutualista entre los nematodos y las bacterias es uUnica y
altamente especifica, que involucra una serie de procesos bioldgicos similares,
que les confieren caracteristicas de mayor virulencia. Los nematodos actian como
vectores y protegen a la bacteria de las condiciones ambientales del suelo y
contribuyen significativamente en la patogénesis durante la liberacion e invasion
del hospedero. Mientras que las bacterias juegan un papel nutricional para el
nematodo, al crear condiciones favorables para su desarrollo, reproduccion y
antibiosis contra otros organismos extrafios. En la actualidad el conocimiento de
estas interacciones y los efectos detrimentales que ocasionan, también ha
estimulado a los cientificos para su desarrollo, produccion y aplicacion en

programas de manejo integrado.
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Los  Steinernematidos 'y  Heterorhabditidos son  referidos como
entomopatogenos, por su asociacion mutualista con bacterias del género
Xenorhabdus y Phtorhabdus, respectivamente.

Las bacterias Xenorhabdus y Photorhabdus son mdviles, Gram negativa,
facultativo, no-forman esporas, las barras anaerobias en la familia
Enterobacteriaceae. En el género Xenorhabdus, existen 5 especies que se asocian
con Steinernema, mientras que el género Photorhabdus, existen 3 especies que se
asocian con Heterorhabditis con una especie de P. luminescens, dividido en cinco
subespecies (Hazir, 2003). La subespecie de P. luminescens es subsp.
luminescens, laumondii, akhurstii, kayaii y thraciaensis (Boemare, 2002).

Boemare (2002) manifiesta que la diferencia mayor que ocurren entre los dos
géneros bacterianos La mayoria de las Photorhabdus spp., son luminiscente y
catalasa positiva, mientras que Xenorhabdus spp., no tienen luminiscencia y es
catalasa negativa. La asociacién entre la bacteria y el nematodo es esencialmente
monoxenica, pero otras especies de bacterias se han aislado de juveniles infectivos
de varias especies de Steinernematidos (Lysenko y Weiser, 1974).

Esta relacion entre el nematodo y la bacteria es considerada mutualista, porque
la bacteria no puede penetrar dentro del hemocele de los insectos hospederos sin
el nematodo y estos no pueden crecer y reproducirse en ausencia de la bacteria
(Georgis y Poinar, 1994).

Kuno y Hernandez (1982) indican que la asociacion nematodo-bacteria es un
factor letal importante, ya que la bacteria es responsable de la muerte del insecto,

pero necesita al nematodo como medio de transporte hacia el insecto hospedante.
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2.2.9 Comportamiento del nematodo entomopatogeno

La capacidad para encontrar y atacar hospederos susceptibles es la clave precisa
para determinar la actividad bioinsecticida de los nematodos entomopatogenos y
probablemente, es la principal fuente de inconsistencia de los resultados en
campo. Los infectivos juveniles tienen numerosas adaptaciones morfologicas,
fisioldgicas y de comportamiento que les permite sobrevivir en el ambiente del
suelo y les permite localizar nuevos hospederos. Los Jls, toleran el aumento de la
temperatura y la desecacion comparado a otros estados de vida y tienen grandes
cantidades de lipidos almacenados en el cuerpo, esto le sirve como reserva de
energia. El estado de juvenil infectivo es un estado en el que no se alimentan,
tienen un sistema digestivo colapsado, una boca y ano cerrados. La cuticula del
segundo estado forma una envoltura externa que ayuda a proteger a los Jls de
situaciones adversas al medio ambiente y la infeccibn microbiana. El
comportamiento de los JIs de situaciones adversas del medio ambiente y la
infeccion microbiana. EI comportamiento de los Jls que esperan o que buscan a su
hospedero puede ser caracterizado como emboscadores (sentar y esperar),
intermedios y navegantes (ampliamente buscadores). Los Jls emboscadores
(Ambusher) desempefian un comportamiento referido a como “de pie” en el cual
ellos se paran sobre su cola y extienden mas del 90 por ciento de su cuerpo en el
aire por largos periodos. Ellos también pueden “mover su cuerpo” estando
parados. En esta posicion pueden saltar; doblando su cuerpo como un lazo
apretado y propulsandolo en el aire. El uso de estos mecanismos permite a los
nematodos emboscadores entrar en contacto e infectar con gran acierto insectos

moviles sobre la superficie del suelo. Los JIs navegantes (Cruisers) estan
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representados por nematodos que estan constantemente buscando a los insectos
hospederos en capas mas profundas del suelo y son mas efectivos contra insectos
sedentarios que se alimentan de las raices. (Kaya y Stock, 1997).

Aquellos nematodos que tienen una estrategia de busqueda intermedia son mas
efectivos contra insectos plagas que habitan inmediatamente debajo de la
superficie del suelo. (Koppenhofer, 2000).

Heterorhabditis tiene un ciclo de vida similar al de los Steinermatidos; pero aun
asi existen diferencias considerables. Los infectivos juveniles invaden el
hemocele, liberan a la bacteria Photorhabdus luminescens y matan a su
hospedante aproximadamente en 48 horas, los insectos muertos por
Heterorhabditis se tornan de color rojo, purpura, naranja 0 en algunos casos
marron. (Kaya y Stock, 1997).

En la oscuridad los insectos infectados por Heterorhabditis presentan
luminiscencia por la presencia de la bacteria. El resultado de los juveniles
infectivos es hermafrodita a diferencia de los Steinermatidos que presentan
hembras y machos, para obtener una nueva generacion se necesita de un juvenil
infectivo. Los huevos dejados por los hermafroditas se desarrollan como hembras
y machos. Estos produciran huevos que llegaran a ser infectivos juveniles, quienes
si encuentran humedad adecuada saldran del hospedero a infectar otros insectos.
(Kaya y Stock, 1997).

Los juveniles infectivos entran al insecto hospedero a través de las aberturas
naturales (boca, ano y espiraculos) y penetra al hemocele (Bedding, 1982).

Una vez en el hemocele, los juveniles liberan las bacterias, se multiplican y

matan al insecto en 48 horas. Los nematodos dentro del insecto se alimentan de
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las células bacterianas y degeneran el tejido del hospedero, produciendo dos o tres
generaciones y emergiendo del cadaver los juveniles buscando nuevos
hospederos. Cada juvenil de Heterorhabditidae, tiene el potencial de reproduccion,
y se desarrolla en un individuo hermafrodita en la primera generacion. Los huevos
liberados por el hermafrodita en el cadaver del insecto se desarrollan en adultos
anfimiticos (machos y hembras) que inician un nuevo ciclo de vida y los huevos
que permanecen en el cuerpo del hermafrodita desarrollan juveniles infectivos.

(Kaya, 1993).

2.2.10 Factores abidticos que influyen en los nematodos entomopatdgenos
2.2.10.1Condiciones edafoldgicas
a) La textura y estructura del suelo

Ambos factores afectan el movimiento y la persistencia de nematodos como la
textura del suelo y tamafio de poro. Los nematodos son incapaces de moverse
entre particulas de suelo cuando los didmetros de poro son menos que el ancho del
cuerpo, asi que su habilidad de la dispersion disminuye conforme los porcentajes
de limo y arcilla se incrementan en el suelo. Un suelo que contiene més de 20 %
de arcilla puede restringir la migracion de Steinernema (Ames y Smart, 1989); en
suelos arcillosos, aun en la presencia de hospederos no puede aumentar la
dispersion del juvenil infectivo (Georgis y Poinar, 1983). Los nematodos
entomopatogenos pueden emigrar horizontal y verticalmente (Georgis y Poinar,
1983). Heterorhabditis spp. Exhibe una mayor movilidad que Steinernema spp

(Georgis y Poinar, 1983).
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b) Humedad del suelo

Los nematodos que habitan en el suelo necesitan un medio aerobico y acuatico
para sus actividades y el contenido de humedad del suelo, que puede fluctuar
ampliamente, es por lo tanto critico (Simons, 1973).

Es conocido que las larvas infectivas son capaces de sobrevivir a la desecacion
por periodos relativamente largos. La sobrevivencia del nematodo depende de la
proporcion de desecacién; la proporcién mas lenta (comienza de un ambiente
saturado) la mas grande para la oportunidad de sobrevivencia. (Kamionek et al.,
1974)

Kaya (1990) describe como la humedad del suelo tiene un gran impacto sobre
la capacidad de basqueda del hospedero y la actividad infectiva de los nematodos
entomopatogenos, como lo hacen la temperatura y textura del suelo y destaca que
la humedad, es un factor central que afecta la actividad del nematodo en el suelo y
la variabilidad en el control de la eficacia es atribuida a la ineficiencia de la
humedad del suelo (Lewis y Raun, 1978), sin embargo, conforme la humedad
incrementa el llenado de aire de los espacios, en los poros disminuye y la
respiracion es inhibida. En suelos mojados o saturados, el movimiento de los
nematodos puede ser restringido debido a la poca tensidon superficial
necesariamente forzosa para el movimiento (Wallace, 1971). El desplazamiento
en suelos secos también puede ser restringido debido a que los nematodos se
vuelven quiescentes o anhidrobioticos (Womersley, 1990).

Por consiguiente, la humedad del suelo a menudo es citada como el factor méas
critico para la supervivencia y movimiento de los nematodos entomopatdgenos

(Klein, 1990; Georgis y Gaugler, 1991).
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c¢) La temperatura del suelo

La temperatura influye en proporcion a las reservas alimenticias que son
utilizadas por los nematodos y afectan la sobrevivencia de larvas infectivas de
Steinernema y Heterorhabditis. Entre los nematodos entomopatdgenos, existe
una considerable variabilidad inter e intraespecifica en la tolerancia de
temperatura. Al respecto, Molineux (1986) en un estudio sefiala en general, la baja
actividad entre los Heterorhabditidos promedio temperaturas desde 10 a 16 °C, y
entre los Steinernematidos desde 3 a 14 °C, pero el rango de temperatura difiere
por la infectividad entre los nematodos del mismo género y de la misma especie y
cepa. El suelo libera su calor casi totalmente del sol y un aumento pequefio en la
temperatura que se presenta en suelo seco sujeto a la misma entrada de calor en la
superficie. El calor solar penetra mas profundo en el suelo mojado pero el
aumento resultante en la temperatura es menos que en el suelo seco. Las capas
mas profundas amortiguan mas que la superficie, que tienden a calentarse arriba y
enfriarse hacia abajo con la atmosfera y bajo la influencia de luz directa del sol
(Richardson y Grewal, 1994)

El rango de temperaturas sobre los nematodos a la que pueden sobrevivir,
infectar y reproducir varia entre cepas y especies. Los periodos cortos a
temperaturas extremas bajas no parecen ser catastroficas a las poblaciones de
nematodos como las temperaturas altas. Las temperaturas por arriba de 35 °C,
sobre un periodo extendido de tiempo, son invariablemente perjudiciales a los
juveniles infectivos. Generalmente estas condiciones no se experimentan en el

campo a menos que el cadaver de hospedero se coloque cerca de la superficie del
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suelo. A mayor profundidad en el suelo, los infectivos se protegen de ambientes
extremos (Kaya, 1990).
d) El pH del suelo

Los efectos del pH en el suelo sobre la sobrevivencia e infectividad de
nematodos Rhabditidos parasitos de insectos no han sido estudiados
extensamente. Sin embargo, la evidencia disponible sugiere que los infectivos
pueden tolerar una gran variedad de pH del suelo y por eso ni su eficacia ni su
persistencia son probables de ser afectados adversamente por el espectro de pH de
la mayoria de los suelos agricolas (Kaya, 1990).
e) Aireacion del suelo

Los nematodos son organismos aerobios y la disponibilidad baja de oxigeno
puede reducir su supervivencia (Evans y Perry, 1979; Wharton, 1986). El
promedio de este elemento en el aire atmosférico es de 21 % y en la capa arable
del suelo 20,3 %. Bajo condiciones extremas en la capa arable ha sido reportado
mas bajo del 1 %. La aireacion es dependiente de la fraccion de los poros llenos
de aire y los poros macroscopicos que drenan rapidamente. Por lo tanto, la falta de
oxigeno limita la actividad biol6gica a bajos potenciales de agua. Sin embargo,
muchos de los poros en potenciales altos de agua estan llenos y puede hacerse
limitante. También los organismos agregados en suelos de textura fina pueden ser
adversamente afectados por localizadas condiciones anaerobicas (Barbercheck,
1992).

El porcentaje de oxigeno en el suelo disminuye con la profundidad y la tasa

disminuye mas rapido en suelos arcillosos o limosos que en los arenosos (Brady,
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1974). De este modo, puede ser un factor limitante en los suelos con un alto
contenido de materia organica o de arcilla (Kaya, 1990).

Por otro lado, bajo condiciones normales en campos agricolas donde conservan
altos niveles de humedad suficientes para apoyar el crecimiento de los cultivos, la
atmosfera del suelo estd siempre cercanamente a vapor saturado. Esta condicion
es fisicamente apropiada para el control bioldgico de insectos del suelo por
organismos que requieren humedad relativa alta, tales como los nematodos y
hongos entomopatogenos. Los Steinernematidos y Heterorhabditidos pueden
sobrevivir a < 97 % HR en un estado inactivo y se comprueba que la desecacién
ocurre ligeramente. (Womersly, 1990).

f) Clima

Los nematodos Steinernematidae y Heterorhabditidae tienen una distribucion
mundial, y han sido aislados de una amplia variedad de ecosistemas desde los
climas subarticos al arido y tropical (Poinar, 1990; Hominick et al., 1997).

De esto se especula que las poblaciones naturales de los nematodos deben estar

adaptadas a sus ambientes locales (Glazer, 1996).

2.2.11 Factores bidticos que influyen en los nematodos entomopatdgenos
a) Los patogenos microbianos

En ecosistemas naturales, los organismos que habitan en el suelo, en varios
niveles troficos, viven en un estado de homeostasis ecologico. Los nematodos
introducidos en tales ambientes se enfrentan a la depredacion y parasitismo por la
fauna endémica del suelo. Una gran variedad de virus, bacterias, hongos y

protozoarios se presentan naturalmente en suelos reducen las poblaciones de
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nematodos parasitos de plantas y han sido notados como probables candidatos
para el control biolégico de nematodos; los Heterorhabditidos y Steinernematidos
son susceptibles a varios de estos antagonistas. La mayoria de los antagonistas
bacterianos de nematodos ha recibido poca atencion y las enfermedades viricas de
nematodos son virtualmente un grupo desconocido (Sayre y Starr, 1998). Las
epizootias de nematodos pueden presentarse regularmente en un suelo, pero es
desapercibido y sin registrar.

b) Ecologia de los nematodos entomopatdgenos

Los nematodos entomopatdgenos han sido recuperados del suelo y de insectos
infectados naturalmente. Para poder aplicarlos como agentes de control bioldgico,
es necesario conocer las mdltiples interacciones con su medio ambiente. El
impacto que ejercen sobre ellos los factores bioticos y abioticos es una limitante
para su comportamiento, eficacia, dispersion y supervivencia. Este conocimiento
establece las bases para futuros estudios sobre la dindmica poblacional y la
epizootiologia de las enfermedades, lo que permite optimizar su potencial
bioinsecticida en programas de control biol6gico y manejo integrado de plagas.

La dispersion, ademas de saltar para alguna especie de nematodo, los juveniles
infectivos se pueden dispersar en el suelo hasta 90 cm en ambas direcciones
horizontales y verticales dentro de 30 dias (Kaya, 1990). Esta dispersion,
especialmente para nematodos navegadores, le permite a los nematodos
entomopatogenos para buscar activamente a hospederos. Los factores que
influyen en la movilidad de los juveniles infectivos son la humedad, la
temperatura y la textura de suelo, de las cuales la humedad es la mas critica

porque los nematodos necesitan una pelicula de agua en los espacios interiores del
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suelo para la propulsion efectiva. Cuando esta pelicula de agua llega a ser fina
también (en suelo seco) o los espacios interiores llegan a estar llenos
completamente de agua (en suelo saturado), el movimiento de nematodo es
restringido (Koppenhofer et al., 1995).
c) Dispersion de los nematodos entomopatdgenos en el suelo

Los nematodos por ellos mismos tienen poder de dispersion limitado, pero
pueden ser conducidos por los insectos y también probablemente por las aves y
otros animales. Indudablemente, los humanos incluso sin saberlo transportan
nematodos en el suelo alrededor de las plantas o en cascajos de arena. Cuando la
emigracion e inmigracion ocurre, el primer resultado benéfico es el flujo de
diversidad genética para la existencia de poblaciones, mas bien que el
establecimiento completo de las nuevas poblaciones (Griffin y Downes, 1991;
Poinar, 1991). Lacey et al. (1993) sefialan que una variedad de nematodos
entomopatégenos que  predominantemente  infectan larvas, también
ocasionalmente o hasta comiUnmente es observada en insectos adultos. Esta
infeccion puede servir para facilitar la transmision del patdégeno o los
subsecuentes estadios de vida en el habitat inmediato, y/o facilitar su dispersion a

otras localidades.

2.3 Definicion de términos basicos
a) Nematodos entomopatdgenos: Son un grupo de nematodos que cusan la
muerte a los insectos, viven parasitariamente dentro del huesped infectado

(Cranshaw y Zimmerman 2013)
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b) Control biolégico: Es un método de control de plagas, que consiste en
utilizar organismos vivos con objeto de controlar las poblaciones de otro

organismo (Barrera 2006).

2.4 Formulacién de hipotesis
2.4.1 Hipotesis general
a) La principal causa de los bajos rendimientos de los cultivos en la provincia
Daniel Alcides Carrién seran ocasionados por los nematodos?
2.4.2 Hipotesis especificos
a) La condiciones de diferentes altitudes, tipo de suelo y cultivos en el
distrito de Yanahuanca afectaran la presencia de generos de nematodos

entomopatogenos

2.5 Identificacion de variables

Se considero una solo variable que fue aislamiento e identificacion de

nematodos entomopatdgenos.

2.6 Definicion operacional de variable e indicadores

Variable Dimension Indicadores
Aislamiento e Generos Lugares
identificacion de Altitus
nematodos Tipo de suelo
entomopatogenos pH

Elaboracion propia 2018
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CAPITULO 11

METODOLOGIA Y TECNICAS DE INVESTIGACION

3.1 Tipo de investigacion
La investigacion desarrollada fue del tipo no experimental con disefio

descriptivo, buscando las cualidades o atributos de la poblacion objeto del estudio.

3.2 Meétodos de investigacion
Durante la investigacion se emplearon los siguientes métodos:

Meétodo documental y bibliografico: Consistié en tomar informacion de datos
estadisticos con respectos a los indicadores a evaluar en el cultivo de lechuga, las
mismas que nos sirvieron para revisar articulos cientificos publicados por
organismos especializados en el tema.

Meétodo estadistico: Considerado con el fin de recopilar, organizar, codificar,
tabular, presentar, analizar e interpretar los datos obtenidos en la muestra de

estudio durante la investigacion.

3.3 Disefio de la investigacion
En la investigacién se realizd un analisis haciendo uso de la estadistica

descriptiva (frecuencias en porcentaje y medias)

3.4 Poblacion y muestra
Con el fin de contar con un material homogéneo y permanente de la polilla de
la cera Galleria mellonela L. en su estado larva, se adquiri6 del Programa

Nacional de Control Bioldgico del Servicio Nacional de Sanidad Agraria
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SENASA Lima. La poblacion estuvo constituida por 1 millar de larvas y la

muestra fue de 5 larvas por 40 muestras de suelo haciendo un total de 200 larvas.

3.5 Teécnicas e instrumentos de recoleccion de datos
Las técnicas e instrumentos que se utilizaron en la investigacion fueron: la

observacion, fichas de registros de datos.

3.6 Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Las técnicas y procesamiento de datos fue en base a porcentajes y medias.

3.7 Tratamiento estadistico
Por ser una investigacion no experimental, descriptivo se considero lugares de
muestreo, para aislar e identificar los nematodos entomopatogenos en la provincia

Daniel Alcides Carrion.

3.8 Seleccion, validacion y confiabilidad de los instrumentos de investigacion

El trabajo de investigacion por su naturaleza de ser descriptivo y por
desarrollarse en el laboratorio fue validado por el personal encargado del
Laboratorio de la Escuela de Agronomia y por el Centro Internacional de la Papa

CIP-Lima.

3.9 Orientacion ética.

Se aplico los principios éticos respecto al derecho de los participantes

informado del proposito de la investigacion, solicite el permiso, observe y cumpli
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con las reglas de la UNDAC- Agronomia y los agricultores garantizando su
confidencialidad y anonimato, no revelando su identidad ni identificar quienes
proporcionaron informacion, asimismo solicite a los participantes proporcionen su
consentimiento explicito de su colaboracion, sin criterios de exclusion arbitraria
con el fin de obtener informar sin presiones para posteriormente efectuar una
critica fundada y objetiva de los resultados y de ser el caso, proponer cambios

sustanciales.

45



CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Descripcion del trabajo de campo
4.1.1 Lugar de ejecucion

La coleccion de muestras de suelo se realizd durante los meses de agosto y
setiembre del 2014, tomando en cuenta los lugares perturbados y no perturbados
por el hombre, ubicadas a diferentes altitudes en el Distrito de Yanahuanca,

Provincia Daniel Alcides Carrion, Departamento de Pasco (Figura 1).
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Fig. 1 Lugares muestreados y colectas de suelo en el distrito de Yanahuanca. (Elaboracion propia)

4.1.2 Descripcion del sistema agroecolégico del distrito de Yanahuanca
El Distrito estd conformado por diferentes tipos de relieves que caracterizan y
configuran todo el territorio: Las Altiplanicies, constituyen las partes altas del

distrito que varian entre los 2100 y 3850 m.s.n.m., siendo la altitud distrital de
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3185 m.s.n.m. con superficies inclinadas algo onduladas, donde se desarrolla
especialmente la crianza de ganado Ovino, Vacuno, Porcino y Alpacuno. Las
Altiplanicies disectadas, que son las tierras resultantes de las anteriores por
destruccion parcial originada por erosiones a causa de lluvias e incisiones
profundas de las corrientes hidricas.

Las Vertientes montafiosas, constituyen las vertientes de inclinacion con
pendientes de 10° a 40°. Zonas de ocurrencia de desplazamientos, mas que zonas
morfologicas, son procesos erosivos ocasionados por la inestabilidad de
superficies existentes.

Dentro de la caracterizacion climatoldgica existen dos tipos de clima en el afio:
el secano y el lluvioso. En cuanto al clima secano, este se da entre los meses de
mayo y noviembre y el lluvioso, entre diciembre y abril. En términos generales, el
clima varia entre seco y semi frio, en las zonas de 3,300 m.s.n.m. hasta seco
frigido en los pisos altoandinos de 3,850 m.s.n.m. a mas, asimismo en los pisos
ecoldgicos inferiores a los 3.300 m.s.n.m, hasta 2,100 m.s.n.m. El estadio
climético va evolucionando hasta un nivel de mayores temperaturas y niveles de
humedad.

La variedad de las temperaturas se produce segun el piso altitudinal. La zona
comprendida entre 2,834 a 3,658 m.s.n.m. tiene valores promedio que varian entre
18 °C y 9 °C en tanto que en la zona alta a mas de 3,300 m.s.n.m. las temperaturas
promedio varian entre los 6.1 °C y los 3.5 °C, donde son perceptibles fuertes
vientos gelidos que se acentian en horas de la tarde y noche de las épocas de

secano. (Portal Municipal de la Provincia Daniel Alcides Carrion, 2014).
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4.1.3 Material de laboratorio

Materiales de Vidrio
Matraces Erlenmeyer 1000 ml
Matraces Erlenmeyer 500 ml
Matraces Erlenmeyer 250 ml
Tubos de Prueba 16 * 150 ml
Placas Petri 15 * 100 mm
Placas Petri 5 * 100 mm
Probeta graduada de 100 ml
Tubos eppendorf
Embudo
Bagueta
Vasos de Precipitacion

Reactivos
Hipoclorito de Sodio
Detergente
Alcohol 96 %

Equipos
Balanza
Estereoscopio
Contémetro
Pipeta micrométrica
Microscopio

Camara
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o  GPS (Global Position System)
Otros

o Picota

o Lampa

o Palitas de Jardineria

o  Papel Filtro

o Pinzas

o  Bandejas

o  Plumon Indeleble

o  Bolsas plésticas

o  Recipientes de pléastico de 500 g y 1 kg. de capacidad.

o  Navajas

4.1.4 Muestreo de campo.

Los muestreos de suelo se realizaron a diferentes altitudes en la microcuenca de
rio Chaupihuaranga. Los puntos de muestreo se determinaron a diferentes
altitudes con la ayuda de un GPS, los puntos para tomar las muestras fueron
distribuidas en funcion de la altitud iniciando desde comunidad campesina de
Chipipata, por el cual se fue descendiendo hasta llegar al punto final que fue el
borde del rio Chaupihuaranga en Lucmapampa.

En cada punto de muestreo se tomaron cinco submuestras a una profundidad de
15 cm en un éarea aproximada de 20 m? por cada muestra obtenida, los cuales
fueron colocados y homogenizados en una bolsa de polietileno correspondiendo el

total a una sola muestra; las muestras remitidas tuvieron un peso de 1000 g estas
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fueron identificadas con los datos técnicos relevantes de identificacion y
caracterizacion, en la tarjeta de identificacion. (Anexo 1).

En cada punto designado a una misma localidad se recogié 5 muestras a
distanciamientos diferentes cada una a un distanciamiento de 20 m entre muestra
y muestra de un mismo punto, haciendo un total de 5 kilos por localidad de
muestreo, cada muestra en cada punto contenia 1 kilo por bolsa el nimero total de
puntos de muestreo fueron 8 cada una con 5 muestras haciendo un total de
muestras de 40 muestras. En cada toma de muestra, los materiales que se
utilizaron fueron desinfectados con alcohol al 70 % (Alcazar y Cafiedo, 2003).
Las muestras fueron remitidas al laboratorio en bolsas conservando el estado

hamedo del suelo.

Materiales de campo usados en Limpieza del &rea de muestreo
la recoleccion de muestras.
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Cada punto de muestreo se tom6 a
una profundidad de 10 a 20 cm

Se tomaron cinco sub muestras
para hacer una sola muestra.

Muestras tomadas de areas cultivadas
como nativas

Fig. 2 Recoleccion de muestras en el distrito de Yanahuanca (Elaboracion propia 2014).
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Cuadro 1. Datos de cada uno de los 8 puntos de muestreo, nimero de muestra, altitud, latitud, longitud, nombre del lugar de muestreo,

caracteristicas.

FECHA: agosto

COORDENADAS GEOGRAFICAS

DISTRITO YANAHUANCA 2014
R eTRes | NroDE MUESTRA | ALTITUD LATITUD LONGITUD LUGAR DE CARACTERISTICAS
MUESTREO

1 1.1 3577 msnm 10°2922.8" S 76°32'58.30" W Chipipata Cultivo de habas

1 1.2 3633 msnm 10°29'94.80" S 76°31'64.50" W Chipipata Campo en descanso

1 1.3 3642 msnm 10°30'12.00" S 76°31'56.20" W Chipipata Cultivo de maiz

1 1.4 3655 msnm 10°30'12.60" S 76°31'55.30" W Chipipata Cultivo de beterraga

1 1.5 3658 msnm 10°30'19.50" S 76°31'52.40" W Chipipata Cultivo de habas
I\I;I)BE-SI—'(I?R[I)E% Nro DE MUESTRA ALTITUD LATITUD LONGITUD II\_/IUUGE§$RDEEO CARACTERISTICAS

2 2.1 3506 msnm 10°28'93.00" S 76°29'04.30" W Roco Cultivo de maiz

2 2.2 3419 msnm 10°29'00.2" S 76°29'13.30" W Roco Cultivo de Haba

2 2.3 3396 msnm 10°29'03.90" S 76°29'31.80" W Roco Alfalfa

2 2.4 3349 msnm 10°29'11.40" S 76°29'32.20" W Roco Maiz

2 2.5 3364 msnm 10°29'12.00" S 76°29'29.20" W Roco Campo en descanso
I\jldgg'?RDE% Nro DE MUESTRA ALTITUD LATITUD LONGITUD I'\_/IUU(BE§$RDEEO CARACTERISTICAS

3 3.1 3377 msnm 10°29'37.00" S 76°29'62.60" W Huaylashjirca Cultivo de Habas

3 3.2 3418 msnm 10°29'55.00" S 76°29'81.20" W Huaylashjirca Cultivo de Beterraga

3 3.3 3400 msnm 10°29'54.30" S 76°29'88.00" W Huaylashjirca Cultivo de papa

3 3.4 3330 msnm 10°29'47.50" S 76°29'78.30" W Huaylashjirca Cultivo de maiz

3 3.5 3303 msnm 10°29'24.50" S 76°29'38.20" W Huaylashjirca Campo en descanso
I\jldgg'?RDE% Nro DE MUESTRA ALTITUD LATITUD LONGITUD I'\_/IUU(BE§$RDEEO CARACTERISTICAS

4 4.1 3028 msnm 10°29'42.40" S 76°30'86.20" W Yanahuanca Cultivo de flores

4 4.2 2979 msnm 10°29'39.20" S 76°30'45.70" W Yanahuanca Cultivo de chia

4 4.3 3310 msnm 10°29'61.80" S 76°31'18.70" W Yanahuanca Cultivo de rocoto

4 4.4 3323 msnm 10°29'65.50" S 76°31'25.30" W Yanahuanca Cultivo de papa

4 4.5 3300 msnm 12°23'15.05" S 75°03'40.34" W Yanahuanca Especie vegetal Mufia
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PUNTO DE NUMERO DE LUGAR DE <
MUESTREO MUESTRA ALTITUD LATITUD LONGITUD MUESTREO CARACTERISTICAS

5 5.1 3016 msnm 10°26'24.10" S 76°28'68.40" W Lucmapampa Cultivo de papa

5 5.2 3023 msnm 10°27'93.80" S 76°29'34.70" W Lucmapampa Cultivo alfalfa

5 5.3 3036 msnm 10°28'35.70" S 76°29'57.20" W Lucmapampa Cultivo de maiz

5 5.4 3060 msnm 10°28'55.50" S 76°29'57.50" W Lucmapampa Cultivo de maiz

5 5.5 3050 msnm 10°28'55.00" S 76°29'55.50" W Lucmapampa Terreno en descanso
PUNTO DE NUMERO DE LUGAR DE .
MUESTREO MUESTRA ALTITUD LATITUD LONGITUD MUESTREO CARACTERISTICAS

6 6.1 3453 msnm 10°30'19.50" S 76°31'52.40" W Yanacocha Cultivo de alfalfa

6 6.2 3567 msnm 10°27'87.90" S 76°30'14.10" W Yanacocha Cultivo de haba

6 6.3 3435 msnm 10°28'13.5" S 76°30'14.40" W Yanacocha Cultivo de papa

6 6.4 3333 msnm 10°28'64.20" S 76°30'13.70" W Yanacocha Cultivo de Maiz

6 6.5 3330 msnm 10°28'64.80" S 76°30'15.80" W Yanacocha Campo en descanso Kikuyo
PUNTO DE NUMERO DE LUGAR DE .
MUESTREO MUESTRA ALTITUD LATITUD LONGITUD MUESTREO CARACTERISTICAS

7 7.1 3279 msnm 10°29'72.50" S 76°32'92.10" W Villo Cultivo de papa

7 7.2 3268 msnm 10°29'70.80" S 76°32'93.10" W Villo Cultivo de lechuga

7 7.3 3375 msnm 10°29'22.40" S 76°32'58.90" W Villo Cultivo de Maiz

7 7.4 3387 msnm 10°29'22.80" S 76°32'58.30" W Villo Terreno en descanso

7 7.5 3362 msnm 10°28'98.80" S 76°31'93.10" W Villo Cultivo de maiz
PUNTO DE NUMERO DE LUGAR DE -
MUESTREO MUESTRA ALTITUD LATITUD LONGITUD MUESTREO CARACTERISTICAS

8 8.1 3413 msnm 10°29'78.80" S 76°34'21.107" W Chinche Forestal

8 8.2 3366 msnm 10°29'81.10" S 76°34'32.00" W Chinche Cebolla

8 8.3 3363 msnm 10°29'81.40" S 76°34'28.60" W Chinche Alcacer pasto

8 8.4 3480 msnm 10°30'45.60" S 76°3525.80" W Chinche Descanso

8 8.5 3556 msnm 10°30'95.60" S 76°35'02.50" W Chinche Descanso
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4.1.5 Laboratorio
a) Adquisicion de Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae)

Las larvas requeridas para desarrollar las pruebas de patogenicidad fueron
adquiridas del Programa Nacional de Control Bioldgico del Servicio Nacional de
Sanidad Agraria SENASA Lima. Los estadios larvales son 8: estos lo realizan en
35 dias y la prepupa forma un cocon duro del cual emerge el adulto en 15 dias.

(ver fig.3)

Figura 3. Frasco con larvas de Galleria mellonella

b) Aislamiento e identificacion de nematodos entomopat6genos

Los nematodos entomopatogenos se aislaron en forma indirecta haciendo uso
de larvas del ultimo estadio de Galleria mellonella. Las muestras fueron
colocadas en dos frascos de 500 cm?® aproximadamente de 350 g de suelo por
frasco, dejando un remanente de 300 g. de suelo para su posterior andlisis siempre
en cuando resultara positivo el aislamiento de los nematodos, sobre la superficie

de estos frascos con el suelo se colocaron cinco larvas de Galleria mellonella del
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ultimo estadio, el suelo se encontraba en capacidad de campo, se taparon los
frascos invirtiendo su posicion haciendo que las larvas se muevan libremente a
través del suelo exponiéndose y permitiendo mayor oportunidad de encontrar un
juvenil infectivo (1Js), dejandolos los frascos luego al ambiente.

En la evaluacion se registraron larvas vivas, larvas muertas, larvas infectadas
con hongos, larvas infectadas con bacterias y larvas infectadas con nematodos.
Los sintomas registrados por la infeccién de Heterorhabditis fueron: cadaveres
hinchados con coloracién rojiza o purpura (Fig. 4) y presencia de

bioiluminescencia (Kaya y Stock. 1997).

Fig. 4. Larvas de Galleria mellonella infectadas por entomopatdgenos.

Con la finalidad de identificar a los nematodos recuperados de las trampas con
Galleria mellonella, estas fueron identificados mediante el uso de un
Estereoscopio. La identificacion del género fue realizada en el Centro
Internacional de la Papa CIP-Lima, con la ayuda del cientifico reconocido Jesus

Alcéazar, en la que se reportd que para todos los nematodos entomopatogenos
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encontradas en las muestras que dieron positivos pertenecen al género
Heterorhandithis. Los colores de los cadaveres se registraron de 4 a los 8 dias
después de muertos los insectos, para los nematodos Heterorhabditidos mostraron

un color rojo o naranja y estos fueron disectados de 8 a los 10 dias.

Tamizado y preparado de todas Muestras de suelo colocados en
las muestras de suelo. frascos de 500 cc.

En la superficie se colocaron cinco Frascos tapados para luego ser
larvas de G. mellonella del ultimo invertidos.
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Almacenamiento de todas las Larva infectada por nematodo
muestras para ser evaluadas en siete entomopatogeno del genero

dias. Heterorhabditis.

Fig. 5 Aislamiento de nematodo entomopatdgeno y caracteristicas de la larva de Galleria
mellonella infectada (Elaboracion propia 2014)

¢) Recuperacion de nematodos entomopatogenos

Para la recuperacion de los nematodos entomopatdogenos se hizo uso de
trampas White, el cual esta formado por una placa Petri grande (15 cm de
diametro) en el que se puso 35 cc de agua y otra placa Petri mas pequefia (9 cm de
diametro). Dentro del mismo se coloc6 un papel filtro himedo y sobre este se
colocé las larvas con los sintomas de infestacion de nematodos entomopatdgenos,
estas larvas fueron trasladados con mucho cuidado a trampas White evitando que
se rompan ya que los nematodos en estados no infectivos podrian salir. (Fig. 6)

Los Nematodos entomopatogenos empiezan a salir del cadaver cuando llegan al

tercer estadio juvenil (juveniles infectivos) luego de aproximadamente de 10 dias
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en Heterorhabditis. Los nematodos se movilizan por el papel himedo hasta llegar
al agua de la placa Petri donde quedan atrapados debido al higrotropismo positivo
que poseen. Se recolecta el agua con los nematodos y se renueva el agua en la
trampa ya que después de cuatro dias se realiz6 una segunda cosecha y luego de
otros cuatro dias la tercera y Ultima cosecha. Se obtuvieron alrededor de 15000 a
30000 Jis de nematodos entomopatogenos por larva de Galleria mellonella
Posteriormente salieron mas nematodos, pero fueron descartados por ser adultos
no infectivos.

Una vez que fueron cosechados los nematodos entomopatogenos fueron
traspasados a recipientes con agua. Estos recipientes se colocan en forma
inclinada por unos 20 minutos para que repose el agua y los nematodos lleguen al
fondo del recipiente por decantacién. Se repite este proceso de lavado cambiando
el agua tres veces. Se descarto el agua sobrenadante y se colecté los nematodos
entomopatdgenos para su almacenamiento. (Fig. 6)

La emergencia de los infectivos juveniles varia de acuerdo a la especie; para el
caso de Heterorhabditis es de 14 a 15 dias despues de la infeccion (Kaya y Stock,
1997; Alcézar y Kaya, 2003).

Para confirmar los postulados de Koch y la patogenicidad de los nematodos
patogenos aislados (Fig. 5), se colocd en placas petri con papel filtro esteéril, larvas
de ultimo estadio de Galleria mellonella que se inocularon con 10 1Js/ Larva

(Kaya y Stock, 1997).
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Proceso evaluacion de
las muestras de suelo

Inspeccién de todas las muestras en
detalle observando larvas con
nematodo entomopatdgeno
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Recuperacion de larvas con
nematodo entomopatogeno
Heterorhahditis.

Larvas muertas recuperadas
lavados con agua destilada.




Placas Petri listas para usarlo en Trampas White
la recuperacion de nematodos

entomopatégenos

Trampas White, 14 a 15 dias de la Emergencia de los
infeccion se produce la emergencia infectivos juveniles.

/AR

Fig. 6 Uso de trampas White. (Elaboracidn propia 2014).

d) Almacenamiento de nematodos entomopatdgenos
Para el almacenamiento se emplearon placas Petri de 15 cm de diametro el cual
contenian una delgada lamina de agua, extendida lo méas posible, y que puedan ser

tapados ligeramente. Se agregd dos gotas de bicarbonato al 1 % en el agua para
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evitar que los nematodos entomopatdégenos se peguen entre Ssi por sus
excrementos. En cada placa Petri se puso 30 ml de agua destilada con una
concentracion de 7 000 nematodos entomopatogenos aproximadamente, no se
sellaron los recipientes para facilitar el paso de aire fresco al interior.

Obtenida la solucion concentrada de nematodos algunos de los nematodos
entomopatogenos se almacenaron en esponjas, dos de las esponjas de 8 cm de
diametro estas fueron colocadas dentro de un frasco con tapa y llevadas a 20 °C;
cada esponja absorbe un maximo de 20 ml y se almacena 250 000 IJs
aproximadamente. Las fundas deben ser selladas con calor y apiladas dentro del
refrigerador.

Con esta metodologia se puede almacenar nematodos entomopat6genos por un
periodo maés largo 4 o 6 meses con la ventaja de que no hay pérdida de agua por
evaporacion y la renovacion de los nematodos entomopatégenos y la renovacion

del material fue al final del almacenamiento. (Fig.7) (Alcézar y Cafiedo, 2003).

Coleccion de nematodos 20 ml de solucin/esponja,
trampas White 250000 IJs/esponja
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Recipientes de plé§tico de 2 esponjas/frasco, 8 cm de
500gr de capacidad didmetro cada esponia

Vaso de precipitacién conteniendo nematodos,
asentamiento para poder obtener mayor concentracion.

Fig. 7 Almacenamiento de Heterorhabditis. (Elaboracion propia 2014)

e) Conteo de nematodos entomopatogenos

El conteo de nematodos se realizo utilizando el método de dilucion volumétrica
(Kaya y Stock, 1997; Alcéazar y Cafiedo 2003). Este método consiste en colocar
0.1 ml de la solucién con nematodos en una placa Petri rayada o dividida, para
realizar el conteo directo de los nematodos (Ver fig. 8). Este procedimiento se

repitié tres veces, la concentracién se obtiene mediante la relacion:

62



Concentracion en Suspension (1Js/ml) = JIs contados

0.1ml

Numero de JlIs en suspension = JIs contados * Suspension total

42 ml

Fig. 8 Nematodo entomopatdgeno Heterorhabditis en solucion en placa Petri.

f) Mantenimiento de nematodos entomopatdgenos

Kaya y Stock (1997), proponen el mantenimiento de los nematodos
entomopatogenos colocando un mililitro de la suspension de 1JS a una
concentracion de 200 nematodos/ ml, sobre un disco de papel filtro Whatman No
1 de 9 cm. de diametro, dispuesto dentro de una placa Petri. Seguido se colocaron
10 larvas de Galleria mellonella sobre el papel filtro. Asi se establece una

proporcién de 20 nematodos por larva esta metodologia resulta Optima para la
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obtencidon de una abundante progenie y evita la contaminacion con bacterias
saprofiticas. Estas placas fueron dejadas a medio ambiente. A los ocho dias de
producida la infeccion se colocaron en trampas White y colectadas para su

conservacién como se indicé anteriormente. (Fig. 9).

1 ml de suspension de 1Js a 200 Placas cerradas son dejadas al

nematodos/ml, 10 larvas de Galleria medio ambiente de laboratorio,

mellonella, 20 nematodos/larva. ocho dias después de la infeccion
son llevadas a trampas White

Figura 9. Mantenimiento de nematodo entomopatdgeno Heterorhabditis. (Elaboracion propia)

4.2 Presentacién, analisis e interpretacion de los resultados
4.2.1 Aislamiento e identificacién de nematodos entomopatdgenos.

Se realiz6 el aislamiento teniendo en consideracion el muestreo sistematico de
las 8 localidades del distrito de Yanahuanca, encontrandose 7/40 muestras con

nematodos entomopatdgenos donde se obtuvieron 4 muestreos positivos (17,5 %)
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con nematodo entomopatégeno del género Heterorhabditis, Las distribuciones
relativas de los lugares positivas fueron las siguientes: la localidad de Villo con
una muestra 2,5 %, Roco con dos muestras 5,0 %, Yanahuanca con una muestra
2,5 % y Chinche con tres muestras 7,5 %, no se localizd ningin nematodo en
Chipipata, Huaylashjirca, Lucmapampa y Yanacocha. La determinacion del

género fue realizada con el apoyo del Centro Internacional de la Papa.

Cuadro 2. Lugares de muestreo, muestreos positivos y porcentaje de muestras
positivas en el distrito de Yanahuanca.

Total de Muestras | Porcentajes
Lugares de muestreo muestreo positivas %
1. Roco 5 2 5
2. Villo 5 1 2,5
3. Chinche 5 3 7,5
4. Yanahuanca 5 1 2,5
5. Chipipata 5 0 0
6. Huaylashjirca 5 0 0
7. Lucmapampa 5 0 0
8. Yanacocha 5 0 0
Total 40 7 17,5

En la figura 10 se aprecia que en la localidad de Chinche se obtuvo mayor
porcentaje de muestras positivas (nematodo entomopatdégeno Heterorhabditis),
mientras que Chipipata, Huaylashjirca, Lucmapampa Yy Yanacocha no se

registraron nematodos entomopatdgenos.
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Fig. 10 Porcentaje de muestras positivas segln localidad de muestreo en el distrito de Yanahuanca.

4.2.2 Presencia de nematodos entomopatogenos a diferentes altitudes y en
diferentes cultivos

En la figura 11 la presencia de nematodos en funcion de la altitud se pudo
observar que existe una mayor cantidad de muestras con nematodos
entomopatogenos a una menor altitud de 3323 a 3396 msnm con un 71,5 % (5/7),

le sigue en importancia la altitud de 3413 a 3480 msnm con un 28,5 % (2/7).

La presencia de Heterorhabditis se registr6 con mayor incidencia a los 3480

msnm localidad de Chinche con 8,4 % y la menor incidencia fue a los 3396 msnm

localidad de Roco con 2,3 %
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En general se puede afirmar que la temperatura, HR, y Pp no influye en la
presencia de los nematodos entomopatdgenos, ya que se observd nematodos en

altitudes mayores a 3323 msnm Yanahuanca, tal como se observa en el cuadro 3

Cuadro 3. Datos meteoroldgicos de los meses de agosto y setiembre

Agosto Setiembre
T° HR Pp T° HR Pp
Maxima 26 88% 00 24 76.73 42.35
Minima 5 6
Promedio 14.5 14.8

Fuente: MINAG, Agencia agraria Yanahuanca.
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Cuadro 4 Nematodos entomopatdgenos registrados en funcion de cultivos y
descanso (campo en barbecho)

Cultivos | Género registrado

Lugar de | Punto de

Distrito Colecta Muestreo

Yanahuanca N
Roco Punto 2.3| Alfalfa |Heterorhabditis

Yanahuanca ..
Roco Punto 2.4| Maiz |Heterorhabditis

Yanahuanca| N
Villo Punto 7.5| Maiz |Heterorhabditis

Yanahuanca

Yanahuanca | Punto4.4| Papa |Heterorhabditis

Yanahuanca
Chinche Punto 8.1| Forestal |Heterorhabditis

Yanahuanca | Chinche

Punto 8.2| Cebolla |Heterorhabditis
Yanahuanca | Chinche Punto 8.4 | Descanso | Heterorhabditis

En el cuadro 4 se muestra que, en el distrito de Yanahuanca, en los lugares de
colecta y punto de muestreo en los cultivos de alfalfa, maiz, papa, cebolla, forestal

y campo en descanso se registro el género Heterorhabditis.

En la figura 12 se puede apreciar el nimero de muestras positivas con presencia
de nematodos del género Heterorhabditis, donde el cultivo de maiz present6 28.6
%, seguido de los cultivos alfalfa, papa, forestal, cebolla y descansco (campo en

barbecho) con 14.3 %
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Fig. 122 Porcentaje de muestras positivas con Heterorhabditis en funcion de cultivos y descanso

(campo en barbecho).

4.2.3 Nematodos entomopatdgenos encontrados en diferentes tipos de suelos

en el distrito de Yanahuanca

En el cuadro 5 se aprecia que, de los lugares muestreados en el distrito de

Yanahuanca, el pH fue de 7.09 hasta 8.25 es decir de neutro a ligeramente

alcalino, encontrandose y predominando el género Heterorhabditis.

Cuadro 5 Nematodo entomopatdgeno registrado en funcién del pH del suelo.

pH Género
Distrito | Lugar de Colecta | Punto de Muestreo | (1:1) registrado
Yanahuanca ROCO Punto 2.3 7.56 | Heterorhabditis
Yanahuanca Roco Punto 2.4 7.09 | Heterorhabditis
Yanahuanca Villo Punto 7.5 8.25 | Heterorhabditis
Yanahuanca Yanahuanca Punto 4.4 7.98 | Heterorhabditis
Yanahuanca Chinche Punto 8.1 7.67 | Heterorhabditis
Yanahuanca Chinche Punto 8.2 7.31 | Heterorhabditis
Yanahuanca Chinche Punto 8.4 7.63 | Heterorhabditis
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En el cuadro 6 se aprecia que, de los lugares muestreados en el distrito de
Yanahuanca, la materia organica fue de 2,1 % hasta 5,3 % es decir categoria
medio (Rocco punto 2.3 y 2.4; Villo punto 7.5) y categoria alto (Yanahuanca
punto 4.4 y Chinche punto 8.1, 8.2 y 8.4) encontrandose y predominando el
género Heterorhabditis.

Cuadro 6 Nematodos entomopatdgenos registrados en funcion de la materia
organica.

Materia Género
Orgénica registrado
Punto de
Distrito | Lugar de Colecta| Muestreo %
Yanahuanca o
Roco Punto 2.3 2,1 Heterorhabditis
Yanahuanca o
Roco Punto 2.4 2,2 Heterorhabditis
Yanahuanca ) o
Villo Punto 7.5 2,3 Heterorhabditis
Yanahuanca .
Yanahuanca Punto 4.4 39 Heterorhabditis
Yanahuanca ) .
Chinche Punto 8.1 48 Heterorhabditis
Yanahuanca Chinche o
Punto 8.2 53 Heterorhabditis
Chinche .
Yanahuanca Punto 8.4 52 Heterorhabditis

En la figura 13 se muestra que el genero Heterorhabditis se encuentra presente
en los tipos de textura Franco Arcillo Arenoso, Franco Arenoso y Franco
Arcilloso, registrando muestras positivas con 42.9 % (Fr.Ar.A) en el punto 2.3 de
Roco, el punto 4.4 de Yanahuanca y el punto 8.2 de Chinche; siguiendo con el
42.9 % (Fr.A.) en el punto 2.4 de Roco, el punto 7.5 de Villo y el punto 8.4 de

Chinche; siendo el ultimo con 14.2 % (Fr.Ar.) en el punto 8.1 de Chinche.
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Fig. 13 Muestras positivas en funcién de la clase textural del suelo

En el cuadro 7 se aprecia que, de los lugares muestreados en el distrito de
Yanahuanca, en la clase textural franco arcillo arenoso y franco arenoso se
registro el género Heterorhabditis. Debido a que este género puede dispersarse en

suelos con textura ligera donde los poros son menos que el ancho del cuerpo.

Cuadro 7 Nematodos entomopatogenos registrados en funcién a la clase textural
del suelo.

Clase Género registrado
Textural
Lugar de | Punto de
Distrito Colecta | Muestreo
Yanahuanca Roco Punto 2.3 | Fr.Ar.A. | Heterorhabditis
Yanahuanca|  pocq Punto 2.4| Fr.A. |Heterorhabditis
Yanahuanca|  yjjq Punto 7.5| Fr.A. |Heterorhabditis
Yanahuanca | vanahuanca | Punto 4.4| Fr.Ar.A | Heterorhabditis
Yanahuanca|  chinche | Punto8.1| Fr.Ar. |Heterorhabditis
Yanahuanca|  Chinche | p o 82| Fr.Ar.A. | Heterorhabditis
Yanahuanca| Chinche Punto 8.4| Fr.A. |Heterorhabditis
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4.3 Prueba de hipotesis
La hipotesis planteada en la investigacion se confirma debido a que durante la
investigacion desarrollada se encontraron nematos entomopatogenos en la

provincia Daniel Alcides Carrion.

4.4 Discusion de los resultados
4.4.1 Aislamiento e identificacién de nematodos entomopatdgenos.

Con el propésito de caracterizar el género de nematodo entomopatégeno
aislados en el distrito de Yanahuanca, los nematodos fueron identificados como
pertenecientes al género Heterorhabditis basdndose en la sintomatologia por los
cambios caracteristicos en el color de los cadaveres debido a la bacteria simbionte,
el patron de desarrollo tipico en la emergencia de juveniles infectivos o
incubacion prolongada. De los aislados recuperados, todos fueron
Heterorhabditis. Morfol6gicamente fue distinguible algunas caracteristicas de los
juveniles infectivos de tercer estadio se encontraban dentro de la cuticula del
segundo estadio, los cuales mostraron un numero de anillos longitudinales
ligeramente visibles. La cabeza presento una proyeccion pequefia en la porcion
dorsal y el poro excretor localizado posteriormente al anillo nervioso. Estos

caracteres indican que este aislado fue del género Heterorhabditis.

4.4.2 Presencia de nematodos entomopatdgenos a diferentes altitudes y en
diferentes cultivos
En general la mayoria de Heterorhabditis fueron recuperados de zonas célidas,

con temperaturas que varian entre 18 °C y 9 °C. Aungue también se logro obtener
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Heterorhabditis en uno de los puntos mas frios Chinche 8.4 con 3480 msnm cuyo
promedio varia entre 15 °C y 3.5 °C. Los resultados de esta inspeccion demuestran
que todos los nematodos aislados fueron del género Heterorhabditis, con
tendencias semejantes a las reportadas en previas investigaciones y recientemente,
lo que sugieren que las diferencias en la supervivencia de los nematodos a
diferentes temperaturas, puede reflejas en parte, su habitat climatico original

(Molineux, 1985).

4.4.3 Nematodos entomopatdgenos encontrados en diferentes tipos de suelos
en el distrito de Yanahuanca

Estos resultados muestran que el pH es un factor importante de la distribucion
de este género, asi como un indicador de la composicion del suelo. Lo cual
concuerda con lo mencionado por (Kaya, 1990) donde indica que los nematodos
entomopatogenos pueden desarrollarse en cualquier pH del suelo. Asi mismo
podemos indicar que cuando el contenido de materia organica es de medio a alto
se da la presencia de nematodos. Suelos con texturas pesadas como la alta
presencia de arcilla y limo dificultan su dispersion y pueden restringir la

migracion de los nematodos (Ames y Smart, 1989)
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede concluir que:

De un total de 40 muestras recolectadas en el distrito de Yanahuanca, al ser
evaluadas en el laboratorio del CIP se identifico solamente al género

Heterorhabditis

De las muestras de suelo obtenidas a distintas altitudes en el distrito de
Yanahuanca en sistemas agricolas, pastizales y vegetacion natural, entre los 2979

a 3658 msnm, se identificé al género Heterorhabditis

La presencia de nematodos entomopatdgenos del género Heterorhabditis se
encontraron en suelos Franco arcillo arenoso, francos arenosos y francos
arcillosos, con contenido de materia organica entre 2.1y 5.2 % y pH entre 7.09 y

8.25.

De acuerdo con la sintomatologia en larvas de G. mellonella, los 7 aislamientos

obtenidos de las muestras pertenecen al género Heterorhabditis



RECOMENDACIONES

Realizar identificacion y clasificacion taxondmica del aislamiento de nematodo
entomopatogeno aislado, debido a que en la presente investigacion solo se llegé a

identificar el género.

Establecer procedimientos y metodologias de multiplicacion del nematodo

entomopatogeno a gran escala.

Establecer ensayos en invernadero y campo con los nematodos del género
Heterorhabditis aislados en el distrito de Yanahuanca, para determinar su

efectividad en el control de insectos plagas.

Deben intensificarse mas los estudios sobre nematodos entomopatdgenos en el
marco de una agricultura ecolégicamente competitiva, sostenible en el tiempo y

que ofrezca productos de alta calidad.
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Anexo 1 Cuadros

Cuadro 8. Tarjeta de identificacion y caracterizacion de las muestras de

suelo

TARJETA DE IDENTIFICACION:
FECHA:

HABITAT:

LUGAR GENERAL:
LOCALIZACION DEL LUGAR
(Barrio, Paraje...):

ALTITUD:

LONGITUD:

LATITUD:

KM:

MUESTRA GENERAL / PUNTO:
MUESTRA Nro:
TEMPERATURA:
VEGETACION/CULTIVO:
PRESENCIA INSECTOS:
COLECTOR:
OBSERVACIONES:




Cuadro 9. Porcentaje de muestras positivas segun localidad de muestreo

MUESTRA |TOTAL DE

LOCALIDADES % POSITIVA | MUESTRAS
1|{Roco 5 2 5
2| Villo 2.5 1 5
2 | Chinche 7.5 3 5
4 | Yanahuanca 2.5 1 5
5 | Chipipata 0 0 5
6 | Huaylashjirca 0 0 5
7 | Lucmapampa 0 0 S)
8| Yanacocha 0 0 5
40

Cuadro 10. Cultivos donde se present6 el nematodo Heterorhabditis

CULTIVO % CANTIDAD

1| Maiz 28.6 2
2 | Alfalfa 14.3 1
2 | Papa 14.3 1
4 | Forestal 14.3 1
5| Cebolla 14.3 1
6 | Descanso 14.3 1
7 | Pasto 0.0 0
8| Lechuga 0.0 0
Haba 0.0 0
Rocoto 0.0 0
Otros 0.0 0
Total 100.0 7




Cuadro 11. Muestras por localidad segun su pH

Localidad pH
2|Villo7.5 8.25
4| Yanahuanca 4.4 7.98
5| Chinche 8.1 7.67
7| Chinche 8.4 7.63
1|Roco 2.3 7.56
6 | Chinche 8.2 7.13
2 |Roco 2.4 7.09

Cuadro 12. Porcentaje de Materia Orgéanica por Localidad

LOCALIDAD % DE M. O
6 | Chinche 8.2 5.3
7| Chinche 8.4 5.2
5| Chinche 8.1 4.8
4 | Yanahuanca 4.4 3.9
2|Villo7.5 2.3
2|Roco 2.4 2.2
1|Roco 2.3 2.1




Cuadro 13 Caracteristicas fisico-quimicas del suelo: pH, Materia Organica, Fosforo, Potasio, Calcio de los lugares que resultaron

positivas y segun cultivo con la presencia de nematodos entomopat6genos.

Analisis quimico

Andlisis Mecanico

Lugar de | Punto de Clase |Género de Nematodo
Distrito Colecta |Muestreo| Cultivo | pH |[CaCO3|MO| P K |Arena| Limo | Arcilla | Textural |encontrado
(1:1) % % |ppm|Ppm| % % %

Yanahuanca | Roco Punto 2.3 | Alfalfa 756 | 13.28 | 21|88 |435| 50 22 28 |Fr.Ar.A. |Heterorhabditis sp
Yanahuanca | Roco Punto 2.4 | Maiz 709 | 11.38 |22 | 41 | 110 | 58 24 18 |Fr.A. Heterorhabditis sp
Yanahuanca | Villo Punto 7.5 | Maiz 825| 72 |23]41|125| 64 17 19 |FrA Heterorhabditis sp
Yanahuanca | Yanahuanca| Punto 4.4 | Papa 798 | 15.38 | 3.9 | 11.7|1008| 48 26 26 |Fr.Ar.A. |Heterorhabditis sp
Yanahuanca | Chinche Punto 8.1 | Forestal | 7.67 | 7.11 | 4.8 |11.7| 482 | 44 28 28 |Fr. Ar. Heterorhabditis sp
Yanahuanca | Chinche Punto 8.2 |Cebolla | 731 | 7.13 |53 |10.2|540| 51 23 27 |Fr.Ar.A. |Heterorhabditis sp
Yanahuanca | Chinche Punto 8.4 | Descanso | 7.63 | 8.21 |52 | 9.6 | 498 | 58 23 20 Fr.A. Heterorhabditis sp




Anexo 2 Fotografias

Figural4. Galleria mellonella infectadas con nematodos

Figura 15 Larvas infectadas con nematodos.



Figura 16. Almacenamiento de los nematodos

Figura 17. Nematodo observado con el microscopio.



