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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizo en el laboratorio de Ciencias y Ecologia
de la Universidad Nacional del Santa en Nuevo Chimbote-Santa-Ancash y en campo de
Asparagus officinalis Linnaeus “esparrago” situado en Casma-Ancash, durante los meses de
enero a marzo 2021. Teniendo como objetivo probar el efecto de tres concentraciones de
Heterorhabditis bacteriophora Poinar en el control de prepupas y pupas de Elasmopalpus

lignosellus Zeller “gusano picador”.

En laboratorio se experimentd con 192 prepupas y 192 pupas de Elasmopalpus
lignosellus Zeller “gusano picador”, de igual manera se experimentdé en campo con 192
prepupas y 192 pupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” con tres
tratamientos a concentraciones de 1500, 3000 y 5000 Nematodos Entomopatdgenos
(NEP's)/mL. Se us6 un disefio completamente al azar (DCA) experimentando tres tratamientos

con cuatro repeticiones por estadio, y se considerd un testigo por repeticion.

Las evaluaciones se hicieron a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas después de la inoculacién
de las concentraciones de los NEP's, el nimero de prepupas y pupas de Elasmopalpus
lignosellus Zeller “gusano picador” a evaluar por tratamiento fueron 12, de las cuales se
registraron las prepupas y pupas parasitadas y nematodos infectivos encontrados. En
laboratorio, las prepupas presentaron una mortalidad de 45.8, 60.4 y 81.3%, en pupas 41.7,
58.3 'y 72.9% a las dosis de 1500, 3000 y 5000 NEP's/mL de Heterorhabditis bacteriophora
Poinar. En campo el control de prepupas fue de 39.6, 50.0 y 68.8% Yy en pupas 35.4, 45.8 y

60.4 % a las mismas dosis.

Palabra clave: Nematodos entomopatogenos, Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano
picador”, Asparagus officinalis Linnaeus “esparrago”, parasitadas, mortalidad, nematodos

infectivos.



ABSTRACT

This research work was carried out in the Laboratory of Sciences and Ecology of the
National University of Santa in Nuevo Chimbote-Santa-Ancash and in the field of Asparagus
officinalis Linnaeus "asparagus" located in Casma-Ancash, during the months of january to
march 2021. Aiming to test the effect of three concentrations of Heterorhabditis bacteriophora

Poinar in the control of prepupae and pupae of Elasmopalpus lignosellus Zeller “biting worm”.

In the laboratory, 192 prepupae and 192 pupae of Elasmopalpus lignosellus Zeller
"biting worm™ were experimented, in the same way, 192 prepupae and 192 pupae of
Elasmopalpus lignosellus Zeller "biting worm™ were experimented with three treatments at
concentrations of 1500, 3000 and 5000 Entomopathogenic Nematodes (NEP's) / mL. For this,
a completely randomized design (DCA) was used, employing three treatments with f

repetitions per stage, considering a control per repetition.

Evaluations were made at 24, 48, 72, 96 and 120 hours after the inoculation of the NEP's
concentrations, the number of prepupae and pupae of Elasmopalpus lignosellus Zeller "biting
worm" to be evaluated by treatment were 12, of which were they recorded the parasitized
prepupae and pupae and infective nematodes found. In the laboratory, the prepupae showed a
mortality of 45.8, 60.4 and 81.3%, in pupae 41.7, 58.3 and 72.9% at the doses of 1500, 3000
and 5000 NEP's / mL of Heterorhabditis bacteriophora Poinar. In the field the prepupal control

was 39.6, 50.0 and 68.8% and in pupae 35.4, 45.8 and 60.4% at the same doses.

Key word: Entomopathogenic nematodes, Elasmopalpus lignosellus Zeller “biting worm”.,

Asparagus officinalis Linnaeus “asparagus”, parasitized, mortality, infective nematodes.
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I. INTRODUCCION

Elasmopalpus lignosellus Zeller también conocido como “gusano picador”
perteneciente a la familia Pyralidae del orden Lepiddptera, se encuentra ampliamente
distribuida en el continente americano y en nuestro medio. La severidad del dafio esta
relacionada con el incremento de la temperatura y déficit hidrico, ademas de residuos que deja
la quema de rastrojos. La combinacion de estos factores acelera el ciclo bioldgico, aumenta la

capacidad de consumo de las larvas y por lo tanto el dafio al cultivo. (Salazar Blanco, 2016)

Red Agricola (2018) sostiene que Elasmopalpus lignosellus Zeller, empez6 desde hace
unos cuatro afios atras a atacar a Asparagus officinalis “esparrago” en Ica. Después de la
cosecha, este gusano perforador ingresa por el cuello de la planta y comienza a escalar hasta

alojarse en la parte central del tallo.

El uso intensivo de agroquimicos sintéticos en la agricultura ha causado diversos
problemas en el medio ambiente, como la contaminacion del agua, del suelo y de los alimentos,
causando posiblemente problemas en la salud de los agricultores y consumidores. (Garcia,

1997).

Las altas concentraciones de agroquimicos acumulados en los agrosistemas han
promovido, ademas, el desarrollo de resistencias en plagas y patdgenos, facilitando su rapido
resurgimiento, e incluso promueven que plagas secundarias se conviertan en plagas clave al
afectar negativamente a sus enemigos y antagonistas naturales. Con el fin de reducir estos
riesgos, la Union Europea (UE) ha intervenido en el modo de uso de los productos
fitosanitarios, apostando por su reduccion en favor de métodos “no quimicos” y en el que se
promueven acciones que garanticen, dentro del manejo integrado de cultivos, la aplicacion de

los principios generales de la gestion integrada de plagas. No obstante, y a pesar de la normativa
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vigente, el uso de plaguicidas en la UE se ha incrementado en un 4% entre los afios de 2006 y
2016, y recientemente se ha constatado la presencia de residuos de plaguicidas en més del 80%
de los suelos agricolas europeos. Ademas, el 50% de los cultivos europeos acumulan mezclas
de varios de estos productos, cuyo efecto combinado es desconocido y, por tanto, su potencial
riesgo para la salud y el medio ambiente es dificil de predecir. Estos datos ponen de manifiesto
la necesidad urgente de impulsar el desarrollo de herramientas eficaces y no contaminantes
como son el uso y manejo de agentes de control biolégico como son, entre otros muchos, los

nematodos entomopatdgenos. (Campos et al., 2020)

Durante las ultimas décadas, aumentado el interés por el uso de los microorganismos
benéficos para el control de plagas agricolas. Muchos investigadores a nivel mundial han
estudiado las interacciones que se dan entre el agente patdégeno, su hospedero y el medio
ambiente; con la finalidad de desarrollar férmulas de aplicaciébn en campo que sean
competitivos con otros métodos de control y puedan ser utilizados en gran escala. Actualmente
trabajamos con entomopatdgenos y antagonistas. Se denomina entomopatégeno a cualquier
agente bidtico, normalmente microscopico que origina enfermedades en insectos o aracnidos;
pueden ser hongos, bacterias, virus, nematodos y ricketsias. Penetran en la especie plaga a
través del tubo digestivo provocando la muerte del hospedante. Asimismo, los antagonistas son
microorganismos que interfieren en la supervivencia o desarrollo de los patégenos
(enfermedades), pueden ser hongos, bacterias y levaduras. Se caracterizan por su escasa

toxicidad y se comercializan como un insecticida convencional (SENASA, 2015)

La incorporacion de agentes biol6gicos para la regulacion de insectos y otros
organismos plaga se hace cada dia mas urgente como respuesta a las restricciones cada vez mas
estrictas par a el uso de agroquimicos y a las exigencias de calidad en los productos de origen
agricola en mercados nacionales y ain mas en los internacionales. No menos importantes son

los requerimientos en lo que tiene que ver con la proteccion del medio ambiente y la
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biodiversidad dentro de la moderna concepcion del desarrollo sostenible. El uso de hongos,
bacterias y virus entomopatégenos ha cobrado mayor importancia durante las dos Ultimas
décadas y el estudio de los nematodos o entomonematodos, es considerado una alternativa
promisoria en e | control de plagas agricolas, pecuarias y aun aquellas que afectan instalaciones

industriales (Saenz, 2005) mencionado por (Angulo, 2015).

El uso de NEP's es una herramienta mas para el control de insectos plagas, con las
ventajas propias de un organismo de control biolégico y la posibilidad de buscar la presa dentro
de ambientes cripticos y poco accesibles por otros medios de control, incluyendo los productos
quimicos. En la medida que se conozca mas sobre esta tecnologia y aumente su uso, mayores
serén las posibilidades de desarrollo, como una herramienta efectiva dentro del control

integrado de plagas. (France, 2013)

Los NEP's presentan diferentes medios de adaptacion a las condiciones de suelo y
clima, entre las que se destacan su habilidad de moverse en el perfil del suelo, en busca de
condiciones dptimas de sobrevivencia, de acuerdo a temperatura y humedad, o para buscar un
hospedero siguiendo gradientes de excrecion, CO2 o movimiento (Alekseev et al., 2006)

mencionado por (France, 2013)

No solo se ha demostrado la efectividad de los NEP's como paréasitos obligados y
portadores de enfermedades en una amplia variedad de insectos que habitan en el suelo, pero
ademas el que estos organismos presenten la mayoria de los atributos que debe tener un efectivo
agente de control biolégico: matan su huésped rapidamente, son especificos contra numerosos
insectos plagas, inocuos para vertebrados y plantas, faciles de propagar y almacenar, capaces
de buscar a su huésped por si mismos, no contaminan el medio ambiente y se adaptan bien a
un control integrado de plagas, (Griffin et al., 2005; Koppenhdofer, 2007; Lewis and Clarke,

2012) mencionado por (France 2013)
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1.1. Antecedentes

Wagiyana et al. (2019) manifiestan que los NEP's que sirven como agentes de control
bioldgico incluyen Steinernema spp. y Heterorhabditis spp. Heterorhabditis indicus Poinar
tiene una alta toxicidad contra las larvas de lepidopteros y coledpteros y se desarroll6 con éxito
para la produccion en masa en el Laboratorio de Control Bioldgico de la Universidad de
Jember. Estos nematodos se formulardn como bioplaguicidas solidos y liquidos. Estas férmulas
se probaron para determinar la patogenicidad y viabilidad de NEP's en las larvas de
Hypothenemus hampei Ferrari, y Galleria melonella Linnaeus “gusano de la miel”. Los
resultados mostraron que la patogenicidad del aislamiento de NEP's a las larvas de CBB en
Silo fue del 30% después de 24 horas y del 90% después de 48 horas de inoculacion in vivo.
Sin embargo, la mortalidad de las larvas de broca fue solo del 10% mediante la pulverizacion
de liquido sobre la baya del café. La viabilidad fue de 524 Jls (juveniles infectivos) en la
férmula liquida empaquetada en una esponja de poliuretano, y fue mayor que la de la formula

solida (330 JIs).

Yuksel & Canhilal (2018) evaluaron la eficacia de los aislados locales de NEP's contra
el cuarto estadio larvario de Agrotis ipsilon Hufnagel, a diferentes concentraciones (10, 25, 50,
100 Jls/larva/placa Petri y 25, 50, 100 JIs / cm? de suelo) en dos entornos experimentales
diferentes, incluidos papeles de filtro en placas Petri y suelo en recipientes de plastico en
condiciones de laboratorio a 25 + 1°C. La mortalidad de las larvas de Agrotis ipsilon Hufnagel
se registré el primer, segundo, tercer y cuarto dia después de la inoculacion, donde las tasas de
mortalidad aumentaron al aumentar las concentraciones. La tasa maxima de mortalidad (100%)
se alcanz6 dentro de los 2 dias posteriores a la inoculacion, inoculando los aislados de

Heterorhabditis bacteriophora Poinar FLH-4-H y Heterorhabditis indica Poinar 216-H a
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concentraciones de 50 y 100 Jis/cm?, en el experimento del recipiente de plastico. La tasa de
mortalidad mas alta (90%) se obtuvo con el aislado de Steinernema carpocapsae Filipjev E76-
S a una concentracion de 100 Jis/larva/placa Petri el cuarto dia después de la inoculacion, en
el experimento de placa Petri. Los valores de concentracion letal (LCso y LCg0) de la poblacion
de larvas de Agrotis ipsilon Hufnagel, fueron 52 JIs y 129 Jls, respectivamente, para el aislado
de Steinernema Sentiae Filipjev E76-S en las pruebas de placa Petri. En el experimento del
recipiente de plastico, los valores mas bajos de LCso y LCgoo fueron 17 JI y 23 JI,
respectivamente, para el aislado de Heterorhabditis bacteriophora Poinar FLH-4-H. Los
resultados mostraron gue todos los aislamientos autoctonos de NEP's tenian un buen potencial

en el manejo de Agrotis ipsilon Hufnagel.

De Sousa Rodriguez et al. (2017) publicaron en el articulo Potencial de los Nematodos
Entomopatdgenos del género Heterorhabditis para el control de Stomoxys calcitrans Linnaeus
(Diptera: Muscidae) se verifico el potencial patogénico de NEP's del género Heterorhabditis
(Heterorhabditis bacteriophora, aislado HP88 y Heterorhabditis baujardi Poinar aislado
LPP7) a estadios inmaduros de Stomoxys calcitrans Linnaeus en el laboratorio. Todas las
concentraciones de NEP's de la cepa Heterorhabditis bacteriophora Poinar HP88 provocaron
una mortalidad larvaria media superior al 90 % después de cuatro dias. Las concentraciones
mas altas del aislado de Heterorhabditis baujardi Poinar LPP7 (>50 NEP's/larva) eliminaron
mas del 70 % de las larvas después de 6 dias con la concentracion 200 NEP's/larva alcanzando
niveles de mortalidad del 93,3 %. La mortalidad de larvas en todas las concentraciones de
NEP's (25, 50, 100, 150 y 200 NEP's/larva) para ambas cepas fue significativa (p <0,05) en
comparacion con los respectivos grupos de control. Los NEP's no causaron una mortalidad
considerable cuando se aplicaron directamente a las pupas. El conjunto de resultados
observados sugiere que los NEP's del género Heterorhabditis, aislados HP88 y LPP7, son una

alternativa prometedora en el control de “la mosca del establo”.
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Alvarado & Noriega (2018) en su investigacion determinron la mortalidad de prepupas
y pupas de Spodoptera frugiperda Smith por efecto de tres concentraciones de Heterorhabditis
bacteriophora Poinar. En laboratorio se trabajo en total con 60 prepupas y 60 pupas del insecto
a concentraciones de 1 000, 3 000 y 5 000 NEP's/mL, se realizaron 3 repeticiones y un testigo.
En el invernadero se usé una parcela de 60 m sembraron coronas de Asparagus officinalis
Linnaeus en 4 surcos de 15 m, 0.20 m entre planta y planta, 2.5 m entre surco y surco. Se
realizaron tres tratamientos con un testigo, se utilizaron 12 sectores de surcos de 3 m, en cada
sector se colocaron al azar 20 prepupas y 20 pupas por la técnica del insecto trampa, para cada
tratamiento se inocul6 el nematodo a las mismas concentraciones en una mochila de inyeccion
10 L de agua. Se determinaron porcentajes de mortalidad, se realizd Analisis de Varianza y
Prueba de Tukey, con un nivel de confianza de 95 %. En ambos lugares se evalud a las 24 y 48
horas y de 24, 48, 72. 96 y 120 horas para prepupas y pupas respectivamente. En laboratorio,
las pre pupas presentaron una mortalidad de 75, 87 y 92 %, en pupas 55. 70 y 80 % a la dosis
de 1 000, 3000y 5000 NEP's mL, respectivamente. En invernadero la mortalidad de prepupas
fue de 68, 70y 78 % y en pupas 48 53 y 62 %, a las mismas dosis. Se encontraron diferencias
significativasa 1 000 y 5000 NEP's mL en pre pupas y 1 000 NEP's mL en pupas en laboratorio
en invernadero solo se encontré diferencia estadistica a 5000 NEP's mL en pupas, no
presentaron diferencias significativas en prepupas, en los tiempos se encontraron diferencias
significativas en ambos estudos. concluye que en laboratorio e invemadero la dosis mas
eficiente en la mortalidad de prepupas y pupas de Spodoptera frugiperda Smith fue de 5000

NEP's/ mL. de Heterorhabditis bacteriophora Poinar

DRMIC, et al. (2020) demostraron la eficacia de los NEP's Heterorhabditis
bacteriophora Poinar, 1976 JIs en el “gorgojo de la remolacha azucarera” (Bothynoderes

punctiventris Germar en larvas y evaluar su potencial de uso en la practica. En experimentos
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de campo, se utilizaron tres dosis de nematodos y un control sin tratar. En las condiciones de
ataque larvario moderado (infestacion promedio de 0.28 larvas por planta), los NEP's
mostraron una clara respuesta a la dosis siendo altamente efectivos (92,86 % de control) cuando
se aplicaron en la dosis méas alta. Aunque los resultados indicaron que Heterorhabditis
bacteriophora Poinar podria tener un efecto de mortalidad satisfactorio en las larvas del
“gorgojo de la remolacha azucarera”, se necesitan mas investigaciones para determinar mejor

la dosis optima y el momento de aplicacion.

Torrini et al. (2017) realizaron por primera vez bioensayos de laboratorio para evaluar
la susceptibilidad de las pupas de Bactrocer oleae Rossi a con especies de NEP's, Steinernema
carpocapsae Filipjev y Heterorhabditis bacteriophora Poinar. Los nematodos probados
causaron una mortalidad de pupas de 62,5 % y 40,6 %, respectivamente. El resultado méas
destacable se obtuvo con Steinernema carpocapsae Filipjev, que logré infectar al 21,9 % de
los adultos emergidos. Dado que esta mosca tefritida paso varios meses en el suelo como pupa,

el uso de NEP's podria ser un método prometedor para controlar esta plaga.

Crisanto (2016) determind la capacidad de propagacion del nematodo entomopatogeno
Heterorhabditis bacteriophora Poinar en larvas de Galleria mellonella Linnaeus “gusano de
la cera”, Spodoptera eridania Cramer y Oxydia vesulia Cramer. El trabajo se realiz6 en el
Laboratorio de Entomologia de La Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional
de Trujillo, de mayo a noviembre del 2015. Se usaron larvas del instar V, La parasitacion fue
de 150 nematodos/larva en cada hospedero, la unidad experimental fue de 20 individuos
infectados, con cinco repeticiones. La mayor propagacién se obtuvo de larvas de Oxydia
vesulia Cramer que fue de 217 550 + 22 772 Jls/larva, seguido de Spodoptera eridania Cramer,
y de Galleria mellonella Linnaeus “gusano de la cera” con un promedio de 162950 + 19461

Jis/larva'y 123850 £ 18076 Jls/larva, respectivamente.
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Pachecho (2014) observo la patogenicidad de tres cepas de NEP's M2 y MH aislados
del distrito de Monsefu de la regién Lambayeque y Heterorhabditis sp (nativo) donado por el
Instituto Nacional de Investigacion Agraria (INIA) Vista Florida Lambayeque, al realizar la
prueba de patogenicidad de las tres cepas M2, MH y Heterorhabditis sp (nativo) sobre larvas
de Galleria mellonella Linnaeus “gusano de cera” para ver la calidad de los NEP's, M2 y MH
presentaron muy baja patogenicidad con un porcentaje de 67 % cada cepa a comparacion de
Heterorhabditis sp. (nativo) que presentd una patogenicidad de 89 %. En el ensayo de
patogenicidad con el nematodo mas patdgeno Heterorhabditis sp (nativo) en larvas de ultimo
estadio y pupas de la plaga del tomate Prodiplosis longifila Gagné “mosquilla de los brotes”
presentd una elevada patogenicidad, en larvas concentracion letal medio (CLso) fue 108466
nematodos a 24 horas y 33767 nematodos a 48 horas. En las pupas la concentracion letal medio
(CLso) fue 153064 nematodos a 24 horas y 4687 nematodos a 48 horas. De acuerdo a estos
resultados el nematodo entomopatogeno Heterorhabditis sp. (nativo) tiene un gran potencial
para el control de pupas de Prodiplosis longifila Gagné “mosquilla de los brotes”, y en caso de

las larvas estas presentaron una forma de resistencia denominada "salto larval”.

Diaz & Rodriguez (2018) investigaron el efecto del nematodo entomopatégeno
Heterorhabditis sp con la aplicacion de tres concentraciones (3000, 5000 y 7000 JIs/mL). para
el control bioldgico de la mosca mediterranea de la fruta (Ceratitis capitata Wiedemann) bajo
condiciones de laboratorio. Se realizaron evaluaciones a los 10, 13 y 16 dias después de la
inoculacién de las concentraciones del nematodo entomopatogeno, el nimero de larvas de la
mosca mediterranea de la fruta (Ceratitis capitata Wiedemann) a evaluar por tratamiento fue
15, de las cuales se contaron las larvas y pupas parasitadas y nematodos juveniles infectivos
por larvas y pupa. Se obtuvo como resultado en la investigacion que el mayor numero de
individuos muertos lo representa el Tz (7000 Jis/mL) con un porcentaje de mortandad igual a

76.7 % seguido del tratamiento T (5000 Jis/mL) con un porcentaje de mortandad de 65.0 %,
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finalmente el tratamiento T1 (3000 JIs/mL) muestra un porcentaje de mortandad inferior a los

anteriores igual a 48.3 %.

Calle (2019) mediante la inoculacion de concentraciones de 10, 100 y 200 nematodos/
mL sobre los estadios larvales I, I11, IV y V de Spodoptera frugiperda Smith con aspersiones
dirigidas. Evalud el porcentaje de mortalidad a los 24, 48, 72 y 96 horas después de la
inoculacién; asi mismo, se determind el porcentaje de eficacia de control. Las larvas de
Spodptera frugiperda Smith inoculadas con Heterorhabditis bacteriophora Poinar presentaron
mortalidad en sus distintos estadios larvales; los estadios con mayor porcentaje de muerte
fueron IV y V. Las concentraciones mas efectivas que causaron mayor porcentaje de
mortalidad fueron 100 y 200 individuos mL. Heterorhabditis bacteriophora Poinar causo la
mortalidad en gran porcentaje de larvas de Spodoptera frugiperda Smith, logrando provocar la
muerte de hasta el 75 % de la poblacion evaluada del V estadio. Por lo que existe una relacion
directa entre la concentracion del nematodo y el porcentaje de mortalidad en larvas de
Spodoptera frugiperda Smith; la concentracién de 200 nematodos mL logré el mas alto control
de Spodoptera frugiperda Smith. Los estadios larvales IV y V son los mas sensibles a la

aplicacion del nematodo.

Asimismo, Sanchez et al. (2019) con el propdsito de determinar el control biologico de
Spodoptera frugiperda Smith en el cultivo de maiz con NEP's, propusieron realizar pruebas en
los invernaderos del (INIA), utilizando NEP's (Heterorhabditis sp.) con cuatro diferentes
concentraciones (200, 300, 500 y 750 juveniles infectivos por tratamiento), lo que permitié
determinar la concentracion letal media (CLso-4s), porcentaje de mortandad ademas de dafio en
plantas de maiz por dicha plaga. Mediante analisis Probit al 95.0 % se obtuvo que la CLso.4s,
para Heterorhabditis bacteriophora Poinar fue 18258 Jls/larva y para Heterorhabditis sp
(nativo), fue 26268 Jls/larva. La prueba de Anova y de comparacion simultanea de Tuckey

encontré diferencias significativas (p = 0.005) entre algunas concentraciones de los
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tratamientos, estableciendo que el mejor nematodo para combatir las larvas de cogollero fue
Heterorhabditis bacteriophora Poinar, con el menor porcentaje de dafio en planta (53.3 %) y
la mayor mortalidad (84.4 %) en una concentracion de 750 Jls/larva. A comparacion del
tratamiento con Heterorhabditis sp. (nativo), que obtuvo mayor porcentaje de dafio en planta

(83.3 %) y la menor mortalidad (46.6 %) en una concentracion de 200 Jls/larva.

1.2. Formulacién del problema

Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” es una plaga polifaga y de
importancia econémica en el cultivo de Asparagus officinalis Linnaeus “esparrago”, a nivel
nacional y especificamente en el valle de Casma; es una plaga clave en el cultivo de Asparagus
officinalis Linnaeus “esparrago”, su presencia causa pérdidas considerables en el cultivo
restdndoles rentabilidad y calidad al producto afectando la economia de los pequefios
productores del valle de Casma.

El control de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” actualmente se basa en
el control quimico dirigido al control de adultos y larvas; método que ha resultado ser poco
eficaz para el control de la plaga; e incluso la aplicacion constante de productos quimicos
podria estar generando resistencia de la plaga, e incluso podria estar afectando la inocuidad del
producto, asi mismo, puede estar afectando el ecosistema y los controladores bioldgicos
naturales.

Actualmente los métodos de control no estan dirigidos a las prepupas y pupas de
Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador”, asi mismo, no se estd considerando el uso
de agentes de control biolégico como el Heterorhabditis bacteriophora Poinar para el control
de la plaga a nivel de estos estadios. La informacion sobre el uso de Heterorhabditis
bacteriophora Poinar es escasa y poco disponible e incluso inexistente para las condiciones del
valle de Casma, al no existir mucha informacion disponible sobre el uso de Heterorhabditis

bacteriophora Poinar.
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A nivel de estadios biologico de pupas y prepupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller
“gusano picador” se plantea el presente trabajo de investigacion con el uso de diferentes
concentraciones de Heterorhabditis bacteriophora Poinar para el control de Elasmopalpus

lignosellus Zeller “gusano picador” a nivel de prepupas y pupas.

FORMULACION DEL PROBLEMA: considerando la problematica de la
investigacion nos formulamos lo siguiente:
¢Cudl sera el efecto en el control de pupas y prepupas de Elasmopalpus lignosellus
Zeller “gusano picador” de tres concentraciones de Heterorhabditis bacteriophora Poinar?
1.3. Objetivos
Objetivo general
- Evaluar el efecto de tres concentraciones de Heterorhabditis bacteriophora Poinar para
control de prepupas y pupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” en

laboratorio y campo de Asparagus officinalis Linnaeus “esparrago”.

Objetivos especificos

- Determinar el efecto de tres concentraciones de Heterorhabditis bacteriophora Poinar
maés eficiente en el control de prepupas y pupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller

“gusano picador” en laboratorio.

- Determinar el efecto de tres concentraciones de Heterorhabditis bacteriophora Poinar
maés eficiente en el control de prepupas y pupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller

“gusano picador” en campo de Asparagus officinalis Linnaeus “esparrago”.

1.4. Hipotesis

La dosis de mayor concentracion de Heterorhabditis bacteriophora Poinar tendra mayor
control sobre prepupas y pupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” a nivel

de laboratorio y a nivel de campo de Asparagus officinalis Linnaeus “esparrago”.
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1.5. Importanciay Justificacion

Esta investigacion tiene como prop0sito proporcionar nuevos conocimientos acerca de
una nueva alternativa de control ecologico de Elasmopalpus lignosellus Zeller a nivel de
prepupas y pupas en el cultivo de Asparagus officinalis Linnaeus “esparrago”, por lo que existe
escasa informacidn acerca del control en dichos estadios de la plaga, asi mismo, esta nueva
alternativa generaria productos inocuos para el ser humano y el medio ambiente.

El control bioldgico es una excelente opcidn para controlar Elasmopalpus lignosellus
Zeller en campos de Asparagus officinalis Linnaeus “esparrago”, mediante el uso de
microorganismos existentes poco conocidos por los productores del valle de Casma, asi mismo
se generaria mas informacidn acerca del uso de organismos entomopatdgenos para obtener
resultados favorables en los campos agricolas.

Con la investigacién se pretende aportar informacion y conocimientos que beneficien
a técnicos, estudiantes y principalmente a los productores del cultivo de esparrago del valle de
Casma, que se encuentren afectados por Elasmopalpus lignosellus Zeller, asi mismo motivaria
a investigadores a realizar nuevas investigaciones dentro del manejo integrado de plagas, como
es el control bioldgico haciendo uso de nematodos entomopatdégenos como Heterorhabditis
bacteriophora Poinar, en otras plagas que afecten a los productores del interior del pais.

1.6. Limitaciones del trabajo de investigacion

La limitacion durante el desarrollo de la investigacion fue la disponibilidad de larvas de
I1, 111, 111y 1V de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador”. Por el habito de la plaga

y dificultad de extraerlas del campo.
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Il. MARCO TEORICO
2.1. Cultivo de Asparagus officinalis Linnaeus “esparrago”

- Generalidades

El cultivo de Asparagus officinalis Linnaeus “esparrago” tuvo sus inicios en Perl a
comienzos de la deécada del 50. Las primeros sembrios se dieron en el Valle de Virg,
comenzando de un proyecto familiar para exportacion de Asparagus officinalis Linnaeus
“esparrago”, el crecimiento fue lento, dentro del departamento de La Libertad y en parte a
causa de la reforma agraria en 1972. La produccién lograda en Asparagus officinalis Linnaeus
“esparrago” verde y blanco desde sus inicios fue elevada, debido a las buenas condiciones
climaticas y a los suelos sueltos de la costa peruana, y por ello se coniguio dos cosechas en
algunos vslles y tres cosechas en dos afios en otros valles, logrando en los mejores casos un

rendimiento de 2 tn/ha/afio. (O'Brien & Diaz, 2004, p. 9)

Segun Instituto Peruano del Esparrago y Hortalizas (IPEH, 2014) seguido de China, el
Per( ocupa el segundo lugar como el pais con mayor produccion. Los distintos procesos de
calidad aplicados en la produccion de esparragos lo ubican como una de los mejores en
América Latina. En los Gltimos afios la produccién ha ido aumentando, por el incremento de
mercado en paises europeos (Inglaterra, Holanda, etc.) y Estados Unidos; ademas de iniciando
el proceso y las gestiones para el acceso al mercado asiatico (China). Aunque la poblacion
peruana no evidencia habito de consumo considerable, ya se observan las ofertas en los

supermecados. (p.7)

Morfologia

Moreira & Gonzales (2002) describen en su investigacién que:
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Asparagus officinalis Linnaeus “esparrago” es una planta dioica perenne. La
planta masculina posee flores elongadas con estambres y en general, produce
mayor numero de turiones o tallos, pero de menor diametro que la femenina. La
planta femenina posee flores redondeadas, mas pequefias y posee un menor
namero de turiones, pero de mayor diametro. Los frutos inmaduros son de color
verde y rojos en la madurez conteniendo seis semillas de forma triangular, la
corona de la planta es un rizoma o tallo modificado subterraneo, el cual posee

yemas que al desarrollarse forman los tallos aéreos.

Sistema radicular

Describe el Instituto Peruano del Esparrago y Hortalizas (IPEH, 2014)

Rizoma

Se caracteriza por ser muy desarrollado en la medida que se va incrementando
permanentemente, y también por ser profundo, ya que estd conformado por
raices perennes que pueden alcanzar una extension de hasta 1,5 m de largo. Se
estima que el 75 % del sistema radicular se ubica hasta una profundidad de 0,75
m. Las raices son cilindricas, fibrosas, delgadas y carnosas. A partir de ellas se
forma una masa radicular con muchas raicillas, a lo que se le denomina corona;
en el centro y arriba de aquella, se encuentran las yemas que dan origen a los
tallos. Las raices tienen la facultad de acumular reservas (agua y nutrientes) para

la proxima produccion de turiones describe. (p.13)

El Instituto Peruano del Esparrago y Hortalizas (IPEH, 2014), lo ecribe asi:

El esparrago consta de un tallo subterraneo horizontal denominado corona o

rizoma; de aqui surgen yemas que se agrupan y se alargan hasta formar turiones.
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Tallo

Hojas

La corona se presenta como el punto de unién del conjunto de raices con la parte

aérea de la planta (tallos aéreos, hojas, flores y frutos). (p.13)

Sanchez & S&nchez (2008) describen al talllo:

Son brotes alargados que crecen desde la corona gracias a las reservas
almacenadas en el sistema radicular. A través del tallo circula el agua y las
sustancias nutritivas, por ser de color verde desempefian funciones de
asimilacion para la nutricion de la planta. El tallo inicial y forma parte de la
corona, constituyendo esencialmente un rizoma de desarrollo horizontal a partir
del cual se producen las yemas, estas al crecer daran origen, cuando haya una
gran acumulacion de sustancias de reserva, los tallos suculentos que

inicialmente no se ramifican son denominados turiones y se cosechan tiernos.

(p.18)

Sanchez & Sanchez (2008) describen al talllo:

Las escamas de forma triangular de las yemas son las hojas correspondientes.
Las yemas laterales van creciendo a medida que el turion empieza a madurar,
dando un aspecto de florido o cabeza abierta el brotamiento normal del turion,
es de 15 cm hasta 20 cm de altura. Las hojas se lignifican, para dar lugar a las

hojas cortas y finas las cuales son llamadas filocladios. (p.18)

32



Flores

Instituto Peruano del Espéarrago y Hortalizas (IPEH, 2014) declara y describe que:

El esparrago es una planta en su mayoria dioica por tener presente en su
morfologia floral estructuecturas masculinas y femeninas. En otro caso de
plantas las masculinas solo presenta flores estaminadas y la femenina solo
pistiladas. Las flores son de forma acampanada y color verde bajo. En las
plantas masculinas se denotan brotes mas pequefios, delgados, y abundantes. En
distincion las plantas femeninas emiten brotes largos y gruesos. Estas
condiciones determinan que las masculinas tengan un mayor nimero de turiones
Y que su peso por planta y por hectarea sea mayor, de otra manera que las plantas

femeninas presenan turiones mas grandes y de mayor didmetro. (p. 14)

Fruto
Sanchez & Sanchez (2008) aseguran en su descripcion dde el fruto:
El fruto es de forma esférica conformada por mesocarpio y endocarpio. Su color
es verde en sus inicios, rojo en la maduracion y naranja cuando la termina la
maduracion. El fruto mide aproximadamente 6 mm de didmetro. (p. 19)
Semillas

El Instituto Peruano del Espéarrago y Hortalizas (IPEH, 2014), afirma que:

“estas tienen de 2 mm a 3 mm de didmetro. Son normalmente redondeadas y de

color negro” (p.14).
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Fenologia

El cultivo presenta etapas de crecimiento y desarrollo muy marcadas, Alva & Leon

(citados por Fernandez, 2015) puntualizan:

Brotamiento

En los inicios fenoldgicos del cultivo es cuando la yema madura se estimulay comienza
el crecimiento lentamente (6 - 8 dias la yema madura hasta la superficie del suelo). La altura
del brote antes de ramificarse depende de diversos factores: reservas, temperatura, humedad,

calibre de brote, etc.
Ramificacion
Para el crecimiento lateral, es determinante el crecimiento de las ramas laterales y para

formar una apropiada estructura de la planta, en esta etapa aun la planta depende de las reservas,

presenta suceptibilidad a enfermedades y plagas entomopatogenas.

Apertura

Los filocladios presentes indican que esta etapa fenologica ya comenzo, el crecimiento
de este es mayor antes de separarse totalmente de la rama posteriormente hay un crecimiento,
pero es inferior. La estructura de la planta queda determinada en esta etapa. La expansion foliar

se expresa al maximo en esta etapa.

Floracién

Las flores masculinas estan presentes desde la apertura y su crecimiento se da
posteriormente. Las plantas con flores masculinas son mas precoces que las femeninas,

iniciando antes su apertura floral.
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Maduracion

Las flores caen, los frutos cuajan e inician su madurez, tornandose de color rojo intenso
al final. El color verde de la planta empieza a tener otra tonalidad de color verde a verde oscuro,
incrementandose la materia seca (mayor de 30.0 %, en brote es menor 7.0 %). En la semana 12

y 17 se incrementa la tasa de fotosintesis siendo mas eficiente, posteriomente es menor.
- Principales plagas
Prodiplosis longifilla Gagné “mosquilla de los brotes”

Fernandez (2015) manifiesta y describe que en los primeros 60 dias de la planta, esta
plaga es de mucha importancia. Es una plaga polifaga muy distribuida largo de todo el Peru
que ha encontrado las condiciones Optimas en Asparagus officinalis Linnaeus “esparrago” para
poder adaptarse. Ha encontrado las condiciones favorables en el cultivo y temperatura que le
ofrece. Los adultos son de aspecto fragil, tienen patas y antenas alargadas, y suelen ocultarse
durante el dia, a la sombra, protegidos del viento y favorecidos por condiciones de humedad.
Las hembras viven 4 a 6 dias, no se alimentan, y ovipositan en los brotes, debajo de las bracteas.
Las larvas son casi transparentes se vuelven blanco cremosas, y se desarrollan ocultas en el
brote en un medio relativamente himedo. El desarrollo de huevo a adulto toma 9 a 11 dias en
verano y 19 a 21 dias en invierno. Las larvas provocan la distorsién de los brotes, incluyendo

los turiones del esparrago verde que se deforman y pierden valor comercial.

Asimismo, IPEH (2014) sostiene que en el inicio de las etapas de desarrollo fenoldgico
como brotamiento, rameado y apertura, el cultivo se ve en peligro por las larvas que comienzan
a raspar sus tejidos, causando la distorsion y la deformacion de los brotes. Como el esparrago

verde donde estos dafios causan perdidas en su valor comercial.
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Spodoptera frugiperda Smith “gusano cogollero”

Fernandez (2015) indica que la plaga es polifaga, en el estadio larval come y raspa la
parte verde de la planta de Asparagus officinalis Linnaeus “esparrago” logrando devorar la
corteza y exponiendo la parte lefioza la cual se muestra de color blanco. Los adultos de
Spodoptera frugiperda Smith son polillas de color pajizo, con algunas tonalidades ligeramente
mas oscuras en las alas anteriores; las alas posteriores son blancas. Las hembras ponen sus
huevos en masas. Las larvas son- grisaceas con franjas longitudinales y triangulos oscuros
dispuestos a ambos lados del dorso, de manera caracteristica. El ciclo de desarrollo (huevo-
larva-pupa) toma de 5 a 6 semanas en verano y 10 semanas en invierno. La longevidad del

adulto es de 2 a 3 dias.

Sanchez & Sanchez (2008) describen en su investigacion que las larvas mastican los
brotes nuevos, perforando los tallos y como consecuencia de este tipo de alimentacion los tallos
nuevos dafiados no contindan con su desarrollo, pudiendo destruir todos los brotes nuevos y
los tallos perforados se secan, este es el tipo de dafio mas importante de esta plaga especie.
Cuando los tallos han completado su desarrollo generalmente las larvas raspan la superficie de
estos dando apariencia blanquecina al inicio y marrén claro la cual posteriormente afecta a la

normal translocacion de la planta.
Heliothis virescens Fabricius “gusano bellotero”

Fernandez (2015) afirma en su investigacion que en Asparagus officinalis Linnaeus
“esparrago”, perfora tallos -y come frutos, pero también roe la corteza de la planta como otros
noctuidos del follaje. Los tallos perforados, o con la corteza roida, terminan por secarse. Los
adultos son polillas de color pajizo con tres franjas transversales paralelas en las alas anteriores.
Las larvas varian de desde color verde claro hasta casi negro con franjas dorsales y laterales,

maés claras. Empupa en el suelo. El ciclo de desarrollo (huevo, larva, pupa, emergencia de
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adulto), toma un mes en el verano. Las altas temperaturas y presencia de flores favorecen el
incremento del Heliothis virescens Fabricius. Los huevos son puestos en tejidos tiernos y flores,

de manera individual

Asimismo, Sanchez & Sanchez (2008) describen en su investigacion que inicialmente
la larva se alimenta de los pétalos de las flores debido a la suavidad y suculencia de los tejidos,
aparentemente también consumen el polen de las flores, posteriormente migran hacia los frutos
des que son perforados o raspan los tallos desarrollados, heridas que al secarse le dan la
apariencia blanquecina o pajiza al tallo. Después cuando se ha producido un nuevo brote

migran hacia este para alimentarse.

- Condiciones agrocliméticas que intervienen en el desarrollo del Asparagus officinalis

Linnaeus “esparrago”

Sanchez & Sanchez (2008) han suscrito que la temperatura cuando es muy alta propicia
la tropicalizacion de Asparagus officinalis “esparrago” con escaza acumulacion de reservas y
cuando es muy baja las plantas no emiten brotes nuevos. La radiacién solar, los vientos, etc.
Puede afectar seriamente el agroecosistema del “esparrago”. La alta humedad ambiental
juntamente con temperaturas apropiadas, pueden ser favorables para el desarrollo de
enfermedades. La llovizna o la lluvia que se presentan entre Icay La Libertad durante los meses
de invierno o verano, donde se presentan humedades ambientales superiores al 90 % favorece

la incidencia de patdgenos foliares.

Moreira & Gonzales (2002) describen:

Que la temperatura, es uno de los factores mas importantes que afectan el
comportamiento de la planta. El crecimiento de yemas se inicia cuando las
temperaturas son superiores a 10°C. A temperaturas inferiores a esta, el

crecimiento de las yemas o tallos se detiene, o sea, la planta entra en latencia.
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La tasa de crecimiento de los tallos o turiones aumenta en forma linea conforme
la temperatura se incrementa entre los 10 a 31°C. En zonas con temperatura
arriba de los 31°C por periodos prolongados y donde no exista una marcada
diferencia entre la temperatura maxima diurna y minima nocturna, se pueden
presentar problemas de calidad, como turiones fibrosos o apertura de la cabeza
de los turiones antes de alcanzar el tamafio adecuado para el mercado. En forma
general, se considera que las temperaturas Optimas para la produccion de
esparragos en condiciones tropicales esta entre los 20 y 28°C. Se recomienda
mantener la humedad del suelo entre un 50.0 % y un 75.0 % de la capacidad de
campo. La baja humedade por largos periodos causa bajas significativas en la
produccién en cosecuencia a la formacion de brotes pequefios, con poco
didmetro y mas fibrosos. En zonas de alta precipitacién se debe proveer un
drenaje eficiente, ya que los excesos de humedad en el suelo afectan al sistema
radicular del cultivo y favorecen la proliferacion en enfermedades de tipo

fungoso o bacterial. (p.12)

IPEH (2014) reporta que al igual que el riego convencional realizado en los valles

costeros, y el riego por goteo que se realiza en las pampas eriazas, la calidad y la cantidad del

agua de riego por goteo son de suma importancia. La relacién de absorcion de sodio (SAR)

debe ser lo més bajo posible para evitar una posterior sodificacion de los suelos francos y

arcillosos, principalmente. Asparagus officinalis “esparrago” es exigente en agua, tanto para la

etapa de desarrollo vegetativo como durante el periodo de cosecha. Tratandose de una planta

que tiene en sus brotes mas de 90.0 % de agua, se entiende que la presencia de esta es necesaria,

de alli que no debe ser salina, pues una alta concentracion de sales causaria quemaduras en los

brotes tiernos y bloquearia la absorcion de nutrientes al taponar las raices absorbentes.

38



No existe una influencia directa gravitante de la humedad relativa en el crecimiento
del esparrago. En la costa, en el periodo otofio-invierno, donde la humedad relativa es
usualmente mayor a 95.0 %, se observa que, aunque la planta retrasa un poco su crecimiento,
lo mas importante es que se genera un microclima en su interior, favorable para la proliferacion
de enfermedades foliares y para algunos estados de desarrollo de ciertos insectos. De esta
manera, la humedad ambiental adecuada debe ser baja en el periodo de crecimiento de la planta
a fin de evitar la incidencia de enfermedades foliares, y alta en la época de cosecha, con el
objetivo de evitar la deshidratacion rapida de los turiones por cosechar y, por consiguiente, la

apertura de los brotes (IPEH, 2014).

2.2. Laespecie Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador”

- Generalidades

Salazar Blanco (2016) da a conocer que esta especie de la familia Pyralidae del orden
Lepiddptera, Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” también es conocido como
“gusano picador”. Esta ampliamente distribuida en todo el continente de America y en nuestro
ecosistema. La complejidad de los dafios es proporcional al incremento de la temperatura y la
deficiencia de agua en el cultivo, agregado a la quema y requema de cultivos. La combinacion
de estos factores acelera el ciclo bioldgico, aumenta la capacidad de consumo de las larvas y

por lo tanto el dafio al cultivo.

Red Agricola (2018) sostiene que Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador”,
empezd desde hace unos cuatro afios atras a atacar a Asparagus officinalis “esparrago” en Ica.
Tras la cosecha, este gusano perforador ingresa por el cuello de la planta y comienza a escalar
hasta alojarse en la parte central del tallo. Los productores no se dan cuenta de cuando ha
ingresado, basicamente porque el cultivo sigue desarrollandose con normalidad, pero cuando

se comienza a formar el follaje se observan marchitamientos. “Al inicio se pensé que era
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Fusarium sp, por los sintomas, pero cuando se hicieron los muestreos mostraron que se trataba

de un barrenador. Es una plaga muy agresiva, sobre todo, en la zona donde hay suelos

arenosos”, explican.

- Ciclo bioldgico

Capinera (2020) afirma que el ciclo completo generalmente requiere de 30 dias en

verano y hasta 50 dias en invierno y lo describe de la siguiente manera:

Huevo

Larva

El huevo es ovalado, mide aproximadamente 0,6 mm de largo y 0,4 mm de
ancho. Cuando se deposita por primera vez, el huevo es verdoso, pronto se
vuelve rosado y eventualmente rojizo. La hembra deposita casi todos sus huevos
debajo de la superficie del suelo, adyacente a las plantas. Algunos, sin embargo,
se colocan en la superficie 0 en hojas y tallos. Duracion del huevo la etapa es de

3 dias en verano 6 dias en invierno. (Capinera, 2020, p. 50)

Las larvas viven en el suelo, construyendo tineles de tierra y excrementos
estrechamente entretejidos con seda. Estas dejan el tinel para alimentarse en el
area del tallo basal o justo debajo la superficie del suelo, volviendo y
construyendo nuevos tuneles conforme maduran. Por lo tanto, los tineles a
menudo irradian desde el tallo de la fuente de alimento, justo debajo de la
superficie del suelo, a una profundidad de aproximadamente 2,5 cm. Durante
los primeros estadios, las larvas son de color verde amarillento, con
pigmentacion rojiza en el dorso, formando bandas transversales. A medida que

la larva madura, las rayas longitudinales se desarrollan, de modo que en el
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Prepupa

Pupa

quinto estadio se pronuncian. La larva madura es de color verde azulado, pero
tiende a marrén rojizo, con franjas de color blanco amarillento bastante distintas
en el dorso. El tiempo total de desarrollo larvario varia ampliamente pero
normalmente tiene un promedio de 10 dias en verano hasta 20 dias en invierno.

(Capinera, 2020, p. 50)

El estado de prepupa inicia cuando la larva estd en su ultimo instar y se vuelve
inactiva, forman capullo para empupar, se observa claramente sobre el dorso una
coloracidn rojiza oscura, y en la parte ventral un color verde, su tamafio se reduce

a 12,2 mm de longitud en promedio.

Después de haber completado sus cinco estadios, la larva baja al suelo y se
esconde debajo de residuos y suelo, por un periodo de 2 dias en verano a 5 dias

en invierno.(Castillo, 2005, p. 76)

En la madurez, la larva construye una celda de pupa de arena y seda al final de
uno de los taneles. La pupa mide unos 16 mm de largo y 6 mm de ancho. La
pupa es amarillenta inicialmente, volviéndose marrén y luego casi negro sélo
antes de que emerja el adulto. La punta del abdomen estd marcada por una fila
de seis espinas en forma de gancho. El tiempo de desarrollo de la pupa promedia
aproximadamente 7 dias en verano a hasta 10 dias en invierno. (Capinera, 2020,

p. 51)
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Adulto

Las polillas son bastante pequefias, miden entre 17 y 22 mm de envergadura. El
dimorfismo sexual es pronunciado. El ala delantera de la polilla macho es
amarillenta en el centro, bordeado por una amplia banda oscura con escamas
violaceas. En las hembras, sin embargo, toda el ala delantera es oscura, a veces
casi negra, pero también tiene escamas rojizas o viol&ceas. El torax es ligero en
los machos, pero oscuro en las hembras. Las alas traseras de ambos sexos son
transparentes con un tinte plateado. Los adultos son méas activos por la noche
cuando la temperatura supera los 27 °C, la humedad relativa es alta, y hay poco
movimiento de aire. Tales condiciones son Optimas para el apareamiento y la
oviposicion. La longevidad y fecundidad adultas van en relacion con la
temperatura. Con un promedio de unos 200 huevos por hembra. La longevidad
adulta bajo condiciones de campo se estima en unos 10 a 15 dias. (Capinera,

2020, p. 51)

- Comportamiento y dafios

Red Agricola (2018) menciona en su investigacion que durante el lapso de infestacion
la larva mata a la planta, destruyendo los haces vasculares de subida y bajada del tallo. En
algunos casos, la plaga ha llegado a afectar hasta un 70.0 % de los campos. Lo mas
recomendable es realizar un correcto manejo del follaje y las malezas, que es donde suele
esconderse esta plaga, sobre todo porque muchos fundos de esta zona productiva dejan el
follaje 0 maleza en el campo.

Por otro lado, Sanchez & Sanchez (2008) han demostrado que las infestaciones en
Asparagus officinalis Poinar “esparrago” comienzan de inmediato cuando empiezan a aparecer
los primeros brotes, las larvas inicialmente raspan el tallo, generalmente a la altura del cuello

de los brotes o tallos nuevos y posteriormente perfora e ingresa al interior donde barrena hacia
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arriba. En cosecha de esparrago blanco pica la parte apical de los brotes, afectando la calidad
de estos, los cuales no son comercializados. El proceso del dafio es lento y los tallos se va
secando por completo luego de varios dias pasados desde que la larva se alimento, sefialan.

Urretaviskaya et al. (2010) describen mediante su investigacion que los sintomas del
ataque al cultivo son: clorosis, marchitamiento, caida de plantas al verse afectado el sostén del
vegetal y diferencias resaltantes en el rendimiento de la produccion, al disminuir
substancialmente la circulacion de savia. El tubo de seda que comunica con el orificio de
entrada al tallo es un buen indicio para diferenciar el ataque de Elasmopalpus Lignosellus Zeller
“gusano picador” del de Diatraea saccharalis Fabricius.

- Factores que favorecen a Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador”

Sanchez & Sanchez (2008) describen que la temperatura ejerce una marcada influencia
en la duracion del ciclo de desarrollo sobre la abundancia de esta especie fitofaga, para las
condiciones de la costa peruana, las infestaciones se incrementan a partir de octubre, como
consecuencia del incremento de la temperatura, alcanzando los mas altos niveles de poblacién,
asi como de sus dafios entre enero y marzo que son los meses de mayor temperatura. La especie
muestra una mayor incidencia en suelos sueltos y arenoso que en suelos pesados, debido a que
estos dificultan en movimiento de las larvas.

Sin olvidar que la humedad del suelo esta relacionada al tipo de suelo y grado de
tecnificacion del sistema de riego, asi en suelos arenoso y sueltos cuando la linea de riego esta
por el centro de surco, la infestacion es menor, sin embargo, cuando la linea de riego se ubica
a un lado de las plantas la infestacion se incrementa y se observa un mayor dafio en los tallos

gue no estan en contacto en la humedad. (Sanchez & Sanchez, 2008)
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- Hospederos

Molinari & Gamundi (2010) han observado y reportado que la especie Elasmopalpus
linosellus Zeller “gusano picador” habitualmente se encuentra con niveles de poblaciones
bajos, en zonas donde predominan suelos sueltos o ligeramente arenosos. Cuando ocurren
periodos prolongados de sequia y temperaturas elevadas, su abundancia se incrementa y
adquiere categoria de plaga. Es un barrenador polifago que ataca numerosos cultivos:
esparrago, maiz, sorgo, trigo, alfalfa, cafia de azucar, mani, arroz, y otras especies horticolas;
se encuentra ademas en una diversidad de malezas, que se consideran hospederas alternativas.
- Métodos de control
Narrea (2012) recomienda las siguientes medidas de control:

e Buena preparacion del terreno.

e Buena nivelacion del terreno.

e Buen uso del agua de riego.

e Eliminacion de restos.

e Manejar el entorno de los campos vecinos de campos hospederos.

e Trampas de luz con plasticos amarillos fijos y mdviles para captura de adultos.
e Trampas de melaza y hembras virgenes.

Salazar Blanco (2016) en su trabajo reporta a “una importante cantidad de enemigos
naturales como parasitoides de larvas y hongos y/o bacterias que provocan enfermedades
después del riego” (p. 42).

Suarez et al. (1989) recomiendan que “su control quimico, debe hacer aplicando un
insecticida granulado sistémico, que ademas actie como fumigante antes o con la siembra, para

asi proteger las plantas en los primeros dias, donde hay mayor susceptibilidad” (p.17).
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2.3. Nematodos Entomopatdgenos

- Generalidades

Los nematodos entomopatégenos que han mostrado mejores resultados en el control
bioldgico de plagas pertenecen a las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae , cuyos
miembros estan mutualisticamente asociados (tipo de asociacion entre dos individuos en que
ambos obtienen beneficio) con bacterias de los géneros Xenorhabdus y Photorhabdus que
ocasionan septicemia (condicion mdrbida causada por la invasion y multiplicacion de
microorganismos en la sangre ) y otros tipos de afecciones letales en sus huéspedes. (Séenz,
2005)

Los nematodos entomopatdgenos poseen caracteristicas como la gran capacidad de
adaptacion a nuevos ambientes y a condiciones adversas, resistencia a productos quimicos, alta
especificidad por insectos, inocuidad al ambiente y mamiferos y compatibilidad con otros
entomopatogenos, resaltando su importancia en programas de manejo integrado de plagas.
(Séenz, 2005)

Los nematodos entomopatdgenos son parasitos obligados de insectos que presentan una
relacion simbiotitica con una bacteria que les confiere las particulares caracteristicas de
complejo nematodo-bacteria y enorme potencialidad como bioinsecticidas, recientemente estos
nematodos estan recibiendo una mayor atencion debido al desarrollo de métodos de produccion
econdmicamente razonable que han permitido su utilizacion generalizada como bioinsecticidas
mediante estrategias inundativas o estacionales. Otro aspecto que incide en el interés
despertando por este agente biologico de control de plagas es que pueden ser manipulados para
mejorar su patogenidad y su persostencia y algunas de las toxinas que producen pueden ser
transferidas o expresadas en plantas cultivables o en otros microorganismos. (Jacaset et al.

2005)
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“De todos los nematodos conocidos como biorreguladores de insectos, los nematodos

entomopatogenos de las familias Steinernematidae chitwood y Chitwood, 1937 vy

Heterorhabditidae Poinar, 1976; constituyendo los de mayor relevancia” (Sanchez, 2001,

p.23).

- Morfologia de nematodos entomopatégenos

Campos et al.(2020) resuelven en su investigacion “que los nematodos son los

animales mas abundantes de la tierra. Su morfologia es por lo general, filiforme, y su tamario,

salvo excepciones, oscila entre 0,1 y 1,5 mm” (p.44)

- Ecologia de nematodos entomopatdgenos

Campos et al.(2020) relatan en su investigacion

Los nematodos son organismos acuaticos por naturaleza, pero se han adaptado
a vivir también en ambientes terrestres, bien en el suelo 0 como parasitos dentro
de otros organismos. Los NEP's se encuentran en el suelo en su estadio de
resistencia denominado “juvenil infectivo” (JI), con capacidad de localizar de
forma activa a su hospedador reconociendo distintas sefiales que delaten su
presencia (vibraciones, incremento significativo de la concentracion de COg,
volatiles especificos producidos por las plantas dafiadas por herviboria, etc.).
Los NEP's estan presentes de forma natural en los suelos de zonas naturales y
agricolas de todos los continentes (exceptuando la Antartida). Su capacidad
infectiva y de supervivencia esta mediada por factores abi6ticos (tipo de suelo,
humedad, temperatura, etc.), y bidticos (competencia inter e intraespecifica,
enemigos naturales, depredadores, etc.). Muchas de las practicas agricolas,
como, por ejemplo, el laboreo tradicional, exponen a los NEP's a condiciones

extremas (de temperatura, luz ultravioleta, etc.) que reducen significativamente
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su capacidad de movimiento y eficacia infectiva, hasta el punto de poder llevar
a poblaciones enteras a la extincion en nuestros cultivos. (p.44)

Indican Molina & Lépez (2003) que los NEP's nos demuestran grandes potencialidades
para controlar plagas presentes en el suelo y con habitos criptico, no osbtante el factor la
humedad logra disminuir considerablemnte o absolutamnte su eficacia. Asi mismo varios
factores afectan también la supervivencia del JI como son la radiacion ultravioleta, la textura
del suelo, el pH y la temperatura extrema en campo.

- Ciclo de vida
Lépez & Saénz (2011) han investigado que Heterorhabditis sp. presenta dos ciclos uno

largo con dos generaciones y uno corto con una generacion, pero esto depende del nimero de
JI que inicialmente invade el hospedero y la disponibilidad de nutrientes para los estados de
desarrollo. Este nematodo nativo presenta ocho estados de desarrollo: huevo, cuatro estados
juveniles (J1, J2, J3, JI, J4), separados por mudas y adultos hermafroditas, machos y hembras.
Todos los estados son morfolégicamente distintos. ElI J4 muda formando la primera
generacion de adultos hermafroditas jovenes entre las 68 y 72 horas después de la inoculacion.
Se caracterizan por tener 6rganos reproductivos (ovarios, oviductos) visibles en sus cuerpos
semitransparentes y vulva no desarrollada. Al madurar en un periodo de 18 a 22 horas, las
hembras hermafroditas estan llenas de huevos y su vulva es sobresaliente. Los huevos son
transparentes y ovales, descienden dentro del Gtero y son fertilizados por el esperma localizado
en el receptaculum seminis que esta ubicado entre el ovario y Utero y dirigiéndose hacia el
centro del utero. Los huevos maduros se observan entre las 90-94 horas, se localizan cerca a la
abertura de la vulva y en su interior se visualiza el primer estado J1. (Lopez & Saénz, 2011)
El JI es el Gnico estadio de vida que puede sobrevivir fuera del insecto y su rol es la
dispersion en el suelo e infeccion de nuevos hospedadores. Este no se alimenta y depende
Unicamente de las reservas de energia para la supervivencia y la infectividad. Por esta razon,

es el estadio utilizado para almacenamiento en el laboratorio y la base de las formulaciones de
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productos insecticidas. Minimizar la mortalidad de los JlIs durante el almacenamiento prolonga
la vida util (Grewal, 2002) citado por (Eliceche, 2018)
- Hospederos de nematodos entomopatdgenos

En el laboratorio, la mayoria de las especies de nematodos entomopatdgenos infectan
una gran variedad de insectos cuando existe un contacto seguro entre ambos, las condiciones
ambientales son 6ptimas y no hay barreras ecologicas o comportamentales para la presencia de
la infeccidn. (Kaya, 1993)

En el campo, los nematodos entomopatdgenos atacan un limitado rango de huéspedes
mas que en laboratorio. Ademas, estan adaptados al ambiente suelo, dado que los principales
huéspedes son insectos que habitan en él. Los nuevos aislamientos de especies 0 cepas de
nematodos se hacen usando larvas de la polilla mayor de las colmenas Galleria mellonella
(Lepiddptera: Pyralidae) (Saenz, 1999). Sin embargo, algunas especies de nematodos han sido
aisladas de cadaveres de huéspedes hallados en campo y tienen un rango de éstos limitado
como S. kushidai y S. scarabaei adaptados a larvas de escarabajos. (Saenz, 2005).

- Relacién nematodo-bacteria
Saénz (2005) mediante su investigacion sostiene que los NEP's que han mostrado

mejores resultados en el control bioldgico de plagas pertenecen a las familias Steinernematidae
y Heterorhabditidae , cuyos miembros estan mutualisticamente asociados (tipo de asociacion
entre dos individuos en que ambos obtienen beneficio) con bacterias de los géneros
Xenorhabdus y Photorhabdus que ocasionan septicemia (condicion moérbida causada por la
invasion y multiplicacion de microorganismo en la sangre) y otros tipos de afecciones letales
en sus huéspedes. Dentro de las caracteristicas que hacen de éste un grupo promisorio de
controladores biologicos pueden destacarse las siguientes: alta virulencia y rapida accion al
matar al huésped, el tercer estadio juvenil infectivo no se alimenta, esta morfoldgica y
fisiolégicamente adaptado para sobrevivir por largos periodos en el suelo en ausencia de su

huesped, tienen alto potencial reproductivo y muestran respuesta numérica con respecto al
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hueésped, pueden criarse en forma masiva en laboratorio y tienen un amplio rango de accion
aunque algunos son muy poco especificos.

El JI es el Unico estadio de vida que puede sobrevivir fuera del insecto y su rol es la
dispersion en el suelo e infeccion de nuevos hospedadores. Este no se alimenta y depende
Unicamente de las reservas de energia para la supervivencia y la infectividad. Por esta razon,
es el estadio utilizado para almacenamiento en el laboratorio y la base de las formulaciones de
productos insecticidas. Minimizar la mortalidad de los JlIs durante el almacenamiento prolonga
la vida util (Grewal, 2002) citado por (Eliceche, 2018).

- Familia Heterorhabditis
Generalidades

Esta familia consta de un Gnico género, fue descrita por Poinar en 1976, quien describid
la especie tipo Heterorhabditis bacteriophora. Son patégenos obligados que matan a su
hospedante. Desarrollan dos generaciones en el insecto. Son hermafroditas en la primera
generacién y anfimicticas en la segunda generacién (participacion de machos y hembras). En
los infectivos juveniles, el poro excretor esta localizado posterior al anillo nervioso. Los
machos presentan bursan tienen espiculas apareadas y separadas, tienen nueve pares de papilas
genitales y gubernaculo presente. Tienen seis labios que pueden estar parcialmente fusionados
en la base y cada labio con una unica papila labial. Ellos presentan una asociacion mutualista
con la bacteria Photorhabdus luminescens. Tienen la capacidad de parasitar la mayoria de
ordenes y familias de insectos, pueden ser cultivados in vivo o in vitro en forma masiva sobre
medios artificiales y los estadios infectivos J3 pueden ser almacenados por mucho tiempo,

conservando su capacidad infectiva. (Carballo & Guharay, 2004)
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- Ciclo de vida

El ciclo de vida de Heterorhabditis sp., inicia cuando el estadio juvenil infectivo (JI)
busca e ingresa al insecto por las aberturas naturales (espiraculos, boca, ano) o por areas
delgadas de la cuticula. El JI viaja por la hemolinfa y regurgita a la bacteria Photorhabdus
desde el interior de su intestino, probablemente como respuesta al reconocimiento y ataque por
parte del sistema inmune del insecto hacia el nematodo. La bacteria prolifera en el hemocele y
produce toxinas que matan al insecto, enzimas que degradan los tejidos, antibidticos que
preservan el cadaver del ataque de otros microorganismos y sefiales o nutrientes esenciales para
el crecimiento y desarrollo de Heterorhabditis. Después de uno a tres generaciones del
nematodo, los nutrientes empiezan a disminuir y el estadio JI con la bacteria simbionte en su
intestino abandona la larva y permanece en el suelo hasta encontrar un hospedero adecuado.
(Revista de Agronomia Costarriscense, 2015)

- Forma de aplicacion

Entre los métodos de aplicacion de nematodos entomopatdgenos se encuentran: uso de
cadaveres de insectos parasitados que contienen un elevado numero de juveniles infectivos
(J1s), aspersiones con mochila de palanca o motopulverizadoras, inyeccion por los sistemas de
irrigacion por goteo solos o juntamente con fertilizantes liquidos. Estos equipos de aplicacion
deben utilizarse sin filtros y las boquillas deben tener como minimo una abertura de 500
micrones con descargas de 120 a 190 cc/mm y 20 a 40 PSI. (Lara & Lopez, 2005)

En relacion con la dosis y frecuencia de aplicacion en cultivos de corto periodo o
anuales como camote, maiz, repollo, calabaza y tomate se deben hacer de dos a tres
aplicaciones por campafia mientras que, en cultivos perennes como cafeto, pifia y otros, la
frecuencia depende del ciclo de la plaga, fenologia del cultivo, entre otros. Lo recomendable
es inundar con altas concentraciones (1x105 - 1x106 juveniles infectivos por m?). (Rodriguez

etal. 2012)
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- Crianza de Heterorhabditis bacteriophora Poinar en laboratorio

Bajo las condiciones de laboratorio la supervivencia de nematodos es relativamente
baja; debido a que existen dificultades de almacenamiento que constituyen uno de los
principales obstaculos para expandir, el uso de nematodos entomopatégenos como:
bioinsecticidas, la alta demanda de oxigeno, la sensibilidad de algunas especies a las
variaciones de temperatura, la susceptibilidad a contaminantes microbianos, y la toxicidad de
los agentes antimicrobianos son factores que influyen en la calidad de almacenamiento del
nematodo en agua. Son muy pocas las investigaciones acerca de los tipos de conservacion de
nematodos; la metodologia usada es la conservacion por esponja, debido a que el nimero de
los nematodos oscila de 500 a 1000 JI/cm? y que normalmente en una sola ldmina se inoculan
de 5 a 25 x10° (Grewall, 1998 citado por Cajusol & Requejo, 2016)

Ademas otra forma de reproducir los nematodos entomopatdgenos en mayores
cantidades es utilizando como sustrato algin insecto que sea facil de reproducir masivamente
en el laboratorio. En gran cantidad de paises, y también en nuestro pais, es utilizada la polilla
de la cera (Galleria mellonella Linnaeus). Por cada larva de polilla, se puede lograr obtener
hasta 200000 juveniles infectivos de nematodos entomopatdgenos aproximadamente. (Rosales
et al. 2009).

- Conservacion de Heterorhabditis bacteriophora Poinar
Conservacion en suelo

Los nematodos, especificamente los infectivos juveniles, son habitantes del suelo. La
actividad de los nematodos entomopatdgenos es fuertemente influida por las caracteristicas del
suelo, tales como: pH, conductividad eléctrica, densidad aparente, densidad real, y materia
organica (Sanchez et al, 2012, citado por Cajusol & Requejo, 2016)

Conservacion en agar
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La solucion de nematodos en agar es utilizada para mostrar la eficacia de los nematodos
en pruebas de extension tanto en laboratorio como en invernadero. La formulacion en agar
mejora significativamente la eficacia mediante el aumento de la supervivencia de nematodos,
la reduccidn de la desecacion en comparacion con formulacion a base de agua (Gelbic, 2012
citado por Cajusol & Requejo, 2016)

Conservacion en esponja

Grewal, 1998 citado por Cajusol & Requejo (2016), prueba la conservacion de
nematodos con esponja. Estas esponjas fueron de polieter poliuretano. Planted que el nimero
de los nematodos en esponjas oscila de 500 a 1000 Jl/cm? y que normalmente en una sola
lamina se inoculan de 5 a 25 x10°. Estas laminas son introducidas después en bolsas plasticas
y los nematodos en estas esponjas pueden ser almacenados de 1 a 3 meses a una temperatura
entre 5°C y 10°C. Para preparar el producto a aplicar en el campo las esponjas se colocan en

agua y los nematodos son removidos.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

Los materiales utilizados para el desarrollo de la investigacion fueron:

a.

Material biologico

- Juveniles infectivos Heterorhabditis bacteriophora Poinar
- Larvas de Galleria mellonela Linnaeus “gusano de la cera”
- Prepupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador”
- Pupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador”
Materiales de oficina

- Plumones negros

- Lapiceros azules

- Cinta masking gruesa

- Regla de 30 cm

- Tijeras

Materiales de laboratorio

Equipos e instrumentos

- Microscopio 6ptico de 8X-100X

- Estufa elpctrica

- Refrigeradora

- Computadora personal (Laptop).

Material y reactivos

- Probetas de 500 cc

- Micropipeta 0.1 cc

- Pinzas

- Bisturis
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- Papel toalla

- Porta objetos

- Agua destilada

- Jeringas de 20 cc

- Placas Petri de vidrio

- Baldes plasticos de 5 L

- Recipientes de plastico de 0.5 L
- Recipientes de plastico de 5 L

- Malla antiafida

- Arena esterilizada.

3.2. Poblacion y muestra

- Poblacion
Poblacion: La poblacién estuvo constituida por prepupas y pupas de Elasmopalpus
lignosellus Zeller presentes en el cultivo de Asparagus officinalis Linnaeus “esparrago”
ubicados en Casma.

- Muestra
Muestra: La muestra estuvo conformada por 384 prepupas y 384 pupas de
Elasmopalpus lignosellus Zeller.

El tamafio de la muestra a nivel de labortorio presenta las siguientes caracteristicas:

Tabla 1:

Parametros experimentales a nivel de laboratorio.

Detalle a nivel de laboratorio Prepupas Pupas
NUmero de tratamientos 3 3
Numero de repeticiones/tratamiento 4 4
Testigo control 1 1
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Numero de unidades experimentales 16 16

Numero de larvas por tratamiento 12 12

NUmero total de prepupas y pupas 192 192

El tamafio de la muestra a nivel de campo presenta las siguientes caracteristicas:

Tabla 2:

Parametros experimentales a nivel de campo de Asparagus officinalis Linnaeus “espdrrago”

Detalle a nivel de campo de Asparagus officinalis Prepupas Pupas
Linnaeus “esparrago”

Numero de tratamientos 3 3
Numero de repeticiones/tratamiento 4 4
Testigo control 1 1
NUmero de unidades experimentales 16 16
Numero de larvas por tratamiento 12 12
NUmero total de prepupas y pupas 192 192

3.3. Variables en estudio

- Variable independiente:
Concentraciones (c) de Heterorhabditis bacteriophora Poinar
€1:1500 JI/mL de Heterorhabditis bacteriophora Poinar
C2: 3000 JI/mL de Heterorhabditis bacteriophora Poinar
€3:5000 JI/mL de Heterorhabditis bacteriophora Poinar
- Variable dependiente:
Control (k) de Elasmopalpus lignosellus Zeller, a nivel de:
k1: Prepupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller

k2: Pupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller
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3.4. Tratamientos

Tabla 3:

Descripcion de los tratamientos estudiados

Tratamientos Clave Descripcion

To1 Testigo para prepupas Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano
picador”

Toz Testigo para pupas Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano
picador”

T1 ciki 1500 Jls/mL de Heterorhabditis bacteriophora Poinar en
Prepupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador”

T2 ciko 1500 JIs/mL de Heterorhabditis bacteriophora Poinar en Pupas
de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador”

Ts coki 3000 Jls/mL de Heterorhabditis bacteriophora Poinar en
Prepupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador”

Ta coko 3000 JIs/mL de Heterorhabditis bacteriophora Poinar en Pupas
de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador”

Ts csk1 5000 Jls/mL de Heterorhabditis bacteriophora Poinar en
Prepupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador”

Ts csko 5000 JIs/mL de Heterorhabditis bacteriophora Poinar en Pupas

de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador”
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3.5. Caracteristicas del area experimental

a. Croquis a nivel de laboratorio
Figura 1:

Diserio del area experimental para laboratorio

< 3.7m >
PREPUPAS ‘ PUPAS

. A
S Toz T1 T3 Ts To2 Ta Te T2

é_ I Ts T3 To1 T1 T2 Ts To2 Ta g
o -
g I T1 To1 Ts T3 Ts To2 T Te

3 I T3 Ts T1 To1 Ts T Ta To2 v

PP ¢—PE— P ¢— P ¢—rP¢—r+—>
0.45m 0.45m 0.45m 0.45m 0.45m 0.45m 0.45m 0.55m

Diserio del area experimental en laboratorio el cual fue realizado sobre una mesa de madera.

El area total fue de 5.6 m? con 3.7 m de ancho y 1.5 m de largo. Dividido en 2 areas de 2.9 m?

(1.9 m de ancho y 1.5 m de largo) para prepupas y pupas respectivamente.
b. Croquis a nivel de campo de Asparagus officinalis Linnaeus “esparrago”.

Figura 2:

Disefio del area experimental para campo.
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Diserio del area experimental para campo de Asparagus officinalis Linnaeus “esparrago”.

El 4rea total fue de 115.2 m? con 14.4 m de ancho y 8 m de largo. Dividido en 2 areas de 57.6

m? (7.2 m de ancho y 8 m de largo) para prepupas y pupas respectivamente.

3.6.  Unidad experimental

a. A nivel de laboratorio

Para la unidad experimental se utilizé recipientes de plastico de 5.0 L (0.35 m x 0.25 m
x 0.15 m), contenidos de 1.0 kg de arena esterilizada y humedecida. El total de unidades
experimentales fue de 32 (cuatro repeticiones por cada tratamiento), cada una de ellas con 12

prepupas o pupas.
b. A nivel de campo

Para la unidad experimental se utilizé recipientes de plastico de 0.5 L (10 cm x 20 cm)
contenidos de 0.5 kg de arena esterilizada y humedecida. El total de unidades experimentales
fue de 32 (cuatro repeticiones por cada tratamiento), cada una de ellas contuvo 12 prepupas o

pupas.
3.7. Metodologia

3.7.1. Ubicacion del experimento

El experimento se realiz6 en laboratorio y en campo definitivo.
A nivel de laboratorio se realizé en el Laboratorio de Biologia y Ecologia de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional del Santa, ubicada en la Av. Universitaria s/n en Nuevo
Chimbote, Santa-Ancash:
Zona: 17 L
Coordenada este: 773456.09 m E
Coordenada norte: 8990795.59 m S
Y a nivel de campo fue realizado en la Parcela “Dofia Maria” del Sr. Ever Chinchay Ramirez
ubicada en la Panamericana Norte, Comandante Noel-Casma-Ancash. Zona:
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17L
Coordenada este: 789759.02 m E
Coordenada norte: 8957103.93 m S

3.7.2. Obtencion de material bioldgico

a. Larvas de Galleria mellonella Linnaeus “gusano de la cera”

Se utiliz6 un millar de larvas de Galleria mellonella Linnaeus “gusano de la cera”
provenientes del laboratorio de control bioldgico, de “BIOVERDE AMBIENTAL S.A.C”, las
cuales fueron llevadas en una caja de tecnopor hacia el laboratorio de Ciencias y Ecologia de
la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional del Santa.

b. Prepupas y pupas de Elasmopapus lignosellus Zeller

Se recolectd larvas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” de campos de
Asparagus officinalis Linnaeus “esparrago” altamente infestados en zonas de la provincia de
Casma, por las investigadoras.La recoleccién de larvas se realizé de forma manual, extraidas
de brotes y tallos infestados de “esparrago” en los estadios larvales I, 11, III, y 1V, las larvas
colectadas en campo fueron puestas en recipientes de 0.5 L los cuales en su interior contenian
arena y brotes frescos y fueron trasladados al laboratorio de Ciencias y Ecologia de la Facultad
de Ciencias de la Universidad Nacional del Santa.

Se realiz6 la crianza de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” en
laboratorio, se pusieron juntas las larvas de | y Il estadio en un recipientea de 0.5 L contenido
de brotes frescos de “esparrago” y de arena los cuales servieron como alimento y soporte para
las larvas. De la misma manera se acondiciono otro recipiente para las larvas de 111 'y IV. Se
cambio los brotes interdiariamente. El proceso se realizo a temperatura ambiente.

De las larvas de | y 1l estadio en 8 dias se obtuvieron las prepupas requeridas, y de las
larvas de 111 y 1V estadio en un tiempo de 8 dias se obtuvieron las pupas requeridas para el

ensayo.
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c. Produccion de Heterorhabditis bacteriophora Poinar

Para iniciar la produccién se realizo la compra de una soluciéon de doscientos mil
nematodos Heterorhabditis bacteriophora Poinar contenidos en una esponja embebida con
agua destilada provenientes del laboratorio de control biologico, “BIOCONTROL
AGRICOLA E.LR.L”, dicha solucién se inoculd en las larvas de Galleria mellonella Linnaeus
“gusano de la cera” la cual se realiz6 siguiendo el procedimiento del manual de Protocolos de
Crianza de Controladores Bioldgicos, INIA (2020), con ayuda de una jeringa se agreg6 4.0 mL
de agua destilada con la proporcion de 100 nematodos por larva a infestar. Se colocé en la base
de cada recipiente plastico seis hojas de papel toalla y se distribuyé las 1000 larvas en dos
recipientes de 5.0 L en cada superficie se colocd 500 larvas de Galleria mellonella Linnaeus
“gusano de la cera” del Gltimo estadio larval. Se esparci6 uniformemente 50.0 % de la solucion
con una jeringa de 20.0 mL, se cubri6 con tres hojas de papel toalla y se termind de distribuir
el 50.0 % restante de la solucion sobre toda la superficie. Luego se taparon los recipientes
asegurando la oxigenacion. A partir del tercer dia, las larvas de Galleria mellonella Linnaeus
“gusano de la cera” cambiaron de color a un marrdn rojizo (caracteristico del género
Heterorhabditis), se mantuvo en un ambiente oscuro a temperatura ambiente.

d. Obtencion de solucion madre de Heterorhabditis bacteriophora Poinar

Al quinto dia de la inoculacion se procedié a separar los nematodos Heterorhabditis
bacteriophora Poinar del interior de Galleria mellonella Linnaeus “gusano de la cera” para
ello las larvas fueron colocadas dentro de trampas White adaptadas por Woodring y Kaya
(modificada por INIA, 2020), y consistio en poner las 1000 Galleria mellonela Linnaeus
“gusano de la cera”, en dos grupos de 500 larvas infestadas sobre lechos elaborados con malla
antiafida sostenidos por seis recipientes plasticos de 0.1 L, las que fueron sumergidas en 0.5 L

de agua destilada dentro de recipientes de 5.0 L.
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Se cosechd por 7 dias los nematodos que emergieron de la trampa y se cambio
diariamente el agua destilada de la trampa White.

3.7.3. Determinacién del numero de Heterorhabditis bacteriophora Poinar

Después de obtener la solucion madre, se determiné la concentracion de
Heterorhabditis bacteriophora Poinar por el método de la dilucién volumétrica de Leucoma
(1996), el que consistid en tomar una alicuota de 0.1 mL y colocar en una placa Petri de 4.0 cm
de radio (marcada en su interior con cuadrantes de 1.0 cm?), y se diluyé en 1.0 mL de agua
destilada para facilitar el conteo de Heterorhabditis bacteriophora Poinar, se observé con
ayuda de un microscopio a un aumento de 10X, repitiéndose este procedimiento por tres veces
para obtener un promedio finalmente.

La concentracidn de nematodos en la solucion madre se determin6 mediante la siguiente

férmula proporcionada por INIA (2020).

N=Vx*n/v

N = Numero de nematodos de la solucion madre.
n = Numero de nematodos en la muestra.

V' = Volumen total de la solucion madre

v = Volumen de la muestra.

Luego, se diluy6 a cada concentracion del nematodo entomopatdgeno Heterorhabditis
bacteriophora Poinar contenidos en un 1 mL en 9.0 mL de agua destilada y se formo una nueva
dilucién de 10.0 mL (1 en 9) aplicable segln a cada uno de los tratamientos. (Diaz & Rodriguez,
2018)

3.7.4. Conservacion de la solucion madre de Heterorhabditis bacteriophora Poinar

Siguiendo el procedimiento de INIA (2020) la solucion madre de Heterorhabditis
bacteriophora Poinar obtenidos de la trampa White, se coloco en un recipiente plastico de 5.0

L de capacidad, la solucion madre se cubrié con una tapa previamente cortada por el centro y
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adherida a una tela poliseda, la cual ayudo a la oxigenacion. Se conservé durante 10 dias a
temperatura y humedad del ambiente.

3.7.5. Sustrato de los tratamientos

Se us6 arena proveniente del cultivo de “esparrago” del valle de Casma el cual fué
utilizado como sustrato y dispuesto en la unidad experimental (1.0 kg en laboratorio y 0.5 kg
en campo). Previamente al ensayo experimental se procedio a esterilizar la arena para su uso a
nivel de laboratorio, la cual fue sometida a una temperatura de 120 ° C en el horno por 1 hora,
para asegurar la no existencia de otros agentes patdgenos en el experimento. El sustrato
esterilizado se coloco en las unidades experimentales, agregando agua destilada para completar

la capacidad de campo del sustrato (25- 30 % de humedad)

3.8. Control de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” a diferentes
concentraciones de Heterorhabditis bacteriophora Poinar.

a. A nivel de laboratorio
- Control de prepupas
Se incorpor0 por cada unidad experimental 12 prepupas de Elasmopalpus lignosellus

Zeller “gusano picador” a profundidad de 3.0 cm desde la superficie. Luego, a cada recipiente
segun el tratamiento que le correspondia se le inoculd las concentraciones del nematodo
entomopatdgeno Heterorhabditis bacteriophora Poinar (1500 JI/mL, 3000 JI/mL, 5000 JI/mL)
y el tratamiento control 0.0 JI/mL contenidos en los 10.0 mL de la nueva dilucion y se
distribuyé homogéneamente por todo el sustrato que contenia las prepupas de Elasmopalpus
lignosellus Zeller “gusano picador” usando una jeringa de 20 mL. Se realiz6 la marca
respectiva.

- Control de Pupas

Se incorpor6 por cada unidad experimental 12 pupas de Elasmopalpus lignosellus

Zeller “gusano picador” (cada una en su cocon), a profundidad de 3.0 cm desde la superficie.
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Luego, a cada recipiente segin el tratamiento que le correspondia se le inoculo las
concentraciones del nematodo entomopatogeno Heterorhabditis bacteriophora Poinar (1500
JI/mL, 3000 JI/mL, 5000 JI/mL) y el tratamiento control 0.0 JI/mL contenidos en los 10.0 mL
de la nueva dilucion y se distribuyd6 homogéneamente por todo el sustrato que contuvo las
prepupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” usando una jeringa de 20.0 mL.
Se realizd la marca respectiva.
b. A nivel de campo de Asparagus officinalis Linnaeus “esparrago”

Las prepupas y pupas (cada una en su cocén), se colocaron dentro de la unidad

experimental a profundidad de 5.0 cm desde la superficie. La unidad experimental se hundié

en el suelo sin ser cubierta. Con su marca respectiva.
- Control de prepupas

Se inoculé las concentraciones del nematodo entomopatdégeno Heterorhabditis
bacteriophora Poinar (1500 JI/mL, 3000 JI/mL, 5000 JI/mL) y el tratamiento control 0.0 JI/mL
contenidos en los 10.0 mL de la nueva dilucién, se distribuydé homogéneamente por todo el
sustrato contendido con las prepupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador”
usando una jeringa de 20.0 mL. La aplicacion se realizé en horas del dia con intensidad
luminica baja.

- Control de pupas

Se inoculé las concentraciones del nematodo entomopatdégeno Heterorhabditis
bacteriophora Poinar (1500 Jis/mL, 3000 Jis/mL, 5000 Jis/mL) y el tratamiento control O
Jis/mL contenidos en 10.0 mL de la nueva dilucidn, se distribuyé homogéneamente por todo
el sustrato con pupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” usando una jeringa

de 20.0 mL. La aplicacion se realiz6 en horas del dia cuando con intensidad luminica baja.

63



3.9. Técnicas e instrumentos de medicién

3.9.1. Evaluacién de control de nematodos Heterorhabditis bateriophora Poinar a

diferentes concentraciones

Segun INIA (2020) para confirmar la muerte de las larvas por accion de los nematodos,
se considerd a las larvas parasitadas aquellas que presentaron apariencia flacida y que
cambiaron a color café o rojo ladrillo, purpura o naranja, luego se procedié a diseccionarlas y
examinarlas bajo el microscopio. Los tiempos para la evaluacion fueron designados de acuerdo
con las horas evaluadas por Alvarado & Noriega (2018), a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas
después de la inoculacién de los tratamientos,

a. A nivel de laboratorio
- Evaluacion del control de prepupas

La evaluacion de prepupas a nivel de laboratorio se realizé a las 24, 48, 72, 96 y 120
horas después de la inoculacién, para cada evaluacion se separd con pinzas las prepupas del
sustrato y se observo, las prepupas que presentaron los sintomas ya mencionados fueron
separadas para la confirmacion y las que no presentaron sintomas se devolvieron a sus
respectivas macetas.

Para la confirmacion del control de las prepupas por accion de Heterorhabditis
bacteriophora Poinar se colocaron a cada prepupa en una placa Petri afiadido de 1.0 mL de
agua destilada y se disectd con ayuda de un bisturi y pinza. Se observd y contabilizo la
presencia de individuos de Heterorhabditis bacteriophora Poinar con el microscopio a una
vista de 10X. Los datos obtenidos fueron anotados en formatos.

- Evaluacion del control Pupas
Debido a la biologia de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” en el estadio

de pupa, este se encontrd cubierto en su tunel de seda “cocén” obstaculizando la observacion
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a distintas horas para ello se observo a partir de las 120 horas después de la inoculacion, se
procedio a separar con pinzas a todas las pupas del sustrato.

Se realizé la confirmacion del control de las pupas por accion de Heterorhabditis
bacteriophora Poinar para ello se colocé a cada prepupa en una placa Petri y se retird de su
“cocon”. Las pupas que presentaron l0os sintomas fueron disectadas con ayuda de un bisturi y
pinza, se afiadid 1.0 mL de agua destilada, luego se observd la presencia de individuos
Heterorhabditis bacteriophora Poinar con el microscopio a una vista de 10X. Los datos
obtenidos fueron anotados en formatos.

b. A nivel de campo de Asparagus officinalis Linnaeus “esparrago”

- Evaluacion del control de prepupas

La evaluacién de prepupas a nivel de campo se realizo a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas
después de la inoculacidn, para cada evaluacion se separ6 con pinzas las prepupas del sustrato
y se observo, las prepupas que presentaron los sintomas ya mencionados fueron separadas y
llevadas en placas Petri al laboratorio, para la confirmacién y las que no presenten sintomas se
devolvieron a sus respectivos recipientes.

La confirmacion del control de las prepupas por accién de Heterorhabditis bacteriophora
Poinar consistié en colocar a cada prepupa en una placa Petri y se afiadié de 1.0 mL de agua
destilada y fue disectada con ayuda de un bisturi y pinza. Se observd y contabilizé la presencia
de individuos de Heterorhabditis bacteriophora Poinar con el microscopio a una vista de 10X.
Los datos obtenidos fueron anotados en formatos.

- Evaluacion del control de pupas

Debido a la biologia de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” en el estadio
de pupa, este se encontr6 cubierto de su tinel de seda “cocon” obstaculizando la observacion

a distintas horas para ello partir de las 120 horas después de la inoculacion, se procedié a
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separar con pinzas a todas las pupas del sustrato y fueron puestas en placas Petri y fueron
Ilevadas al laboratorio.

Se realizé la confirmacion del control de las pupas por accion de Heterorhabditis
bacteriophora Poinar para ello se colocé a cada pupa en una placa Petri y se retir6 de su
“cocon”. Las pupas que presentaron l0s sintomas fueron disectadas con ayuda de un bisturi y
pinza, afiadiendo 1.0 mL de agua destilada, luego se observo la presencia de individuos
Heterorhabditis bacteriophora Poinar con el microscopio a una vista de 10X. Los datos
obtenidos fueron anotados en formatos.

3.9.2. Determinacién de control de prepupas y pupas infectadas

La determinacion del control se realizé mediante el porcentaje de prepupas y pupas de
Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” que presentaron control por presencia de
juveniles infectivos Heterorhabditis bacteriophora Poinar con la siguiente formula de Duso et

al. (2008)

NCF

Donde
% K T = Porcentaje de control del tratamiento
N C F = Individuos Controlados al final del tratamiento
N V I = Namero de individuos vivos antes del tratamiento
3.9.3. Conteo de nematodos Heterorhabditis bacteriophora Poinar en prepupas y pupas
controladas
Para determinar la intensidad de la infeccion (nimero de nematodos entomopatogenos
por prepupa y pupa de cada muestra sometida a algun tratamiento se procedié a contar el
numero de nematodos emergidos de cada individuo previamente disectado, de cada tratamiento
a nivel de laboratorio y campo se contd tres individuos de Elasmopalpus lignosellus Zelller

“gusano picador” a vista de 10X en el laboratorio.
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3.10. Técnicas para el procesamiento de datos

Los datos se registraron en formatos propiamente elaborados en el programa Excel, y
fueron analizados con el Software estadistico Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) version 25, y fueron sometidos a un analisis de varianza ANOVA usando la prueba la
prueba de Tukey al 0.05 de probabilidad y mediante el registro de evaluacion de control de
prepupas y pupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” (ANEXO 17 Y 18),
registro de poblacién de nematodos juveniles de Heterorhabditis bacteriophora Poinar

(ANEXO 19 Y 20).
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IV.RESULTADOS

4.1. Resultados de estadio de prepupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano

picador” a nivel de laboratorio

4.1.1. Promedio de prepupas controladas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano

picador” a las diferentes concentraciones a nivel de laboratorio

Tabla 4:

Promedio de prepupas muertas por tratamiento en laboratorio

REPETICIONES To T Ts Ts
REPETICION 1 2.0 6.0 8.0 9.0
REPETICION 2 0.0 5.0 7.0 9.0
REPETICION 3 1.0 5.0 7.0 10.0
REPETICION 4 0.0 6.0 7.0 11.0
TOTAL 3.0 22.0 29.0 39.0
OPROMEDIO 0.8 5.5 7.3 9.8

4.1.2. Porcentaje de mortandad de prepupas controladas de Elasmopalpus lignosellus

Zeller “gusano picador” a las diferentes concentraciones a nivel de laboratorio

Tabla 5:

Porcentaje de mortandad de prepupas por tratamiento en laboratorio

REPETICIONES Tou T, T3 Ts
REPETICION 1 16.7 50.0 66.7 75.0
REPETICION 2 0.0 41.7 58.3 75.0
REPETICION 3 8.3 41.7 58.3 83.3
REPETICION 4 0.0 50.0 58.3 91.7
PROMEDIO 6.3 45.8 60.4 81.3

ANALISIS DE VARIANZA

Tabla 6:

Analisis de varianza (ANOVA) del porcentaje promedio de mortandad de prepupas de
Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” en laboratorio.

Estadisticos descriptivos?

Concentracion Media Desviacion estandar N
To1 6.250 7.990 4.000
T1 45.850 4.790 4.000
T3 60.400 4.200 4.000
Ts 81.250 7.990 4.000
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Total 48.400 28.900 16.000
Pruebas de efectos inter-sujetos?
Tipo 111 de

Origen suma de gl Meo,""?‘ Sig Eta parcial
cuadratica " al cuadrado
cuadrados
Concentracion 12024900 3.000 4008.322 95.272 0.000 0.960
Error 504.800 12.000 42.073

Total corregido  12529.800 15.000

PRUEBA DE COMPARACIONES MULTIPLES

Tabla 7:

Prueba de comparaciones multiples del porcentaje promedio de mortandad de prepupas de
Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” en laboratorio

Comparaciones multiples - HSD Tukey

Intervalo de
confianza
o T ) R al 95%
Concentracion  Concentracion estandar — —
Limite Limite
inferior  superior
To1 75.000° 4586 0.000 61.383 88.617
T5 T1 35.400° 4586 0.000 21.783  49.017
T3 20.850° 4.586 0.003 7.233 34.467

Figura 3:

Medias marginales estimadas de muertes de prepupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller
“gusano picador” en laboratorio
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4.1.3. Promedio de prepupas controladas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano

picador” a los diferentes tiempos a nivel de laboratorio

Tabla 8:

Promedio de prepupas muertas por tratamiento a diferentes horas en laboratorio

TIEMPO To T T3 Ts

24 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
48 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
72 HORAS 1.0 21.0 25.0 31.0
96 HORAS 2.0 1.0 4.0 8.0
120 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0

4.1.4. Porcentaje de prepupas de controladas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano

picador” a los diferentes tiempos a nivel de laboratorio

Tabla 9:

Porcentaje mortandad de prepupas por tratamiento a diferentes horas en laboratorio

TIEMPO To T T3 Ts

24 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
48 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
72 HORAS 33.3 95.5 86.2 79.5
96 HORAS 66.7 4.5 13.8 20.5
120 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0

4.1.5. Promedio de nematodos por prepupas a nivel de laboratorio

Tabla 10:

Promedio de nematodos por prepupas por tratamiento en laboratorio

REPETICIONES T, T3 Ts
REPETICION 1 24.0 30.0 64.0
REPETICION 2 28.0 44.0 41.0
REPETICION 3 23.0 39.0 54.0
REPETICION 4 21.0 31.0 35.0

PROMEDIO 24.0 36.0 48.0

4.2. Resultados de estadio de pupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller a nivel de

Laboratorio

4.2.1. Promedio de pupas controladas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano

picador” a las diferentes concentraciones a nivel de laboratorio
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Tabla 11:

Promedio de pupas muertas por tratamiento en laboratorio

REPETICIONES To T, T4 Te
REPETICION 1 1.0 4.0 7.0 9.0
REPETICION 2 0.0 5.0 6.0 8.0
REPETICION 3 0.0 5.0 7.0 9.0
REPETICION 4 1.0 6.0 8.0 9.0
TOTAL 0.0 20.0 28.0 35.0
PROMEDIO 0.5 5.0 7.0 8.8

4.2.2. Porcentaje de mortandad de pupas controladas de Elasmopalpus lignosellus Zeller

“gusano picador” a las diferentes concentraciones a nivel de laboratorio

Tabla 12:

Porcentaje de mortandad de pupas por tratamiento en laboratorio

REPETICIONES To2 T, T, Ts
REPETICION 1 8.3 33.3 58.3 75.0
REPETICION 2 0.0 41.7 50.0 66.7
REPETICION 3 0.0 41.7 58.3 75.0
REPETICION 4 8.3 50.0 66.7 75.0
PROMEDIO 4.2 41.7 58.3 72.9

ANALISIS DE VARIANZA

Tabla 13:

Analisis de varianza (ANOVA) del porcentaje promedio de mortandad de pupas de

Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” en laboratorio

Estadisticos descriptivos?

Concentracion Media DE N
T2 41.675 6.817 4.000
T4 58.325 6.817 4.000
Te 72.925 4.150 4.000
To2 4.150 4.792 4.000
Total 44.268 27.005 16.000
Pruebas de efectos inter-sujetos?
Tipo 111 de . .
Origen sﬂma de gl 'V'e‘?""." Sig. Eta parcial al
cuadratica cuadrado
cuadrados
Concentracion ~ 10540.002 3.000 3513.334 105.544 0.000 0.963

Error 399.453 12.000 33.288

Total, corregido  10939.454 15.000
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PRUEBA DE COMPARACIONES MULTIPLES

Tabla 14:

Prueba de comparaciones multiples del porcentaje promedio de mortandad de pupas de
Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” en laboratorio

Comparaciones multiples - HSD Tukey

Diferencia In_tervalo de
0] ) de medias Error ig confianza al 95%
Concentracion  Concentracion (1)) estandar " Limite  Limite
inferior  superior
T 31.250" 4,079 0.000 19.137 43.362
Te Ta 14.600" 4,079 0.017 2.487 26.712
To2 68.775" 4,079 0.000 56.662 80.887

Figura 4:

Medias marginales estimadas de muertes de prepupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller
“gusano picador” en labortorio
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Concentracion de Heterorhabditis bacteriophora Poinar

4.2.3. Promedio de pupas de controladas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano

picador” a los diferentes tiempos a nivel de laboratorio
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Tabla 15:

Promedio de prepupas muertas por tratamiento a diferentes horas en laboratorio

TIEMPO To2 T T4 Ts

24 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
48 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
72 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
96 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
120 HORAS 2.0 20.0 27.0 34.0

4.2.4. Porcentaje de pupas de controladas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano

picador” a los diferentes tiempos a nivel de laboratorio

Tabla 16:

Porcentaje de mortandad de prepupas por tratamiento a diferentes horas en labortorio

TIEMPO To T T4 Ts

24 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
48 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
72 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
96 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
120 HORAS 100.0 100.0 100.0 100.0

4.2.5. Promedio de nematodos por pupas a nivel de laboratorio

Tabla 17:

Promedio de nematodos en pupas por tratamiento en laboratorio

REPETICIONES T Ty Ts
REPETICION 1 25.0 42.0 56.0
REPETICION 2 35.0 60.0 52.0
REPETICION 3 35.0 63.0 64.0
REPETICION 4 44.0 46.0 77.0
PROMEDIO 35.0 53.0 62.0

4.3. Resultados de estadio de prepupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller a nivel de

campo

4.3.1. Promedio de prepupas controladas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano

picador” a las diferentes concentraciones a nivel de campo
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Tabla 18:

Ndamero promedio de prepupas muertas por tratamiento en campo

REPETICIONES To T Ts Ts
REPETICION 1 1.0 5.0 6.0 8.0
REPETICION 2 0.0 5.0 7.0 8.0
REPETICION 3 1.0 4.0 5.0 8.0
REPETICION 4 0.0 5.0 6.0 9.0

TOTAL 2.0 22.0 24.0 33.0
PROMEDIO 0.5 4.8 6.0 8.3

4.3.2. Porcentaje de mortandad de prepupas controladas de Elasmopalpus lignosellus

Zeller “gusano picador” a las diferentes concentraciones a nivel de campo

Tabla 19:

Porcentaje de mortandad a nivel de prepupas por tratamiento en campo

REPETICIONES To T, T3 Ts
REPETICION 1 8.3 41.7 50.0 66.7
REPETICION 2 0.0 41.7 58.3 66.7
REPETICION 3 8.3 33.3 41.7 66.7
REPETICION 4 0.0 41.7 50.0 75.0
PROMEDIO 4.2 39.6 50.0 68.8

ANALISIS DE VARIANZA

Tabla 20:

Analisis de varianza (ANOVA) del porcentaje promedio de mortandad de prepupas de
Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” en campo

Estadisticos descriptivos?

Concentracion Media DE N

To1 4.150 4.792 4.000

T1 39.600 4.200 4.000

T3 50.000 6.776 4.000

Ts 68.775 4.150 4.000

Total 40.631 24.709 16.000

Pruebas de efectos inter-sujetos?
. Tipo 1l de Media . Eta parcial
Origen suma de gl cuadratica Sig. al cugdrado
cuadrados
Concentracion ~ 8847.157 3.000 2949.052 113.696 0.000 0.966
Error 311.258 12.000 25.938

Total, corregido  9158.414  15.000
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PRUEBA DE COMPARACIONES MULTIPLES
Tabla 21:

Prueba de comparaciones multiples del porcentaje promedio de mortandad de prepupas de
Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” en campo

Comparaciones multiples - HSD Tukey

Intervalo de
n Ol 3 Error sig. confianza al 95%
Concentracion  Concentracion estandar Limite  Limite
inferior  superior
To1 64.625° 3.601 0.000 53.900 75.316
Ts T1 29.175" 3.601 0.000 18.500 39.866
T3 18.775° 3601 0.001 8.100  29.466

Figura 5:

Medias marginales estimadas de muertes de prepupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller
“gusano picador”
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4.3.3. Promedio de prepupas de controladas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano

picador” a los diferentes tiempos a nivel de campo

Tabla 22:

Promedio de prepupas muertas por tratamiento en campo

TIEMPO To T Ts Ts

24 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
48 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
72 HORAS 1.0 18.0 21.0 25.0
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96 HORAS
120 HORAS

1.0
0.0

1.0
0.0

3.0 8.0
0.0 0.0

4.3.4. Porcentaje de prepupas de controladas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano

picador” a los diferentes tiempos a nivel de campo

Tabla 23:

Porcentaje de mortandad de prepupas por tratamiento en campo

TIEMPO To1 T Ts Ts
24 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
48 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
72 HORAS 50.0 94.7 87.5 76.0
96 HORAS 50.0 5.3 125 24.0
120 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
4.3.5. Promedio de nematodos por prepupas a nivel de campo
Tabla 24:
Promedio de nematodos en prepupas por tratamiento en campo
REPETICIONES T, Ts
REPETICION 1 19.0 26.0 36.0
REPETICION 2 21.0 36.0 34.0
REPETICION 3 18.0 23.0 54.0
REPETICION 4 19.0 26.0 35.0
PROMEDIO 19.0 28.0 40.0
4.4. Resultados de estadio de pupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller a nivel de
campo
4.4.1. Promedio de pupas controladas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano
picador” a las diferentes concentraciones a nivel de campo
Tabla 25:
Promedio de pupas muertas por tratamiento en campo
REPETICIONES T T, Ts
REPETICIQN 1 1.0 4.0 5.0 7.0
REPETICION 2 0.0 4.0 6.0 7.0
REPETICION 3 0.0 4.0 5.0 7.0
REPETICION 4 0.0 5.0 6.0 8.0
TOTAL 0.0 17.0 22.0 29.0
PROMEDIO 0.3 4.3 5.5 7.3
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4.4.2. Porcentaje de mortandad de pupas controladas de Elasmopalpus lignosellus Zeller

“gusano picador” a las diferentes concentraciones a nivel de campo

Tabla 26:

Porcentaje de mortandad de pupas por tratamiento en campo

REPETICIONES To T T4 Te
REPETICION 1 8.3 33.3 41.7 58.3
REPETICION 2 0.0 33.3 50.0 58.3
REPETICION 3 0.0 33.3 41.7 58.3
REPETICION 4 0.0 41.7 50.0 66.7

PROMEDIO 2.1 354 45.8 60.4

ANALISIS DE VARIANZA

Tabla 27:

Analisis de varianza (ANOVA) del porcentaje promedio de mortandad de pupas de
Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” en campo.

Estadisticos descriptivos?

Concentracion Media DE N
T 35.400 4.200 4.000
Ta 45.850 4,792 4.000
Ts 60.400 4.200 4.000
Toz 2.075 4.150 4.000
Total 35.931 22.510 16.000
Pruebas de efectos inter-sujetos?
Tipo 111 de . :
Origen suma de gl Meo,hg F Sig. Eta parcial
cuadratica al cuadrado
cuadrados
Concentracion 7374517 3.000 2458.172 130.293 0.000 0.970
Error 226.397 12.000 18.866

Total corregido  7600.914 15.000

PRUEBA DE COMPARACIONES MULTIPLES

Tabla 28:

Prueba de comparaciones multiples del porcentaje promedio de mortandad de pupas de
Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” en campo

Comparaciones multiples - HSD Tukey
() ) Error i Intervalo de
Concentraciéon  Concentracion estandar 9. confianza al 95%
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Diferencia

. Limite Limite
de medias inferi h
(1)) inferior  superior
T 25.000° 3.071 0.000 15.881 34.118
Ts Ta 14.550" 3.071 0.002 5.431 23.668
To2 58.325" 3.071 0.000 49.206 67.443
Figura 6:

Medias marginales estimadas de muertes de prepupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller en

campo
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4.4.3. Promedio de pupas de controladas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano

picador” a los diferentes tiempos a nivel de campo

Tabla 29:

Promedio de prepupas muertas por tratamiento en campo

TIEMPO To T> T4 Ts

24 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
48 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
72 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
96 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
120 HORAS 1.0 17.0 22.0 28.0
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4.4.4. Porcentaje de pupas de controladas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano

picador” a los diferentes tiempos a nivel de campo

Tabla 30:

Porcentaje de mortandad de pupas por tratamiento en campo

TIEMPO To2 T T4 Ts

24 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
48 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
72 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
96 HORAS 0.0 0.0 0.0 0.0
120 HORAS 100.0 100.0 100.0 100.0

4.4.5. Promedio de nematodos por pupas a nivel de campo

Tabla 31:

Promedio de nematodos en pupas por tratamiento en campo

REPETICIONES T T4 Te
REPETICION 1 25.0 40.0 56.0
REPETICION 2 35.0 60.0 43.0
REPETICION 3 35.0 23.0 47.0
REPETICION 4 44.0 47.0 48.0

PROMEDIO 35.0 43.0 49.0
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V. DISCUSIONES

En las tablas 4 y 11 se presentan los resultados del promedio de prepupas y pupas de
Elasmopalpus lignosellus Zeller a nivel de laboratorio, de los tratamientos a
concentraciones de 1500, 3000 y 5000 NEP's/mL, se observo en la tabla 4, que el Ts
(5000J1s/mL) obtuvo 9.8 de prepupas controladas, un promedio mayor a lo obtenido en
la tabla 11, donde el Tes (5000 NEP's/mL) obtuvo un promedio de 8.8 de pupas
controladas. Los datos obtenidos en estadio de prepupa y pupa presentan diferencias
entre si, siendo el estadio de prepupas donde se observd el mayor control a nivel de
laboratorio, asimismo Kaya (1993) nos menciona que, en el laboratorio, la mayoria de
las especies de nematodos entomopatogenos infectan una gran variedad de insectos
cuando existe un contacto seguro entre ambos, las condiciones ambientales son 6ptimas
y no hay barreras ecoldgicas o comportamentales para la presencia de la infeccion. Se
puede determinar mayor capacidad de control de Heterorhabditis bacteriophora Poinar
sobre Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” en el estadio de prepupa en
comparacion a pupas en respuesta a todas las concentraciones Heterorhabditis
bacteriophora Poinar esto es similar a lo mencionado por Calle (2019), nos explica en
su investigacion que los estadios larvales V' y IV (prepupas) son los mas sensibles a la
aplicacién del nematodo a diferencia de las pupas dando como referencia a Ramirez
(1995) quien determiné en su investigacion que el estado de pupa fue menos sensible
presentando menos control a Heterorhabditis bacteriophora Poinar a una dosis de 120
Jis/pupa, esto debido a que en el estado de pupa el insecto desarrolla la cuticula que es

una estructura que le brinda proteccién hacia nematodos.
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En la tabla 5, se muestra el porcentaje de mortandad de prepupas de Elasmopalpus
lignosellus Zeller “gusano picador” a nivel de laboratorio. Se observo en la tabla 5 que
el mayor porcentaje de mortandad de prepupas fue la concentracion del tratamiento 5
(5000J1s/mL), con un 81.3 %, mientras que el menor porcentaje de mortalidad la
presento el tratamiento 1 (1500Jls/mL), con un 45.8 %. En la tabla 6 de analisis de
varianza (ANOVA) se observa un estadistico de prueba F=95.272, el mismo que ha
dado una significancia a = 0.000 siendo inferior al nivel de significancia 0=0.050, lo
que indica que existe diferencia estadistica entre los tratamientos y en la tabla 7 indica
las diferencias significativas en los tratamientos encontrados al realizar la prueba de
comparaciones multiples mediante Tukey, se puede observar que los tres tratamientos
mantienen diferencias estadisticas entre si, y con el testigo control, donde el tratamiento
Ts (5000 Jis/mL) supera estadisticamente en control a los tratamientos generando un
mayor control de prepupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” a nivel
de laboratorio, esto se relacionado con lo experimentado por Alvarado y Noriega
(2017), en su presente trabajo de investigacién en laboratorio, donde probaron tres
concentraciones (1000. 3000 y 5000) Jis/mL de Heterorhabditis bacteriophora Poinar
sobre prepupas y pupas de Spodoptera frugiperda Smith, donde el mayor porcentaje de
control se di6 en el estadio de prepupa con 92.0 % a 5000 JIs/mL.

Esto comprueba la hipdtesis planteada en el presente trabajo de investigacion, a mayor
concentracion de Heterorhabditis bacteriophora Poinar mayor sera el control de
prepupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” en laboratorio.

En la tabla 12 se presenta el porcentaje de mortandad de pupas de Elasmopalpus
lignosellus Zeller “gusano picado” a nivel de laboratorio. Se observo en la tabla 12 que
el mayor porcentaje de mortandad de prepupas fue la concentracion del tratamiento 6

(5000JIs/ml), con un 72.9 %, mientras que que el menor porcentaje de mortalidad la
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presento el tratamiento 2 (1500JIs/mL), con un 41.7 %. En la tabla 13 de analisis de
varianza (ANOVA) se observa un estadistico de prueba F=105.544, el mismo que ha
dado una significancia a= 0.000 siendo inferior al nivel de significancia 0=0.050, lo

que indica que existe diferencia estadistica entre los tratamientos.

En la Tabla 14 indica las diferencias significativas en los tratamientos encontrados al
realizar la prueba de comparaciones multiples mediante Tukey, se puede observar que
los tres tratamientos mantienen diferencias estadisticas entre si, y con el testigo control,
donde el tratamiento Te (5000 Jis/mL) supera estadisticamente en control a los
tratamientos T4 (3000 Jis/mL) y T> (1500 JIs/mL) por lo tanto se concluye que el Ts
(5000 JIs/mL) genera un mayor control de pupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller
“gusano picador” a nivel de laboratorio, esto es similar a lo descrito por Diaz &
Rodriguez (2018), en su investigacion nos explican el efecto de la aplicacion de tres
concentraciones (3000, 5000 y 7000 Jis/mL) del nematodo entomopatdgeno
Heterorhabditis sp. en el control bioldgico de la mosca mediterranea de la fruta
(Ceratitis capitata Wiedemann) en condiciones de laboratorio teniendo como resultado
en la investigacion que el mayor nimero de individuos muertos lo representa el Ts
(7000 JIs/mL) con un porcentaje de mortandad igual a 76.7 %, siendo este tratamiento

su concentracién mayor.

Esto comprueba la hipotesis planteada en el presente trabajo de investigacion, a mayor
concentracion de Heterorhabditis bacteriophora Poinar mayor seré el control de pupas
de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” en laboratorio.

Se puede determinar que el mayor control se pudo observar en el estadio de prepupa (al
ser larvas en ultimo estadio) a comparacion del estadio de pupa que presento un menor

control, porque construye una celda de pupa de arena y seda al final de uno de los
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tineles. (Capinera, 2020), nos indica que esto impide parcialmente el acceso del
nematodo, asi mismo se puede considerar lo mencionado por Calle (2019) en su
investigacion mediante la inoculacién de concentraciones sobre los estadios larvales 11,
I1l, IV y V de Spodoptera frugiperda Smith con aspersiones dirigidas. Las larvas de
Spodptera frugiperda Smith inoculadas con Heterorhabditis bacteriophora Poinar
presentaron mortalidad en sus distintos estadios larvales; los estadios con mayor
porcentaje de muerte fueron IV y V. Heterorhabditis bacteriophora Poinar causo la
mortalidad en gran porcentaje de larvas de Spodoptera frugiperda Smith, logrando
provocar la muerte de hasta el 75.0 % de la poblacion evaluada del V estadio. Los

estadios larvales IV y V son los mas sensibles a la aplicacion del nematodo.

En las tablas 19 se muestra el porcentaje de mortandad de prepupas de Elasmopalpus
lignosellus Zeller “gusano picador” a nivel de campo. Se observo en la tabla 19 que el
mayor porcentaje de mortandad de prepupas fue la concentracion del tratamiento 5
(5000J1s/mL), con un 68.8 %, mientras que el menor porcentaje de mortalidad la
presento el tratamiento 1 (1500JIs/mL), con un 39.6 %. En la Tabla 20 de andlisis de
varianza (ANOVA) se observa un estadistico de prueba F=113.696, el mismo que ha
dado una significancia a= 0.000 siendo inferior al nivel de significancia 0=0.050, lo
que indica que existe diferencia estadistica entre los tratamientos.

La Tabla 21 indica las diferencias significativas en los tratamientos encontrados al
realizar la prueba de comparaciones multiples mediante Tukey, se puede observar que
los tres tratamientos mantienen diferencias estadisticas entre si, y con el testigo control,
donde el tratamiento Ts (5000 JIs/mL) supera estadisticamente en control a los

tratamientos Tz (3000 Jis/mL) y T1 (1500 Jis/mL) por lo tanto se concluye que el Ts
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(5000 JIs/mL) genera un mayor control de prepupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller

“gusano picador’a nivel de campo.

En la tabla 26 se muestra el porcentaje de mortandad de pupas de Elasmopalpus
lignosellus Zeller “gusano picador” a nivel de campo. Se observo en la tabla 26 que el
mayor porcentaje de mortandad de pupas fue la concentracion del tratamiento 6
(5000J1s/mL), con un 60.4 %, mientras que el menor porcentaje de mortalidad la
presento el tratamiento 2 (1500JIs/mL), con un 35.4 %. En la tabla 27 de analisis de
varianza (ANOVA) se observa un estadistico de prueba F=130.293, el mismo que ha
dado una significancia a= 0.000 siendo inferior al nivel de significancia o= 0.050, lo

que indica que existe diferencia estadistica entre los tratamientos.

En la Tabla 28 indica las diferencias significativas en los tratamientos encontrados al
realizar la prueba de comparaciones multiples mediante Tukey, se puede observar que
los tres tratamientos mantienen diferencias estadisticas entre si, y con el testigo control,
donde el tratamiento Te (5000 JIs/mL) supera estadisticamente en control a los
tratamientos T4 (3000 Jis/mL) y T (1500 Jis/mL) por lo tanto se concluye que el Te
(5000 JIs/mL) genera un mayor control de pupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller

“gusano picador” a nivel de campo.

El presente trabajo de investigacion afirma lo expuesto por Alvarado y Noriega (2017),
en su presente trabajo de investigacion, donde probaron tres concentraciones (1000,
3000 y 5000) JIs/mL de Heterorhabditis bacteriophora Poinar sobre prepupas y pupas
de Spodoptera frugiperda Smith, donde el mayor porcentaje de control se di6 en el
estadio de prepupa con 82.0 % a 5000 JIs/mL y con respecto al control de pupas fue de

62.0 % a 5000 Jis/mL. EI menor porcentaje de control en pupas en campo se podria
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deber a lo mencionado por Morris (1985) donde explica que las pupas son menos
suceptibles debido a que proporcionan un acceso limitado a la infeccion de nematodos,
como reducir la liberacion de CO2 o que los espiraculos hayan estado casi cerrados, lo
cual puede ser en parte una respuesta para escapar a la deteccion y evitar el parasitismo.
Esto comprueba la hipdtesis planteada en el presente trabajo de investigacion, a mayor
concentracion de Heterorhabditis bacteriophora Poinar mayor sera el control de

prepupas y pupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” en campo.

Los resultados de esta investigacion muestran diferencias en el porcentaje de mortandad
de prepupas y pupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” realizados a
nivel de laboratorio y campo, segin Molina & Ldpez (2003) los NEP's presentan alta
potencialidad para control de plagas del suelo y de habitos cripticos, sin embargo,
factores abiodticos como la humedad puede disminuir su eficiencia. Asi mismo varios
factores afectan también la supervivencia del JI como son la radiacion ultravioleta, la
textura del suelo, el pH y la temperatura extrema en campo, esto explica el mayor
porcentaje de control en estadios de prepupa y pupa de Elasmopalpus lignosellus Zeller
“gusano picador” en laboratorio en donde las condiciones son controladas a diferencia
de campo, y que ademéas muchas pupas presentan estas caracteristicas para escapar de

parasitos.

En las tablas 9 y 16, se observo el porcentaje de control de prepupas y pupas de
Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” en en condiciones de laboratorio, a
las 24, 48, 72,92y 120 horas de la inoculacion, lo que nos muestra un mayor porcentaje
de control de prepupas a partir de las 72 horas y en pupas a las 120 horas, esto concuerda
con la investigacion de Wagiyana et al. (2019), donde manifiestan que los NEP's que

sirven como agentes de control biologico incluyen Steinernema spp. y Heterorhabditis
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spp. Heterorhabditis indicus Poinar tiene una alta toxicidad contra las larvas de
lepidopteros y coledpteros, sus resultados mostraron que la patogenicidad del
aislamiento de NEP's a las larvas de CBB en Silo fue del 30.0 % despueés de 24 horas y
del 90.0 % despues de 48 horas de inoculacion in vivo, lo cual coincide con nuestra
investigacion ya que la mayor concentracion en prepupas (5000 Jis/mL) obtuvo 79.5 %
de control después de 72 horas 20.5 % después de 96 horas. La mayor concentracion
de pupas (5000JIs/mL) obtuvo el 100.0 % de control después de 120 horas desde la

inoculacion.

En las tablas 23 y 30, se puede observar el porcentaje de control de prepupas y pupas
de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” en condiciones de campo, a las
24, 48, 72, 92 y 120 horas de la inoculaciéon, lo que nos muestra un mayor porcentaje
de control de prepupas a partir de 72 horas pero siendo inferior a lo obtenido en
laboratorio, Calle (2019) observo que el porcentaje de mortalidad, para los diferentes
estadios larvales de Spodoptera frugiperda Smith fue similar a las 24 y 48 horas
después de la inoculacion de los nematodos. A las 72 y 96 horas después de la
inoculacion, se observaron que los mayores porcentajes de mortalidad se presentaron
en las larvas de los estadios IV y V. En general, se aprecio que el mayor porcentaje de
mortalidad, para los diferentes estadios larvales, se observa a partir de las 72 horas
después de la inoculacion, lo que coincide con la investigacién en donde la mayor
concentracion en prepupas (5000 JIs/mL) obtuvo 76.0 % de control después de 72 horas

y 24.0 % después de 96 horas.

En las tablas 10 y 17 se determind el promedio de nematodos por prepupa y pupas de
Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” a nivel de laboratorio, obteniendo

como resultado en la tabla 10, el estadio de prepupa con el Ts (5000 JIs/mL) obtuvo un
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promedio de 48 NEP's/prepupa y la menor concentracion T1 (1500 JIs/mLL) obtuvo 24
NEP's /prepupa; en la tabla 17 se tuvo como resultado en estadio de pupa que el Ts
(5000 JIs/mL) cuenta con 62 NEP's/pupa y el T2 (1500 JIs/mL) cuenta con 35 NEP's
/pupa. Basandose en lo anunciado Séenz (2005) nos menciona que los nematodos
pueden sobrevivir por largos periodos en el suelo en ausencia de su huésped, tienen alto
potencial reproductivo y muestran respuesta numérica con respecto al huésped, pueden
criarse en forma masiva en laboratorio; podemos mencionar en la investigacion que a
las 72 horas después de la inoculacién en estadio de prepupas en laboratorio ya se podia
observar mediante el microscopio los juveniles dentro de los individuos diseccionados,
en pupas se obtuvo un promedio mayor a las 120 horas de diseccionadas (segun
procedimiento). Asimismo La Revista de Agronomia Costarriscense (2015) nos
menciona que el ciclo de vida de Heterorhabditis sp., inicia cuando el estadio JI busca
e ingresa al insecto por las aberturas naturales (espiraculos, boca, ano) o por areas
delgadas de la cuticula. EI JI viaja por la hemolinfa y regurgita a la bacteria
Photorhabdus sp. desde el interior de su intestino, probablemente como respuesta al
reconocimiento y ataque por parte del sistema inmune del insecto hacia el nematodo.
La bacteria prolifera en el hemocele y produce toxinas que matan al insecto, con lo
mencionado podemos analizar que el estadio de prepupa al no tener una proteccién de
seda como se presenta en el estadio de pupa, hace que al estar en contacto directo con
el nematodo sea mas efectivo la infeccion y posterior muerte. En el caso del nimero
de nematodos presentes en pupa en condiciones de laboratorio fue mayor y se podria
mencionar que es por el tiempo de evaluacién (120 horas) desde la inoculacion, se

evalud a mas horas que en el estadio de prepupa.
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En las tablas 24 y 31 se determind el promedio de nematodos por prepupa y pupas de
Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” a nivel de campo, obteniendo como
resultado en la tabla 24, el estadio de prepupa con el Ts (5000 JIs/mL) obtuvo un
promedio de 40 NEP's /prepupa y la menor concentraciéon Ty (1500 JIs/ml) obtuvo 19
NEP's /prepupa; en la tabla 31 se tuvo como resultado en estadio de pupa que el Te
(5000 JIs/mL) cuenta con 49 NEP's/pupa y el T2 (1500 Jis/mL) cuenta con 35 NEP's
/pupa. Asi mismo, Saenz & Lopez (2011) en su investigacion demostraron que las
larvas muertas por el aislamiento nativo Heterorhabditis sp y disectadas a las 120 horas
posterior a la infeccion, mostraron adultos hermafroditas de primera generacion
confirmando que el aislamiento corresponde al género Heterorhabditis. En cuanto a la
produccién acumulada de Jls, se inicia después de los 10 dias de infeccidon, recuperando
en promedio 10414 Jis y con produccion total de 150000 a 280000 Jls/larva de Galleria
mellonella Linnaeus “gusano de la cera” hasta el agotamiento del hospedero, siendo el
séptimo y octavo dia, los de mayor recuperacion de JI. Esta diferenciacion en
produccién de JI se debe principalmente al proceso de infeccidn, el cual involucra el
ingreso al hospedero por el ano, boca, espiraculos o cuticula, nimero de Jis que
ingresan por hospedero, penetracion hasta la hemolinfa del insecto, liberacion y
propagacion de las bacterias antes de iniciarse el desarrollo de Heterorhabditis sp. Se
concuerda con la investigacion puesto que las prepupas y pupas estuvieron expuestas
entre 24 a 120 horas, donde solamente se encontrd JI de la primera generacion, es decir
a los nematodos inoculados, sin dar tiempo a la reproduccion de la segunda generacion,
sustentando asi el nimero promedio obtenido en la investigacion el cual se considera
bajo a diferencia de un tiempo de exposicion de 10 dias con promedios de 10414 de

nematodos entomopatdgenos del género Heterorhabditis.
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VI. CONCLUSIONES

Se determin6 el efecto de las concentraciones 1500, 3000 y 5000 Jis/mL de
Heterorhabditis bacteriophora Poinar para el control de prepupas y pupas de
Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusando picador”, siendo la concentracion de 5000
JIs/ml del nematodo Heterorhabditis bacteriophora Poinar, la mas eficiente a nivel de
laboratorio y campo, segun lo demostrado estadisticamente en las tablas 7, 14, 21, 28.
Se determind el efecto de las concentraciones (1500, 3000 y 5000 Jis/mL) de
Heterorhabditis bacteriophora Poinar en el control de prepupas y pupas de
Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” a nivel laboratorio y segun la tabla
5, se determiné que la concentracion Ts (5000 Jis/mL) fue la mas eficiente en estadio
de prepupas con 81.3 % de mortandad, mientras en estadio de pupas la concentracion
Te (5000 Jis/mL) de acuerdo con la tabla 12 fue la mas eficiente con un porcentaje de

mortandad de 72.9 %.

Se determind el efecto de las concentraciones (1500, 3000 y 5000 Jis/mL) de
Heterorhabditis bacteriophora Poinar en el control de prepupas y pupas de
Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” a nivel campo y segun la tabla 19,
se determiné que la concentracion Ts (5000 Jis/mL) fue la mas eficiente en estadio de
prepupas con 68.8 % de mortandad, mientras en estadio de pupas la concentracion Te
(5000 Jis/mL) de acuerdo con la tabla 26 fue la mas eficiente con un porcentaje de
mortandad de 60.4%.

Todas las concentraciones aplicadas del nematodo entomopatogeno Heterorhabditis
bacteriophora Poinar (1500, 3000 y 5000 Jis/mL) ocasionaron distintos porcentajes de
mortandad en prepupas y pupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador”

en condiciones de laboratorio y campo.
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Se determino el porcentaje de control de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano
picador” a diferentes tiempos (horas). Se observé en las tablas 9 y 23, el porcentaje de
mortandad del estadio de prepupa de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador”
a nivel de laboratorio y campo, se produjo entre las 72 y 96 horas respectivamente,
mientras que en las tablas 16 y 30, se determind que el porcentaje de mortandad del
estadio de pupa de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” a nivel de
laboratorio y campo se produjo antes de las 120 horas, presentando apariencia flacida
y coloracién rojiza.

En cuanto al nimero de nematodos entomopatdgeno de Heterorhabditis bacteriophora
Poinar encontrados en prepupas y pupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano
picador”, se determind el promedio de individuos por estadio de prepupa en condiciones
de laboratorio, segln la tabla 10, el tratamiento Ts present6 el mayor nimero siendo 48
nematodos/prepupa y en estadio de pupa el tratamiento Te fue el mayor con 62
nematodos/pupa de acuerdo con la tabla 17. En condiciones de campo segun la tabla
24, el promedio mayor por prepupa lo presentd el Ts con 40 nematodos/prepupa y en
estadio de pupa el tratamiento Te present6 49 nematodos segun la tabla 31. En estadio
de pupas se obtuvo el mayor promedio de nematodos por individuo en condiciones de

laboratorio y campo.

VIl. RECOMENDACIONES
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Se recomienda experimentar a mayores concentraciones de Heterorhabditis
bacteriophora Poinar para determinar el control 6ptimo de Elasmopalpus lignosellus

Zeller “gusano picador” u otros lepidopteros, tanto a nivel de laboratorio como campo.

Se recomienda buscar nuevos métodos de conservacion para mayor viabilidad de

nematodos para uso en laboratorio.

Se recomienda experimentar con otros especimenes en diferentes géneros de
nematodos entomopatdgenos para el control de prepupas y pupas de Elasmopalpus

Ilignosellus Zeller “gusano picador” y otros lepidopteros, a nivel de campo.

Se recomienda experimentar otros métodos de aplicacion diferentes a los usados en
este trabajo de investigacion como através del sistema de riego por goteo por hectarea,
y asi optimizar el control en prepupas y pupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller
“gusano picador”. Asi como realizar investigaciones sobre el nimero de nematodos

por individuo a mas dias (5 dias), para observar la tasa de multiplicacion del nematodo.

Tener en cuenta las condiciones donde se aplica nematodos entomopatdgenos ya que
la eficacia de los juveniles de nematodos en el campo puede ser alterada por diversos
factores bioticos y abidticos presentes debido a que los suelos con humedad adecuada

permiten la movilidad y por tanto la sobrevivencia de los nematodos.

Promover el uso de nematodos entomopatdgeno dentro del manejo integrado de plagas

para contribuir con una agricutura sostenible.

Se recomienda realizar investigaciones sobre el nimero de nematodos por individuo a
mayores dias a diferencia de lo realizado en el presente trabajo de investigacion (5dias),

para observar la tasa de multiplicacion del nematodo.
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IX.  ANEXOS

Anexo 1: Numero promedio de prepupas muertas por tratamiento en laboratorio
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Anexo 2: Porcentaje de mortandad a nivel de prepupas por tratamiento en laboratorio.
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Anexo 3: Porcentaje de prepupas controladas a diferentes tiempos por tratamiento en
laboratorio
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Anexo 4: Numero de nematodos promedio en prepupas por tratamiento en laboratorio
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Anexo 5: Numero promedio de pupas muertas por tratamiento en en laboratorio.
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Anexo 6: Porcentaje de mortandad a nivel de pupas por tratamiento en laboratorio
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Anexo 7: Porcentaje de pupas controladas a diferentes tiempos por tratamiento en
laboratorio
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Anexo 8: Numero de nematodos promedio en pupas por tratamiento en laboratorio
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Anexo 9: Numero promedio de prepupas muertas por tratamiento en campo
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Anexo 10: Porcentaje de mortandad de prepupas por tratamiento en campo
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Anexo 11: Porcentaje de prepupas controladas a diferentes tiempos por tratamiento en

campo
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Anexo 12: Ndmero de nematodos promedio en prepupas por tratamiento en campo
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Anexo 13: Ndmero promedio de pupas muertas por tratamiento en campo
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Anexo 14: Porcentaje de mortandad a de pupas por tratamiento en campo
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Anexo 15: Porcentaje de pupas controladas a diferentes tiempos por tratamiento

en campo
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Anexo 16: Ndmero de nematodos promedio en pupas por tratamiento en laboratorio
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Anexo 17: Cartilla de evaluacion de control de prepupas y pupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” para laboratorio

EVALUACION DE CONTROL DE PREPUPAS

N° REPETICIONES REPETICION I REPETICION 11 REPETICION I11 REPETICION IV
Horas de L
inoculacion Individuos To T1 Tz Ts Too Ti T3 Ts Taw T1 Tz Ts T Ti1 Tz Ts
24 prepupas 0O 0O 0 o 0O 0 0 o 0O 0 0 o 0O 0 0 oO
48 prepupas 0O 0O 0 o 0O 0 0 o 0O 0 0 o 0O 0 0 oO
72 prepupas 1 6 7 8 0 5 6 7 0 5 5 8 0 5 7 8
96 prepupas 1 0 1 1 o o0 1 2 1 0 2 2 o 1 o0 3
120 prepupas 0O 0O 0 o 0O 0 0 o 0O 0 0 o 0O 0 0 oO
SUBTOTAL 2 6 8 9 0 5 7 9 1 5 7 10 0 6 7 11
CARTILLA DE EVALUCION DE CONTROL DE PUPAS
N° REPETICIONES REPETICION I REPETICION Il  REPETICION Il REPETICION IV
Horas de .
inoculacion Individuos

Too T2 Ta Te Too T2 Ta Te Too T2 Ta Te Too T2 Ta Te

24 pupas 0O o0 0 O 0O 0 0 o 0O 0 0 oO 0O 0 0 ©O
48 pupas 0O 0 0 o 0O 0 0 o 0O 0 0 oO 0O 0 0 ©O
72 pupas 0O 0O 0 O 0O 0 0 o 0O 0O 0 oO 0O 0 0 ©O
96 pupas 0O 0O 0 O 0O 0 0 o 0O 0O 0 oO 0O 0 0 ©O
120 pupas 1 4 7 9 0O 5 6 8 1 5 6 8 0O 6 8 9
SUBTOTAL 1 4 7 9 0 5 6 8 1 5 7 9 0O 6 8 9




Anexo 18: Cartilla de evaluacion de control de prepupas y pupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller “gusano picador” para campo

EVALUACION DE CONTROL DE PREPUPAS

N° REPETICIONES REPETICION | REPETICION II REPETICION III REPETICION IV
Horas de .
inoculacion Indlividuos Too T1 T3 Ts T Ti Tz Ts T Ti Tz Ts T Ti Tz Ts
24 prepupas 0O 0O o0 o© O 0 o0 o0 0O 0 o0 o0 O 0 o0 o0
48 prepupas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
72 prepupas 1 5 5 6 0 5 6 6 0 4 4 6 0 4 6 7
96 prepupas 0 O 1 2 0O O 1 2 1 0 1 2 0 1 0o 2
120 prepupas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SUBTOTAL 1 5 6 8 0 5 7 8 1 4 5 8 0 5 6 9
EVALUACION DE CONTROL DE PUPAS
N° REPETICIONES REPETICION | REPETICION I REPETICION III  REPETICION IV
Horas de .
inoculacion Individuos Toe T2 T4 Te T T2 Ta Te T T2 Ta Te Tz T2 Ta Ts
24 pupas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 pupas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
72 pupas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
96 pupas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
120 pupas 1 4 5 7 0 4 6 7 0 4 5 6 0 5 6 8
SUBTOTAL 1 4 5 7 0 4 6 7 0 4 5 7 0 5 6 8
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Anexo 19: Cartilla de evaluacion para poblacion de nematodos juveniles de Heterorhabditis
bacteriophora Poinar en laboratorio

NUMERO DE NEMATODOS EN LABORATORIO

N° REPETICIONES TRATAMIENTO MUESTRA1 MUESTRA2 MUESTRAS3

To1 0 0 0
To2 0 0 0
Ta 29 19 24
REPETICION 1 T 24 31 19
Ts 29 27 34
Ta 53 43 31
Ts 49 73 71
Te 62 55 51
Tos 0 0 0
Toz 0 0 0
Ta 34 23 28
REPETICION 2 T 36 31 37
Ts 44 41 46
Ta 61 55 64
Ts 42 32 49
Te 52 46 59
To1 0 0 0
Toz 0 0 0
Ta 29 23 18
REPETICION 3 T2 3 38 33
Ts 45 42 30
Ta 71 56 62
Ts 45 49 67
Te 65 56 72
Tot 0 0 0
To2 0 0 0
Ta 26 15 21
REPETICION 4 T2 43 48 42
Ts 37 32 23
Ta 51 41 45
Ts 41 35 28

Ts 71 86 73




Anexo 20: Cartilla de evaluacion para poblacion de nematodos juveniles de Heterorhabditis
bacteriophora Poinar en campo

NUMERO DE NEMATODOS EN CAMPO

N° REPETICIONES TRATAMIENTOS MUESTRA1 MUESTRA2 MUESTRA3

To 0 0 0

To2 0 0 0

T 25 13 19

, T2 24 31 19
REPETICION 1 T 24 93 39
T4 53 43 23

Ts 41 35 32

T 62 55 51

To 0 0 0

Toz 0 0 0
T 23 23 16

P T 36 31 37
REPETICION 2 T 38 30 41
T4 61 55 64

Ts 42 31 29
Ts 46 46 38

To 0 0 0

Toz 0 0 0

T 18 21 15

: T 35 38 33
REPETICION 3 T, 29 97 21
Ta 59 56 62

Ts 45 49 67

Ts 47 43 51

To 0 0 0

Toz 0 0 0

T 14 23 21

. T 43 48 42
REPETICION 4 T, 29 26 93
T4 56 41 45

Ts 41 35 28

Te 36 64 43
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Anexo 21: a) Investigadoras en campo de “‘esparrago” altamente infestado con Elasmopalpus
lignosellus Zeller “gusano picador”. b) Brote de esparrago infestado con larvas. ¢) Recoleccion
manual de Is en brotes de esparrag. d)Aacondicionamiento de larvas recolectadas.

Anexo 22: a) Larvas de Elasmopalpus lignosellus Zeller. b) Acondionamiento de brotes para alimento
de larvas. ¢) Aconcionamiento de arena como medio de larvas. d) Separacion de larvas de I, 11y IlI,
IV estadio de larvas. e) y f) Acondicionamiento de larvas para la crianza en laboratorio
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Anexo 23: a) Esponjas contenidas del nematodo entomopatégeno Heterorhabditis bacteriophora
Poinar. b) Estrujado de las esponjas para la obtencion de la solucion. ¢) Medicion de la solucion
obtenida. d) Acondiconamiento de larvas de Gallerila mellonella Linnaeus. €) Inoculacion de la
solucidn de Heterorhabditis bacteriophora Poinar a las larvas de Gallerila mellonela. f) Recipientes
con 500 larvas de Galleria mellonella Linnaeus inoculadas.

Anexo 24: a) Larvas de Galleria mellonella Linnaeus parasitadas por el nematodo entomopatdgeno
Heterorhabditis bacteriophora Poinar. b) Instalacion de camara White. c) Almacenamiento de la
camara White. d) Obtencién de solucion madre a partir de larvas de Larvas de Galleria mellonella
Linnaeus parasitadas por el nematodo entomopatégeno Heterorhabditis bacteriophora Poinar
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Anexo 25: a) Preparacion del sustrato para ser puesto en el horno. b) Sustrato esterilizado a 120 °C
en el horno. ¢) y d) Acondicionamiento del sustrato en las unidades experimentales para prepupas y
pupas de laboratorio y campo.

Anexo 26: a) Obtencion de solucion madre del nematodo Heterorhabditis bacteriophora Poinar con
una alicuota. b) Conteo de nematodos entomopatdgenos con microscopio a una vista de 10 X c) Vista
microscopica de los nematodos obtendios de la solucion madre.
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Anexos 27: a) Prepupas y pupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller para ser dispuestas en las

unidades experimentales. b), ¢) y d) Acondicionamiento de prepupas y pupas en las unidades
experimentales con sustrato.

| .
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Anexo 28: a) Campo experimental de Asparagus officinalis Linnaeus ubicado en Casma. b) y ¢)
Aconcionamiento de las unidades experimentales en campo. d) Inoculacion de los diferentes
tratamientos en prepupas y pupas.
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Anexo 29: a) Prepupas de Heterorhabditis bacteriophora Poinar dispuestas en laminas en laboratorio
para ser evaluadas. b) Pupas de Heterorhabditis bacteriophora Poinar dispuestas en laminas para ser
evaluadas. c)Prepupas con sintomas caracteristicas de parasitacion de Heterorhabditis bacteriophora
Poinar d) Pupa con sintomas caracteristicas de parasitacion de Heterorhabditis bacteriophora Poinar.
e) Presencia de nematodos entomopatdgenos Heterorhabditis bacteriophora Poinar emergiendo de la
pupa de Elasmopalpus lignosellus Zeller. f) Presencia de nematodos entomopatdgenos Heterorhabditis
bacteriophora Poinar emergiendo de la pupa de Elasmopalpus lignosellus Zeller.
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Anexo 30: a) Prepupas de Elasmopalpus lignosellus Zeller experimentadas en campo dispuestas en
placas Petri para ser evaluadas. b) Pupas de Heterorhabditis bacteriophora Poinar dispuestas en
placas Petri para ser evaluadas. c)Prepupas con sintomas caracteristicas de parasitacion de
Heterorhabditis bacteriophora Poinar d) Pupa con sintomas caracteristicas de parasitacion de
Heterorhabditis bacteriophora Poinar. €) Presencia de nematodos entomopatdgenos Heterorhabditis
bacteriophora Poinar emergiendo de la pupa de Elasmopalpus lignosellus Zeller. f) Presencia de
nematodos entomopatdgenos Heterorhabditis bacteriophora Poinar emergiendo de la pupa de
Elasmopalpus lignosellus Zeller,
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Anexo 31: a) y b) Croquis de distribucién de los tratamientos por repeticiones
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Anexo 32: Boleta de venta electrénica de nematodos Heterorhbitis bacteriophora Poinar.

TR

.- Boteta de Vierta Electronica - Impresion ;..

BIDCONTROL AGRICOLA ELR.L. BOLETA DE VENTA ELECTRONICA
MZA. 21 INT. A LOTE. 31 URB. LA RINCONADA POR. EL HOTEL COSTA RUC: 20559815668
AZUL A LA MAND DERECH EBO1-10
TRUJILLO - TRUJILLO - LA LIBERTAD
Facha de Vencimiens
Fecha de Emisidn  :07/02/2021
LADY KIOKO HANAKD YRMA
Sefories) * MARQUINA ZAVALETA
DMl 48149315
Tipo de Moneda : SOLES
Obseryacion :
Unidad Importe de
Cantidad Dascr Valor Descuento(*)
Medida ipcidn Unitario(*) Venta(**) ICEPER
6.00 UNIDAD BIOMEMAX 395480225588 0.00 279.9995999905 0.00
Otros Cargos 5/0.00
Otros, 50,00
Tributos
ICBPER : | 5/0.00
Importe Total : 5/280.00

{*) Sin impuestos,
{**) Incluye impuestos, de ser Op. Gravada.

SO0N: DOSCIENTOS OCHENTA Y 00/100 SOLES

Op. Gravada : 5/ 237.29
Op. Exonerada : m
Y m— .1
ISC: :
IGV: '
ICEPER : Wﬁﬂ:i i m
(Otros Cargos : S 000
Otros Tributos :
Monto de | STon,

Redondeo - 5/ 2B0.00
Importe Total :

en SUNAT Virtual: www.sunat.gob.pe, en Opciongs

Esta s una representacion impresa de la Boleta de Venta Electrdnica, generada en el Sistema de la SUNAT. EI
Emisor Electronico puede verificarla utilizando su dave SOL, el Adquirente o Usuario puede consultar su validez

sin Clave SOU/ Consulta de Validez del CPE.

Anexo 33: Informe de resultdos de verificacion de calidad de nematodos Heterorhbitis bacteriophora

Poinar.
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de Agzriceliore Agromporodares
Prpircaries de Termrmes de Chavimedhic

—SEX SENASA

Sawvicis Nasisnal de Samidad Agraria

PERU

INFORME M* 06 -20
PARA:

ASUNTO: Recuento del nematodo entomupato’genos: Hethero abditis bacweriophaga

Wird, 21 de Octubre de 2020

DATOS DE PROCEDENCIA

LAB ORATORIO:

BIOCONTROL AGRICOLA EIRL

LUGAR:

FECHADE TOMADE MUESTRA: 12110720

GUIADE REMISON: D1-1455
DATOS Muesirs

E specie enviada como:

Hetherotabditis bacteriophaga

Mo. Total de material Biologico

Fecha de cosecha 12-10-2020
Fecha de vencimiento 16-10-2020
Lote: X-12

RESULTADOS

Datos para la evaluacion de la Muestra

Mo. Juveniles /ml

1X10° Ns/ mi (20 x 10 jis / esponja

fiabilidad

90 %

OBSERWACIONES

Atertamernite,

Blgo. Nancy Cardoza Camacho
CBP.3835
LABORATORIO

Panamericana Note Km. 5225 Califernia-Vim Fax 044-525397
Newtel 839=5504 — 629%644 5 e-mail labomatono@inegopresizado argpe
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Anexo 34: Informe de resultados de verificacion de TURNITIN

EFECTO DE TRES CONCENTRACIONES DE Heterorhabditis
bacteriophora PARA CONTROL DE Elasmopalpus lignosellus
EN LABORATORIO ¥ CAMPO DE ESPARRAGO, CASMA 2021

HFOEME DE DRIG MNALIDAD

2/ 274 2. 6u

INDICE DE SIMILMUD FUENTES DE INTERMNET  PUBLICACIONES TRABAJOS DEL
ESTUDIANTE
FUEMTES PRIMARIAS
repositorio.uns.edu.pe
Fuente de Inbermel 6%

docplayer.es 4%

Fuenbe de Intermeat

]

dspace.unitru.edu.pe 3%

Fuente de Intermet

=]

repositorio.lamolina.edu.pe 2%

Fuente de Intermet

=]

www.scielo.org.co 1 %

Fuente de Intermet

]

pt.scribd.com 1
%

Fuente de Intermet

revistas.unjfsc.edu.pe 1
d Fuente de Inbermal %

E repositorio.unprg.edu.pe 1
Fuente de Intermet %
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1library.co
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Tw

publicaciones.fedepalma.org

Fuente de Intermat

Tw

—
e

alicia.concytec.gob.pe

Fuente de Intermat

Tw

H

riul.unanleon.edu.ni:8080

Fuente de Intermet

Tw

=
[

dev.scielo.org.pe

Fuente de Inbermsat

Tw

H

www.senasa.gob.pe

Fuente de Intermat

Tw

p— )
LN

www.scielo.sa.cr

Fuente de Intermet

<1y

tesis.ucsm.edu.pe

Fuente de Intermet

<1y
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-..‘J

www2.inia.cl

Fuente de Intermet

<1y
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