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Resumen

Secolectaron muestras de tierra de diferentes cultivos de maiz del distrito de Monsefu
y cultivos de mango del distrito de Motupe, aisldndose dos cepas una M2 del distrito de
Monsefay otra MH del distrito de Motupe, ambas fueron recuperadas y multiplicadas en larvas
de Galleria melonella, conservandose a temperatura ambiente en el laboratorio de control
bioldgico de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo - Lambayeque.
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Abstract

Soil samples from different maize crops and mango crops were collected from the
Monsefu district, isolating two strains. One M2 from the Monsefu district and another MH from
Motupe district, both were recovered and multiplied in larvae of Galleria melonella, kept at
room temperature in the biological control laboratory at Pedro Ruiz Gallo National University,
Lambayeque.
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1. Introduccion

Los nematodos pardsitos han sido conocidos desde el siglo XVII, Ncikle y Welch,
(1984), el primer reporte de nematodo entomopatégenos fue por Steiner como
Aplectana kraussei (ahora Steinernema kraussei) en 1923 dejo de ser mas que una
curiosidad debido a la problematica de la clasificacion (Steiner,1923). Luego los
utilizaron para el control de insectos plaga (Glasery Fox, 1930).

Posteriormente Poinary Thomas (1965) describieron la asociacién de la bacteria
y el nematodo S. carpocapsae dandole el nombre de Achromobacter nematophilus debido
asu gran tamafo su capacidad para licuar la gelatinay su accion sobre leche tornasoly
nematophilus porque en medio Tergitol-6 las colonias son de color colonias azules sobre
un fondo azul claro. Con microscopia electrénica se demostrd que los nematodos
juveniles infectivos contenian esta bacteriay por lo tanto seria la responsable de causar
lamuerte, probablemente por la produccion de enzimas proteoliticas cuando la bacteria
seintroduce en lahemolinfa de la larva delinsecto (Poinary Leutenegger, 1968; Poinary
Thomas, 1967), el género Heterorhabditis fue descrito por Poinar en una larva de polilla
nocturna (Heliothis punctigera Hall) en Brecon al sur de Australia (Poinar, 1976).

La diferencia entre los juveniles infectivos de Neoaplectana y Heterorhabditis es
por la posicion del poro extretor con relacion al anillo del nervio, el poro es posterior al
anillo de nervio en Heterorhabditis y anterior en Neoaplectana, Heterorhabditis posee
gancho en la punta de la cabeza, Neoaplectana carece de gancho, los Steinernematidos
masculinos carecian de una bursa caudal apoyada por la papila, estructuras que se
encuentran con todo machos heterorhabditidos (Poinar, 1986; Wright,1990), el gancho
en la punta de la cabeza permite que los infectivos entren en la cavidad del cuerpo a
través del tequmento exterior (Poinary Georgis, 1990).

El dauer de Heterorhabditis puede convertirse en hembras hermafroditas
(espermatozoides esta presente en el Utero de las hembras recién formados) mientras
que el dauer de Steinernema se convertirse en machos o hembras, y el apareamiento es
necesario para lareproduccion (Poinar, 1976).

Nematodos entomopatogenos poseen muchos atributos como ser excelentes
controladores biolégicos de diferentes plagas, sustituyendo a muchos productos
quimicos (Kaya y Gaugler, 1993) y sin duda su produccién comercial seguira
aumentando como por ejemplo Heterorhabditis bacteriophora esta disponible como
Otinem en Estados Unidos y H. megidis como Nemasys en el Reino Unido (Smart, 1995).

2. Materialy métodos

Eltrabajo de investigacion se realizo en los meses de diciembre del 2015 a mayo
del 2016 para el aislamiento de los nematodos entomopatégenos se realizd la crianza
de G. mellonella “polilla de la cera” en el laboratorio de control bioldgico de la
Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo - Lambayeque, con el propésito de disponer de
larvas para el aislamiento y multiplicacién de los nematodos entomopatdgenos, se
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utilizé la técnica de produccion en masa de Dutky, Thompson y Cantwell (1962)
modificada (figura 1).

En una investigacion anterior se habia informado de la presencia de nematodos
entomopatdgenos nativos en la region Lambayeque distrito de Reque (Cérdova y Pérez,
2010). para el aislamiento de nematodos entomopatdgenos se utilizé la técnica de
Bedding y Akhurst (1975) modificada conocida como insecto trampa, que consiste en
colocar cinco larvas de G. mellonella como cebo en contenedores que contengan tierra.

Para la obtencion de las muestras del terreno de cultivo se utilizd un trozo de
tubo plastico de cuatro pulgadas de didmetro y 15 a 20 centimetros de alto, estas
muestras de diferentes cultivos del distrito de Monsefl a 6°52" 40" S-79°52" 18”0y del
distrito de Motupe 06° 09" 03" latitud Sury 79° 42" 51" longitud Oeste, fueron colocadas
en tapers plasticos nuevos, sellados y rotulados con la identificacion correspondiente,
luego se le agrego las larvas de G. mellonella y se selld para que no se salgan, pasado
unos cinco dias se evalud cudl de las larvas mostraban signos de: apariencia flacida,
cambio de coloracion café o rojo ladrillo, purpura o naranja, estas caracteristicas
indicaban que ya estan parasitadas por nematodos entomopatégenos (Bedding y
Akhurst, 1975) y las que no presentaron signos de parasitacion fueron regresadas al
taper, para ser evaluadas posteriormente. (Figura 2)

Las larvas con signos de parasitacion se colocaron en camara White para la
recuperacion de los nematodos entomopatégenos (White,1927) (Figura 3). Para la
multiplicacion de los nematodos entomopatdgenos M2y MH se siguid la metodologia de
Kaya (1990) con algunas modificaciones. En un taper de plastico provisto de papel
absorbente se agregé 50 larvas G. mellonella de ultimo estadio, se inoculé la solucion de
nematodos en una proporcion de 20 nematodos/ larva, se cubrid con papel absorbente,
luego el taper fue tapado para conservar la humedad; se incubd por una semana de 20-
28 °C y 85% de humedad relativa, pasado cuatro dias se observd que las larvas de G.
mellonella habian muerto, estas fueron sacadas del tapery colocaron en trampas White
conteniendo agua destilada a temperatura ambiente hasta que emerjan los juveniles
infectivos. Los nematodos se cosecharon diariamente por siete dias consecutivos (Kaya
y Stock, 1997).

La cuantificacion se realizo por conteo directo al estereoscopio, por dilucion o
estimacion volumétrica (Woodring y Kaya, 1988). En una micropipeta de 10 ul se colocé
una solucion inicial de nematodos, esta solucion se agregé en una placa Petri (5cm de
didametro) rayadaydividida en transeptos de un centimetro, posteriormente se realizé el
conteo directo al estereoscopio (Figura 4).
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Crianza de G. mellonella.

Figura 1. Crianza de G.
mellonella. (A) taper con
adultos de G. mellonella
para la Produccién de
huevecillos. (B) taper con
polen y huevecillos. (C)
larvas de ultimo estadio con
dieta a base de ricocan,
salvado de trigoy miel de
abeja.

Crianza de G. mellonella.

Figura 2. Aislamiento de
nematos entomopatdgenos
nativos (A) recoleccién de
muestras de tierra en
cultivo de maiz Distrito de
Monsefu, (B) recolecciéon de
muestras de tierra en
cultivo de mango distrito
de Motupe, (C) tapers con
tierray larvas de G.
mellonella, (D) larvas de G.
mellonella mostrando
signos de parasitacion.

Recuperacion de nematodos entomopatdgenos

Figura 3. Recuperacion de
nematodos
entomopatégenos (A)
nematodos
entomopatdgenos en
camara White, (B)
observacion al
estereoscopio de nematodos
entomopatdgenos después
de la recuperacion.
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Nematodos entomopatdgenos

Figura 4. Cuantificacion de
nematodos
entomopatdgenos en placa
rayada y dividida en
transeptos de 1 cm.

3. Resultados

Se aisléd una gran cantidad de nematodos entomopatdgenos de los
agroecosistemas de la regién Lambayeque; la cepa aislada del cultivo de maiz del
distrito de Monsefd, se la denominé M2 debido que la muestra ndmero 2 fue la que se
recupero en las larvas de G. melonella y la cepa que se aisld del cultivo de mango del
distrito de Motupe se la designé MH, la multiplicacion se realizé en larvas de G.
mellonella de ultimo estadio (Figura 5).

Nematodos entomopatdgenos

Figura 5. Nematodos
entomopatdgenos
recuperados vistos al
estereoscopio. (A) cepa M2
visto  al estereoscopio con
presencia de nematos de
diferente tamano. (B) cepa
MH visto al estereoscopio.
con presencia de nematos de
diferente tamano.

4. Discusion

En el presente estudio se aislaron dos cepas de nematodos entomopatégenos
nativos del distrito de Monsefd (M2) y del distrito de Motupe (MH] de la region
Lambayeque por sus caracteristicas morfolégicas y de comportamiento se dedujo que
probablemente son del género Steinernema, estas caracteristicas son descritas por
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Poinar (1986), Wright (1990), (Poinar y Georgis, 1990), (Poinar, 1976]) El género
Steinernema comprende un estado de huevo, cuatro estados juvenilesy un estado adulto
(machos y hembras) de diferentes tamafos y juveniles mas pequefios observados al
estereoscopio, el tercer estadio juvenil es el infectivo, llamado en ocasiones “larvas
dauer”, al diseccionar las larvas de G. mellonella se observé una primera generacion de
adultos “gigantes”.

Para el género Heterorhabditis los juveniles de la primera generacion llegan a ser
hermafroditas y en la segunda generacion se desarrollan machos y hembras. Con
microscopia electrénica la diferencia entre los juveniles infectivos de Steinernema y
Heterorhabditis es por la posicion del poro excretor con relacion al anillo del nervio, el
poro es posterior al anillo de nervio en Heterorhabditis y anterior en Steinernema,
Heterorhabditis posee gancho en la punta de la cabeza, Steinernema carece de gancho,
los Steinernematidos masculinos carecen de una bursa caudal apoyada por la papila,
estructuras que se encuentran con todos machos Heterorhabditidos.

Stock, Pryor y Kaya (1999]). Muestreo diferentes habitats de California
encontrando un 80 % de steinermatidos y un 20 % de Heterorhabditis. Hazir, Keskin,
Stock, Kayay Oscan (2003) muestrearon 7 regiones geograficas de Turquia de todos los
nematodos entomopatdgenos aislados 15 fueron steinernematidos y siete fueron
heterorhabditidos, estos resultados indica que el género Steinernema estd mas
distribuido en la tierra y estd mejor adaptado que el género Heterorhabditis, en el
muestreo que se realizé en el distrito de Monsefu y el distrito de Motupe los nematodos
aislados son probablemente del género Steinernema. Kaya et al (2006) menciona que es
recomendable utilizar especies indigenas o nativas para una zona determinada para
combatir las plagas. Kayay Reardon (1982) avances realizados en el comportamiento de
nematodos y ecologia demuestran claramente que son patégenos no generalistas sino
mas bien especificos.

Actualmente existen técnicas moleculares del ADN que son mas rapidas y
fiables para identificar, caracterizar poblaciones de nematodos hasta la subespecie
(Curran, Bailliey Webster, 1985; Currany Webster, 1987).

5. Conclusiones

* Se aislaron dos cepas de nematodos enteropatégenos de los
agroecosistemas de la region Lambayeque.

* LacepaM2fueaisladade cultivode maiz deldistrito de Monsefuy la cepa MH
en cultivode mango del distrito de Motupe.

* Permitié conocer que en la region Lambayeque existen especies nuevas de
nematodos enteropatégenos.

* Estas nuevas cepas pueden ser muy Utiles para el control de plagas
agricolas, debido que las plagas agricolas no generan resistencia con este
tipo de control.
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