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Presentacion

Los controladores bioldgicos o biocontroladores, son organismos
vivos de gran importancia en el area agricola, ya que mediante
la interaccion y capacidad bioldgica (parasitismo, depredacion,
patogenicidad y virulencia) controlan la densidad poblacional de las
plagas de un determinado cultivo.

El uso excesivo e indiscriminado de agroquimicos en los cultivos, ha
generado el aumento a la resistencia y propagacion de las plagas,
asi como la contaminacién ambiental, factores que han incentivado
el uso de los controladores bioldgicos en el sector agricola. No
obstante, su actividad se ha visto disminuida debido a que poseen
una baja tasa de reproduccién, conllevando a que su poblacion sea
minima en los campos agricolas. Por tanto, se ha visto necesario
buscar alternativas para aumentar su densidad poblacional; para
ello, han surgido laboratorios encargados de la crianza y produccidn
masiva de controladores biolégicos, los cuales abarcan tanto a
insectos, como a microorganismos, destacdndose en este ultimo,
los virus, bacterias, hongos y nematodos entomopatogenos.

El Ministerio de Agricultura y Riego (MINAGRI), a través del Instituto
Nacional de Innovacidon Agraria (INIA) pone a su disposicién
el presente documento titulado Protocolos de crianza de
controladores biolégicos, dirigido a técnicos, profesionales y toda
persona interesada en el control biolégico de plagas importantes
en los cultivos, especialmente en el cultivo de maiz amarillo duro
como una alternativa ambientalmente sostenible.
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Este documento describe las metodologias para la produccién
masiva de tres controladores biolégicos, tales como: Telenomus
remus, Chrysoperla spp. y Heterorhabditis spp., optimizadas
mediante la intervencion del proyecto 071 Pl “Disefio de un
paquete de manejo ecoldgico para el control de Spodoptera
frugiperda “cogollero” en el cultivo de maiz amarillo duro en las
regiones de Lambayeque y La Libertad”, financiado por el Programa
Nacional de Innovacién Agraria (PNIA).

Jorge Luis Maicelo Quintana, Ph.D.
Jefe del INIA
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Crianza masiva de especies del género Chrysoperla

1.

Introduccion

Chrysoperla spp., pertenece a la familia Chrysopidae, una de las familias mas grandes dentro
del orden de los neurdpteros, con cerca de 2 000 especies descritas, de las cuales, varias de
ellas pueden ser utilizadas como agentes de control bioldgico (New, 1991; Valencia, Romero,
Valdez, Carrillo y Lépez, 2006). Son conocidas cominmente como “alas de encaje”, “leones
de afidos” o “crisopas” (Nunez, 1988), siendo esta ultima denominacién la mas difundida. Las
especies de este género han mostrado condiciones de adaptabilidad a diferentes ambientes,
lo que les ha permitido una amplia distribucidn geografica (Gitirana, Carvalho, Souza y Santa,
2001).

El género Chrysoperla, se caracteriza por atacar muchas plagas agricolas como, cochinillas,
pseudococcus, pulgones, moscas blancas, acaros y otros (Debach, 1977). Ademas, existen
trabajos en donde se sefala que Chrysoperla externa se alimenta de Spodoptera frugiperda
en maiz y en cultivo de alfalfa y papa (Salazar, 2016). Las especies de este género: Chrysoperla
externa, Chrysoperla carnea y Chrysoperla asoralis, han despertado gran interés en el control
bioldgico por presentar larvas voraces, polifagas y activas (New, 1991), siendo las larvas de
estadio lll, las de mayor voracidad (Salazar, 2016). Las larvas detectan la presa a través del
contacto directo, al atacar a la presa, se lanza hacia ella e inyecta enzimas a través de la
mandibula, usando el extremo final de su abdomen para apoyarse y estabilizarse mientras
estd atacando (Clark, 1978).

Clasificacion taxonomica

A continuacion se muestra la clasificacion taxondmica de Chrysoperla carnea segun lo
propuesto por Stephens (1836).

Phylum : Artropoda
Clase . Insecta
Orden : Neuroptera

Familia : Chrysopidae
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Género : Chrysoperla

Especie : Chrysoperla externa, Chrysoperla carnea

n

Nombre comun : “insecto gasa”, “alas de encaje” o “crisopas”

3. Ciclo biolégico de Chrysoperla sp.

Presenta un ciclo bioldgico holometabolo o metamorfosis completa. Sus estadios bioldgicos se

presentan en la figura 1.

A. Huevos \

(2 - 3 dias)
(‘ |

D. Adultos B. Larva
(20 dias) ( ' . (10 - 15 dias)
C. Pupa
(8 - 10 dias)

Figura 1. Ciclo biolégico de Chrysoperla sp.

_
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3.1 Huevos

Los huevos se presentan en este estadio en forma oval e individuales, sostenidos cada
uno por un pedicelo gelatinoso (Nufiez, 1988). El tiempo de duracion es de 2 a 3 dias
aproximadamente (Figura 1A).

3.2 LlLarva

Presenta un tipo campodeiforme, su cuerpo fusiforme de color crema sucio, con marcas
simétricas de color marrén o negro, cabeza prognata aplanada, el aparato bucal tiene la
forma de una pinza de lados curvos. No posee ocelos, las antenas son cortas, filiformes,
multisegmentadas y nacen encima de las mandibulas. Las larvas pasan por dos mudasy
tres estadios (Nufiez, 1988).

El tiempo de duracion del estadio es de 10 dias a 15 dias aproximadamente (Figura 1B).

3.3 Pre-pupa

En este estado, la larva acumula grasa, engrosa el abdomen, el cuerpo se aclara y el
meconium es eliminado como una sustancia negruzca que puede ser visualizada a través
del cocdn. Se inicia cuando la larva suspende la alimentacion después de su maximo
desarrollo, procediendo a la elaboracién del tejido del cocdn con hilos finos de una
sustancia mucoproteica, en un lugar protegido (Nufiez, 1988).

3.4 Pupa

Presenta un tipo de pupa denominada exarata (pupa libre) de color verde, casi esférica
de textura apergaminada, que puede ser apreciada a través del cocén blanco (Nufiez,
1998). El periodo pupal dura aproximadamente de 8 dias a 10 dias (Figura 1C).

3.5 Adulto

Es un insecto de forma alargada, color verde claro, con una franja amarilla longitudinal
centraleneldorsodel cuerpo, desde labase de lacabeza hasta el dpice delabdomen. Tiene
manchas de color rojo violaceo que se encuentran presentes en el rostro. Las antenas
son mas cortas que la expansion alar, posee ojos dorados, cuerpo fragil y alas delgadas
con numerosas venaciones, motivo por el cual, cominmente son llamados “insectos
gasa” o “alas de encaje”(Nufiez, 1988). El periodo como adulto dura aproximadamente

entre 20 dias (Figura 1D).

—
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4. Objetivo

e Producir masivamente y conservar nucleos de crisépidos de Chrysoperla externa vy
Chrysoperla carnea bajo condiciones controladas de laboratorio.

5. Materiales

e Huevos de C. carneay C. externa
e Huevos de Sitotroga cerealella

e Miel

e Levadura de cerveza

e Agua hervida

e Polen

e Termohigrometro

e Tapers plasticos rectangulares N° 5
e Placas de Petri 150 mm

e Baldes plasticos de 20 L

e (Cajaconluzled

e (Cartdn corrugado y papel cuadrimax
e Pincelesy brochas

e Balanza analitica

e Cucharas

e Tela poliseda

e Tull

e Refrigeradora

e Alcohol (96 %)

e Algoddn hidrofilico

e Etiquetas

_
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6. Metodologia de crianza de Chrysoperla carnea y Chrysoperla
externa

6.1

6.2

Obtencion de posturas

La obtencion de posturas (Figura 2) consiste en la colecta
de los huevos de crisopa. Para esto, las posturas deben ser
acondicionadas en tapers con tapa de plastico rectangular
N° 5. Las tapas deben ser recortadas en la parte interna
dejando 3 cm de borde y reemplazadas con tela blanca
para la aireacion del material bioldgico.

Los adultos de crisopas tienen un periodo de pre-
oviposicion de aproximadamente una semana, seguido
del periodo de oviposicidon que se extiende por 20 dias
aproximadamente.

Pasado este tiempo, ovipositan pocos huevos y no es
rentable mantenerlos.

Recuperacion de pupas

Figura 2. Obtencion de posturas.

Una vez formadas las pupas son retiradas del cartén corrugado, mojandolo, para facilitar
su obtencién (Figura 3). Después, se instalan en los baldes de produccion grupos de 700

pupas por balde y se espera la emergencia de los adultos.
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Figura 3. Obtencién de pupas.

6.3 Crianza de larvas

Una vez eclosionadas las posturas, emergen las larvas, las cuales son repartidas en los
tapers N° 5 en grupos de 1 000 huevos. Al emerger las larvas deben ser alimentadas con
2 g de Sitotroga cerealella (Figura 4). A los 7 dias, el estadio larval esta avanzado por
lo que se colocan tiras de cartdn corrugado de 4 a 5 cm de ancho en la base en forma
transversal, ademas de acordeones de papel dentro del taper.

P
Figura 4. Crianza de larvas.
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6.4 Alimentacion de los adultos

El alimento de los adultos consiste en formar una pasta semisdlida a base de polen, miel
de abeja, levadura de cerveza en polvo y agua hervida, la cual debe ser refrigerada por
24 horas. Posteriormente, se colocan en cantidades necesarias sobre la malla superior
de la unidad de oviposicion de los adultos de las crisopas. Junto a esto, se coloca agua
en un algododn. El alimento y el agua es sumunistrado segun el requerimiento (Figura 5).

Figura 5. Alimentacién de adultos.

6.5 Produccion

En condiciones controladas de temperatura y humedad se realiza la produccién de
huevos de Chrysoperla. El rango de temperatura varia de 20.6 a 31 °C con 69 a 82 % de
humedad, condiciones adecuadas para producir de 7 - 14 huevos por dia por hermbra,
que durante todo el periodo de ovoposicion (20 dias) puede producir aproximadamente
de 140 a 280 huevos por hembra; considerando un ratio sexual de 1:1, la produccién
final seria aproximadamente de 5 250 a 10 500 huevos por cosecha, por unidades de
oviposicién, a partir de 1 500 adultos.

—
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Protocolo Il

Crianza masiva de Telenomus remus (Nixon)

1.

Introduccion

Telenomus remus (Nixon) es una avispa parasitoide de huevos de lepiddptero (Cave y Acosta,
1999), estudios realizados han reportado que esta avispa puede parasitar huevos de hasta 30
especies de lepidépteros (Morales, Gallardo, Vasquez y Rios, 2000). En estudios realizados
por Wojcik, Whitcomb y Habeck (1976), se encontré parasitismo de Telenomus remus entre
un 80 - 100 % de huevos de S. frugiperda (Smith), S. latisfacia (Walker), S. exigua (Hubner) y S.
eridania (Cramer), debido a las kairomonas que estimulan el reconocimiento de Spodoptera
por parte de las hembras de Telenomus remus (Nordlund, Strand, Lewis y Vinson, 1987).

En un trabajo realizado por Corréa, Castro y Cruz (2002), encontraron que las densidades de
9 a 12 hembras de T. remus por m? en infestacion artificial de plantas de maiz con masas de
huevos de S. frugiperda, presentaban una parasitacién de 74 y 83.3 % respectivamente. En
estudios de respuesta funcional de Telenomus remus se encontré que el nimero promedio
de huevos parasitados, aumentaba conforme aumentaba la densidad de huevos; la unidad de
hembra utilizada se mantenia; la tasa de busqueda promedio era de 0.79 huevos/huevo en
una densidad de 50 huevos y finalmente que la tasa promedio era de 0.39 huevos/huevo en
una densidad de 250 huevos (Morales et al., 2000).

En el laboratorio de biocontroladores de la Estacién Experimental Agraria Vista Florida se
encontrd, que el mejor hospedero para la crianza de Telenomus remus, era Spodoptera
eridania (datos no publicados). Las imagenes de la parasitacion se muestran en la figura 6.
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Figura 6. Parasitacion de Telenomus remus. A) Huevos inmaduros de Spodoptera eridania.
B) Huevos parasitados de Spodoptera eridania. C) Adulto de Telenomus remus emergiendo de
huevos parasitado.

Clasificacion taxondmica de Telenomus remus (Nixon)

Reino
Phylum
Clase
Orden
Familia
Género

Especie

Animalia
Artropoda
Insecta
Himendptera
Platygastridae
Telenomus

Telenomus remus (Nixon)
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3.

Ciclo bioldgico de Telenomus remus (Nixon)

Las hembras de Telenomus remus depositan huevos que se caracterizan por ser pedicelados en
el embrién del hospedero (Hernandez y Dilcia, 1993). Después de aproximadamente 12 horas,
el huevo se transforma en larva. En total, Telenomus remus, pasa por dos estadios larvales (larva
Iy larva ll), diferencidandose el segundo, del primer estadio, por la presencia de segmentos y
aberturas espiraculares en el dorso lateral del cuerpo, ademas presenta mandibulas rectas
y puntiagudas en comparacién con las mandibulas en forma de hoz de la larva del primer
estadio (Gomez, 1989; Santos, 1998). Posteriormente, pasa por el estadio de prepupa, el cual
se caracteriza por la presencia de discos imaginales bien pronunciados y marcados. Al inicio, la
pupa presenta color blanco y opaco, que conforme va madurando se va tornando en color gris
y posteriormente en color negro (Gémez, 1989). Los machos emergen antes que las hembras
y se aparean en un lapso de tiempo de segundos (Hernandez y Dilcia, 1993), presentandose
ademas, una alta tasa de reproduccion (Cave y Acosta, 1999).

Objetivo

e Producir masivamente y conservar nucleos de Telenomus remus bajo condiciones
controladas de laboratorio.

Materiales

e Adultos de Telenomus remus

e Posturas de Spodoptera eridania

e Miel de abeja

e Hojas de Amaranthus sp. y Ricinus communis
e Tapers de plasticode 1L

e Tapers de plasticos rectangulares N° 5

* Pinceles

e Etiquetas
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6. Metodologia de crianza de Telenomus remus

Para la produccién masiva de Telenomus remus se adaptd la metodologia utilizada en el
laboratorio de insectos benéficos del Proyecto Especial Chavimochic, a través del protocolo
basico del proceso de crianza de Spodoptera frugiperda y flujogramas de produccion de
Telenomus remus (Diaz, 2016).

Para la produccion de Telenomus remus es necesario realizar la crianza masiva del hospedero,
en este caso Spodoptera eridania. A cotinuacion se describen los procesos de crianza masiva.

6.1 Crianza masiva de Spodoptera eridania

6.1.1 Cosecha de posturas

Para la oviposiciéon de adultos de Spodoptera eridania se puede utilizar reposteros
pldsticos cilindricos de 3 L, los cuales son forrados en su interior con papel kraft y
colocados un recipiente de vidrio lleno de agua con una hoja de higuerilla y dos
recipientes pequefios de plastico con un disco de esponja. Para la alimentacidon del
adulto, los discos son embebidos en aguay el otro en miel de abeja respectivamente.

La cosecha de posturas se realiza de manera diaria o interdiaria, segun el
requerimiento. Para ello, el papel kraft y la hoja de higuerilla son retirados ya que
éstos contienen los huevos de Spodoptera eridania. Los huevos son acondicionados
en nuevos reposteros cilindricos, para la recria de la especie o en cartdn, para la
parasitacion de Telenomus remus.

Los adultos de Spodoptera eridania tienen un periodo de oviposicién de 15 dias,
después de ese tiempo, ovipositan poco, por lo que es recomendable descartarlos.

6.1.2 Crianza de larvas

Comounidades decrianzadelarvas, se deben emplear dos tipos de tapers de plastico:
para neonatos (larva | y Il y lll) (Figura 7A) se pueden utilizar tapers reposteros de
capacidad de 3 Ly cubierto con tela organza; y para larvas (1V, V, VI) utilizar tapers
rectangulares N° 5. En la base se coloca hojas de papel (bond, kraft, etc.). En el
centro de la tapa se recorta un rectangulo, dejando 3 cm en todo el contorno y se
coloca un pedazo de tela organza para darle ventilacion.

_ n




Instituto Nacional de Innovacion Agraria

Como alimento para los diferentes estadios larvarios, se recomienda emplear
hojas de Amaranthus sp. “yuyo” para neonatos (larva |, Il y Ill) y Ricinus communis
“higuerilla” para larvas (IV, Vy VI) (Figura 7B).

6.1.3 Cosecha de pupas y adultos
Una vez formadas las pupas son retiradas del taper N° 5 (Figura 7C) y colocadas en
envases de 250 mL con algoddén humedecido en la base, para la emergencia de los
adultos. Colocar los adultos en reposteros cilindricos de capacidad de 3 L para la
oviposicion (Figura 7D).

Figura 7. Metodologia de la crianza de Spodoptera eridania. A) Crianza de larvas de
Spodoptera eridania en los primeros estadios. B) Crianza de larvas de Spodoptera eridania
en los Ultimos estadios. C) Obtencion de pupas. D) Adultos de Spodoptera eridania en
recipientes para la oviposicion.
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6.2 Crianza masiva de Telenomus remus

6.2.1 Unidades de crianza y parasitacion

Para la crianza masiva de Telenomus remus, se puede utilizar taper de plastico de
capacidad de 1 L con tapa, a la cual se le realiza un orificio en la parte céntricay se
cubre con un papel toalla. En el interior se coloca un millar de huevos parasitados
de Spodoptera eridania, del cual emergeran adultos de Telenomus remus (Figura
8A).

Una vez emergidos los adultos de Telenomus remus, en el interior del taper plastico
se colocan cartones con posturas inmaduras de Spodoptera eridania (posturas
ovipositadas en menos de 24 horas).

Las hembras de Telenomus remus parasitan las posturas inmaduras y son retirados
los cartones conteniendo las posturas parasitadas a las 24 horas de haber sido
colocados en el taper de parasitacién y depositado en otro recipiente plastico de 1
L, para la emergencia de nuevos adultos (Figura 8B). La emergencia sucede entre
los 10 a 15 dias, dependiendo de la temperatura (20.9 a 27.1 °C y humedad de 63
a 84 %).

Eltiempo que los adultos de Telenomus remus utilizan para la parasitacion es de una
semana, por lo que es importante cambiar diariamente los cartones conteniendo
las posturas inmaduras. Después de 10 a 12 dias de haber emergido, el adulto
pierde la capacidad parasitica y posteriormente muere.

6.2.2 Alimentacion de adultos

Para los adultos contenidos en los reposteros de capacidad de un litro, embeber
el papel toalla de la tapa con miel de abejay realizar esta actividad de manera
interdiaria (Figura 8C).
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Figura 8. Metodologia de crianza de Telenomus remus. A) Unidad de crianza de
Telenomus remus. B) Parasitacion de posturas de Spodoptera eridania. C) Alimentacion
de adultos de Telenomus remus
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Protocolo Il

Produccion de nematodos entomopatdgenos

1. Introduccion

Los nematodos entomopatégenos son un grupo de organismos con grandes posibilidades de ser
utilizados en programas de control bioldgico (Giayetto y Cichén, 2006). Se caracterizan por ser
patégenos obligados de insectos (Del Valle, Dolinski, Barreto, Souza y Samuels, 2008) del 6rden
de himendptera, lepidéptera, diptera y coledptera (Gonzdlez, 1998), presentan caracteristicas
de depredadores, parasitoides y patdégenos (Argotti, Gallegos, Alcazar y Kaya, 2010). Los grupos
de nematodos que son producidos comercialmente son de las familias: Heterorhabditidae
y Steinernematidae (Woodring y Kaya, 1998), especificamente del género Heterorhabditis y
Steinernema, los cuales presentan una relacién simbidtica con enterobacterias gram negativas
del género Photorhabdus y Xenorhabdus respectivamente. Estas bacterias se encuentran en el
intestino del nematodo, basicamente en el estadio infectivo juvenil 3 (13, IJ o dauer) (Figura 9)
siendo esencial para el nematodo en la actividad entomopatogénica y su reproduccion (Maciel-
Vergara, Rodriguez-Hernandez, y Chavarria-Hernandez, 2010).

El género de nematodo Heterorhabditis, fue utilizado en el laboratorio de biocontroladores de la
Estacion Experimental Agraria Vista Florida, para el cual se establecieron las condiciones éptimas
para su produccion.

2. Clasificacion taxonomica

A continuacién se muestra la clasificacion taxonémica de Heterorhabditis, segun lo propuesto
por Blaxter et al., (1998).

e Phylum : Nematoda

e C(Clase : Secernenteos

e Orden : Rhabditida

e Suborden: Rhabditidina

e Familia : Heterorhabditidae

e Género : Heterorhabditis

e Especie : Heterorhabditis bacteriophora, Heterorhabditis sp.

—
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3. Ciclo de vida de Heterorhabditis

El ciclo de vida y el conocimiento del complejo de nematodo/bacteria, es similar en las diferentes
especies de nematodos entomopatdgenos (Hazir, Keskin, Stock, Kaya y Ozcan, 2003). El ciclo de
Heterorhabditis, consiste en seis estadios diferentes: el estadio de huevo, cuatro estadios juveniles
(J1-J4) y el estadio adulto (Abolafia, Casado, Gilarte, Medina, Real y Sales, 2008). En los estadios
infectivos juvenil (1J3) los nematodos penetran en los insectos a trdves de las aberturas naturales
(boca, ano y espiraculos) y a través de la cuticula (Gonzalez, 1998), liberando en el hemoceloma
la bacteria mutualista que portan. La bacteria se multiplica rdpidamente, produciendo un colapso
generalizado que lleva a la muerte del insecto en un periodo de 24 a 48 horas. (Garcia-Hernandez
etal., 2009). El dauer o estadio infectivo juvenil 3 (1J3), se caracteriza por sobrevivir largos periodos
en el ambiente sin alimento (Tang, 1958). En menos de dos semanas, los nematodos completan
de 2 a 3 generaciones en el cadaver que ocupan dentro de todo el cuerpo del hospedero y
producen nuevos juveniles (1)) que abandonan el insecto y buscan nuevos hospederos. Cuando
los nutrientes se acaban, tras pocas semanas, la larva muere y se desintegra completamente
(Figura 10). Esta capacidad infectiva, ha hecho que varias de estas especies entomopatdgenas
se utilicen en el control biolégico de insectos que forman plagas (Grewal y Georgis, 1999).

_
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Juveniles infectivos
abandonan el huésped muerto

produccién de
juveniles infectivos

Entra via cuticula o por
aberturas naturales

Se aparean en la
siguiente generacién % Liberacién de células
i bacterianas

Reproduccién hermafrodita

Figura 10. Ciclo Bioldgico de nemétodos entomopatdgenos (DirtWorks, 2001) adaptado.

4. Objetivo

e Produciry conservar cepas de nematodos entomopatégenos bajo condiciones controladas
de laboratorio.

5. Materiales

¢ Nematodos entomopatdgenos: Heterorhabditis bacteriophora y Heterorhabditis sp.
e Miel de abeja

e Croquetas para perro

e Polen

e Larvas de Galleria melonella
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e Reposteros pldsticos cilindricos de 5 kg
e Tapers plastico BASA N° 5

e Baldesde20L

e Papel toalla

e Jeringa hipodérmica de 20 mL

e PipetadelmLy 10 mL

e Probetas de 50 mLy 100 mL

e Vasos de precipitacién de vidrio

e Rejillas de plastico

e Gambal

e Contometro de mano

e Antibidtico: megacilina oral

6. Metodologia

Para la produccion de nematodos entomopatdgenos se debe tener en cuenta la crianza del
hospedero Galleria mellonella, una plaga de las colmenas cuyas larvas en el Ultimo estadio se
utilizan como hospedero de los nematodos entomopatégenos.

6.1 Crianza masiva de Galleria mellonella

Para la crianza de Galleria mellonella se realiza el siguiente procedimiento:

o Utilizar reposteros plasticos de 5 kg para la oviposicién de adultos de Galleria
mellonella (Figura 11A), tapar la supeficie con tela negra, la cual presenta agujeros
para colocar papel bond que sirve para la oviposicidn de las hembras adultas.

o Realizar la cosecha de posturas diariamente. Para ello, retirar el papel bond, el cual
debe contener los huevos de Galleria mellonella. Adicionar estos huevos a tapers
pldsticos cilindricos de medio litro con 10 g de polen. Acondicionar un millar de
posturas de Galleria mellonella por 10 g de polen (Figura 11B).

_ ﬂ




Instituto Nacional de Innovacion Agraria

- e " e b '
Figura 11. Metodologia de crianza de Galleria mellonella. A) Oviposicién de adultos de Galleria
mellonella. B) Acondicionamiento de posturas de Galleria mellonella en polen.

o Dejar las larvas de Galleria mellonella en el alimento de polen hasta que alcancen
1 cm de tamaiio (esto por lo general se logra a los 15 dias de acondicionados).

o Colocar las larvas (1 cm) en baldes plasticos de 20 L conteniendo una mezcla de miel
con croquetas molidas para perro (cachorro) en una proporcion de 1:2, es decir,
0.5 kg de miel de abeja por 1 kg de croquetas molidas (Figura 12A). Desinfectar el
alimento con antibiético (0.25 g de megacilina oral) (Figura 12B).

Figura 12. Metodologia de produccién.
A) Larvas de Galleria mellonella en alimento (croquetas molida para perro con miel).
B) Preparacién de antibidtico (megacilina oral).

o Dejar las larvas en el alimento durante 10 dias, tiempo suficiente para que logren
llegar al ultimo estadio larval (en el cual tienen un peso aproximado de 250 mg).
Utilizar estas larvas en la parasitacion, para la produccion de infectivos juveniles

de nematodos.




6.2 Produccion de nematodos entomopatégenos

Para la produccion de nematodos entomopatdgenos se utiliza la técnica in vivo de Kaya
(1993) modificada. Los nematodos entomopatégenos presentan un rango amplio de
temperatura (21.2 - 32 °C) y humedad (59 - 75 %). A temperatura y humedad minima,
el ciclo se prolonga hasta 16 dias para la caida de juveniles infectivos; a temperatura y

_

humedad maxima, se acorta a 9 dias.

6.2.1 Obtencion de la solucion madre

Para lo obtencién de la solucién madre (solucion de nematodos), se utiliza 12 mL
de agua destilada con la proporcién de 100 nematodos por larva a infestar.
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Colocar en la base de un taper plastico (15 cm de largo x 8 cm de ancho) dos hojas
de papel toalla y distribuir en toda la superficie 300 larvas de Galleria mellonella

del dltimo estadio larval.

Esparcir uniformemente 50 % de la solucién madre con una jeringa hipodérmica
de 20 mL, cubrir con otras hojas de papel toalla y terminar de distribuir el 50 %
restante de la solucion sobre toda la superficie. Tapar herméticamente el taper.

A partir del tercer dia, las larvas de Galleria mellonella cambian de color a un
marrdn rojizo (caracteristico del género Heterorhabditis).

Después de 5 a 7 dias de ser
infestadas, separar las larvas de
G. mellonella y acondicionar en
trampas White (modificadas).
Esto consiste en colocar las larvas
infectadas con nematodos sobre
una rejilla de plastico, dentro de los
tapers plasticos de 15 cm de largo x
8 cm de ancho, con 90 mL de agua
destilada (Figura 13).

6.2.2 Trampa White modificada y cosecha de juveniles infectivos (JI)

Figura 13. Larvas de Galleria mellonella parasitadas colocadas en
trampa White modificada.
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Cosechar por siete dias los nematodos que emergieron de la trampa y cambiar
diariamente el agua destilada de la trampa White. La emergencia de los infectivos
juveniles varia de acuerdo a la cepa aislada del nematodo entomopatdgeno.

Al momento de efectuar la parasitacidn, trabajar con soluciones de infectivos
juveniles de hasta 15 dias de cosechado, dado que, conforme van pasando los dias,
al estar los infectivos juveniles activos, van perdiendo patogenicidad.

6.2.3 Conteo de infectivos juveniles (1J)

El conteo de los nematodos se
realiza mediante el método de Ia
dilucién volumétrica de Leucona
(1996). Tomar una alicuota de 0.1 mL
a partir de la solucién madre y diluir
en 50 mL de agua destilada. Luego,
con una pipeta de 10 mL, colocar de
ésta segunda suspensién, 5 mL en
una placa de Petri rayada o dividida
(Figura 14). Proseguir con el conteo
de los juveniles infectivos vivos, con
un contdmetro y en el estereoscopio,
realizar tresrepeticiones paraobtener
un promedio. La concentracion de
nematodos se determina mediante la
siguiente formula:

o Figura 14. Preparacién de diluciones para el conteo de
N=V n/v infectivos juveniles de nematodos entomopatégenos.

Donde:

n = nimero de nematodos en la solucién
N = numero de nematodos en la muestra
v = volumen de la solucion

vV = volumen de la muestra
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6.2.4 Conservacion de infectivos juveniles (J1)

Conservar en una razon de 1 000 000 de (JI) en 100 mL de agua destilada o 10 000/
mL y conservar durante un tiempo mdaximo de 15 dias a temperatura y humedad del
ambiente (Figura 15).

Figura 15. Conservacion de infectivos juveniles de nematodos
entomopatdgenos.
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