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I. INTRODUCCION

El maiz amarillo duro es uno de los cultivos mas importantes del
Peru, se siembra mayormente en la costa y la selva; siendo
Lambayeque, La Libertad, Ancash, Lima y San Martin los principales
departamentos productores, que en conjunto; representan el 55% de area

cultivada (Injante & Joyo, 2010).

En este cultivo, una de las principales plagas es el gusano cogollero
(Spodoptera frugiperda); la cual se considera endémica, es decir siempre existen
poblaciones que causan dafio en mayor 0 menor proporcion al cultivo (Zenner de
Polonia et al., 2006). ElI dafio econdmico de esta plaga generalmente es
importante. Una infestacion no controlada de S. frugiperda puede ocasionar una
reduccion del rendimiento de 13 a 60%, debido a la pérdida de &rea foliar y a un
retraso o inhibicion en la emision de las inflorescencias (Garcia N. & Tarango R.,
2009).

En la agricultura moderna son mayores los beneficios econémicos que con
frecuencia sustentan el uso de plaguicidas; esto sin tener en cuenta los desastres
ecoldgicos, la mala calidad de las plantas y la salud de los animales y el hombre.
Por esta razén se estan realizando investigaciones y buscando alternativas para
el control de esta plaga. Segun Garcia (1997); cita que Spodoptera frugiperda es
una plaga regulada biolégicamente por diversas especies de parasitoides, de
predadores y entomopatdgenos las cuales en forma natural, reducen mas del 50%
de la poblacion de larvas y pupas sin incluir el efecto de especies depredadoras.
“Teniendo un papel muy importante, los nematodos entomopatdgenos; por
las ventajas que ofrecen (Vazquez et al.,

2006)” (Rodriguez et al., 2014, p. 2). Los nematodos entomopatdgenos reunen
atributos que les otorgan un interesante potencial como agentes de control
bioldgico: poseen un amplio rango de insectos huéspedes, son habiles para



buscar y perseguir larvas e insectos en el suelo, causan rapida mortalidad de
ellos, tienen facilidad para ser reproducidos masivamente y ser aplicados,
resultando seguros para el medioambiente y para los organismos que no son su
objetivo (Merino & France, 2009).

En el Pert se han realizado diversas investigaciones en laboratorio y en
los campos de cultivo. Un ejemplo de ello, es el proyecto que se realizé con
nematodos aislados de suelos de los andes peruanos (Junin 2750 msnm)
perteneciente a la especie Heterorhabditis sp (Parsa et al., 2006) y también en
el Valle de Chavimochic para cultivos de espéarragos, donde se aislaron
nematodos perteneciente al género Heterorhabditis (Castillo et al., 2006). En la
region Lambayeque; autores como Cérdova y Pérez (2010), y Baca (2012),
también han realizado investigaciones sobre el Potencial Biocontrolador de
nematodos entomopatégenos nativos (Rhabditida) sobre Agrotis sp., y sobre la
eficacia parasitica del nematodo entomopatégeno H. bacteriophora en larvas de
Spodoptera frugiperda, obteniendo cada investigacion resultados favorables para

Su uso como Biocontroladores.

Por lo tanto esta investigacion servird para determinar la concentracion
letal media (CL50) de los neméatodos entomopatégenos (Heterorhabditis sp. y H.
bacteriophora) sobre las larvas de cogollero en invernadero. Teniendo como
objetivos especificos: Determinar el porcentaje de dafio realizado por larvas de
Spodoptera frugiperda en las plantas de maiz, determinar el porcentaje de
mortalidad de las larvas de S. frugiperda por el control de Heterorhabditis sp. y
H. bacteriophora y establecer la mejor especie de nematodo para el control de
larvas de Spodoptera frugiperda en condiciones de invernadero. Lo que permitira
gue los resultados obtenidos puedan ser aplicados para futuros controles de la

plaga de cogollero en los campos de cultivo de maiz.



ll. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de investigaciones

“El nematodo entomopatdgeno Heterorhabditis bacteriophora (Poinar)
Cepa HC1 en estudios realizados ofrece las mayores potencialidades como
agente de control biolégico con demostrada patogenicidad sobre insectos de los
ordenes Lepiddptera, Homoptera, Coledptera e Himendptera, su alto potencial
reproductivo, infestividad, capacidad de busqueda y penetracién (Sanchez,
2002)” (Rodriguez et al., 2014).

Marrero (2006), estudidé las susceptibilidades de las plagas Spodoptera
frugiperda (J.E.Smith), Plutella xylostella (L.) y Heliothis virescens (F.) frente a
las cepas P2M (Heterorhabditis indica) y los aislados CIAP-DEY-6 y CIAPDEY-
7 (Heterorhabditis sp.) a nivel de laboratorio y también realiz6 ensayos de campo
en los cultivos de maiz, col y tabaco (semillero) para determinar la efectividad de
los nematodos entomopatdgenos, aplicando concentraciones de 20, 30, 40, 50,
60,80,100 y 120 nematodos/larva a cada una de las especies. Obteniendo como
resultado en laboratorio, que la concentracién de 20 nematodos/larvas a las 72
horas para S. frugiperda, indicé que la mortalidad fue del 100 % para las cepas
CIAP-DEY-6 y CIAPDEY-7; no comportandose asi la cepa P2M. Este mismo
comportamiento tuvo lugar para las demas plagas. El instar mas susceptible fue
S. frugiperda, sin importar las concentraciones. La cepa mas efectiva fue CIAP-
DEY-7, seguida por CIAP-DEY-6. Y en los campos de maiz, los rendimientos
fueron superiores en 1,2 T/ha con respecto a la parcela no tratada y 3 T/ha para

el caso del rendimiento en verde.

Se han realizado numerosas investigaciones relacionadas a su aplicacion
para el control de plagas de importancia econémica, como larvas rizofagas de

coleodpteros (Coledptera: Scarabaeidae) (Mc Graw & Koppenhdofer, 2008).



En un estudio realizado en instalaciones del Laboratorio de Control
Biologico de la universidad de Zamorano (Honduras), tuvo como propésito
estimar la concentracion y tiempo letal de H. bacteriophora producidos en
Zamorano para el control del picudo (C. sordidus), realizandose un bioensayo en
laboratorio; utilizando 8 tratamientos cuyas concentraciones fueron de 6,000,
2,406, 965, 387, 155, 62, 25 y 0 nematodos/insecto. Cada tratamiento tuvo 4
repeticiones, equivalente a 32 unidades experimentales, la poblacion de picudos
(C. sordidus) fue de 320 adultos a los cuales se les infecto con H. bacteriophora,
evaluando la patogenicidad durante 15 dias con intervalos de 12 hrs. Solamente
con la concentracion de 6000 nemétodos/insecto se obtuvo 97% de mortalidad
al dia 15. Se analiz6 los datos mediante un analisis probit para poder estimar la
concentracion letal y tiempo letal. Segun la linea base se determind la
concentracion letal para CL50 de 1220.4 y CL95 de 4816.5 nematodos/insecto
respectivamente (Morales Ramirez, 2012).

Estudios realizados en INIA Quilamapu (2009), con aislamientos nativos
de nematodos entomopatdgenos han mostrado promisorios resultados en el
control de especies como capachito de los frutales (Asynonychus cervinus),
cabrito del duraznero (Aegorhinus superciliosus) y el gorgojo de los invernaderos
(Otiorhynchus sulcatus), todas especies que poseen estados larvales que habitan
en el suelo alimentandose de raicillas y causando un severo dafio a la planta
(Merino & France, 2009).

En el Departamento de Entomologia de la Universidad Federal de Lavras
(UFLA), se realiz6 un estudio que tuvo como objetivo seleccionar nematodos
entomopatdégenos en base a la mortalidad de S. frugiperda. Para esto; se ajusto
las concentraciones de nematodos en el laboratorio y se evalud la accion de
estos organismos en condiciones de invernadero. Se ensay6 17 poblaciones de
nematodos a concentraciones de 100, 250 y 500 juveniles (1J) / larvas
infecciosas. En el invernadero, después de 7 dias, las larvas y los nematodos
Steinernema arenarium y Heterorhabditis sp. RSC02 fueron agregadas
(40 larvas, una larva / repeticion). En el laboratorio, se realizaron pruebas con
S. arenarium y Heterorhabditis sp. RSC02 causando mortalidad de 85 y 90%,

respectivamente, seleccionandose después para el ensayo de concentraciones.



Las concentraciones de 150, 200, 250, 300, y 350 I1J/larvas se probaron; el cual
a una concentracion de larvas 200lJ/larva, S. arenarium y Heterorhabditis sp.
RSCO02 caus6 una mortalidad de 100 y 97.6% en laboratorio, respectivamente, y
en el invernadero caus6 77.5 y 87.5% de mortalidad, respectivamente, en

comparacion con el control (7.5%) (Andalé et al., 2010).

“Sobre la patogenicidad de los insectos fitofagos del neméatodo H.
bacteriophora, se han realizado estudios sobre larvas (Cosmopolites sordidus
Germar) con resultados positivos de 100% de mortalidad, a las 96 horas después
de la aplicacion del nematodo (Medina et al., 2011)” (Salcedo, 2012).

En el Perd se han realizado ensayos, en laboratorio, con nematodos
aislados de suelos de los andes peruanos (Junin 2750 msnm) perteneciente a la
especie Heterorhabditis sp Alcazar; donde en un periodo de 10 dias, la mortalidad
sobre Premnotrypes suturicallus (insecto plaga de la papa) en los estadios de
pre-pupay adultos, se obtuvo un porcentaje de 66%, 65% y 52% respectivamente
(Parsa et al., 2006) y en el Valle de Chavimochic se aislo de suelos, para cultivos
de espérragos, nematodos perteneciente al género Heterorhabditis el cual fue
enfrentado a G. mellonela determinando de esta manera una dosis letal media
(DL50) de 3.2 nematodos/larva (Castillo et al.,

2006).

Estudio realizado en Laboratorio de Ciencias Ambientales de la Facultad
de ciencias Biologicas de la universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo de la provincia
de Lambayeque, Per(; se determiné el potencial Biocontrolador (parasitismo y
mortalidad) de nematodos entomopatdgenos nativos en larvas de Agrotis sp.,
realizando un ensayo; en el cual se inocularon larvas con una sola dosis de
Nematodos, 5000 nematodos/ml, en vasos plasticos con 10 gr de arena estéril
(4% P/P) y granos de maiz pregerminado, donde se agregaron 10 larvas de
Agrotis sp. La evaluacion se realiz6 10 dias después de la inoculacion. Los
resultados obtenidos mostraron una media de 62% de parasitismo y 32% de
mortalidad, destacando una mayor actividad parasitica de los NEPs nativos sobre

su actividad depredadora (Cordova & Pérez, 2010).



En un estudio realizado en el fundo "LA PENA" de la Facultad de
agronomia de la Universidad Nacional "Pedro Ruiz Gallo" (Lambayeque, Peru);
tuvo como algunos de sus objetivos registrar el numero de larvas vivas de
Spodoptera frugiperda por parcela, evaluar el porcentaje de mortalidad de larvas
y el porcentaje de eficiencia de control de Heterorhabditis bacteriophora sobre
larvas de Spodoptera frugiperda en campo. Los resultados obtenidos fueron: El
menor numero de larvas vivas por parcela se obtuvo a los catorce dias después
de la cuarta aplicacion; con 50 larvas vivas/parcela para el tratamiento de
300 nematodos/ml. A los catorce dias después de la cuarta aplicacion, con Larvin
375F* se presentd el menor porcentaje de plantas infestadas (2.00%), seguido
por el tratamiento 300 NEP/ml (5.00%). Se presentaron los mayores porcentajes
de mortalidad a los catorce dias después de la cuarta aplicacion con los
tratamientos Larvin 375F* (58.93%) y 300 neméatodos/ml (33.04%). Finalmente
los mayores porcentajes de eficiencia de control se obtuvieron a los siete dias
después de la tercera aplicacion con los tratamientos Larvin 375F* (69.15%) y
200 nematodos (50.43%) (Baca, 2012).

2.2. Base tedrica

2.2.1. Género: Heterorhabditis
Los nematodos entomopatégenos controlan de forma efectiva una gran
variedad de plagas de insectos que causan dafios econémicos poseen ademas
unas caracteristicas importantes para ser utilizados como agentes de control
bioldgico: son seguros para el medio ambiente, fauna y flora pueden producirse
en grandes cantidades en medios artificiales y son faciles de aplicar mediante

simples equipos de pulverizacion, de irrigacion o inyeccion. (Arteaga A., 2015).

a. Morfologia
Los neméatodos entomopatdégenos son definidos generalmente como
gusanos invertebrados, debido a que poseen un cuerpo no segmentado, con un
tracto digestivo completo. No tienen respiracion y sistema circulatorio
especializado, sin embargo, poseen sistemas nervioso Yy excretor bien

desarrollados y juego de musculos longitudinales (Arteaga A., 2015).



b. Ciclo de vida

La familia de los heterorhabditidos son oviparas u ovoviviparas.
Inicialmente los huevos se ponen en el medio, pero en muchos casos eclosionan
dentro del utero de la hembra desarrollando formas juveniles que se alimentan
de los tejidos maternos. Este proceso se conoce como endotoquia matricida
(Wang & Bedding , 1996). El ciclo de vida comienza cuando los juveniles
infecciosos se encuentran con un host en el suelo, por ejemplo una raiz
alimenticia de larvas de insectos. El neméatodo entra en el host a través de las
aberturas naturales o a través de la cuticula de acogida. Una vez dentro de la
cavidad del cuerpo las bacterias simbioticas asociadas se liberan de iniciar la
patogenicidad y la reproduccion de los nematodos. En Heterorhabditidos (H.
bacteriophora), la primera generaciéon de adultos son hermafroditas (por lo tanto
una solo infectivo juvenil puede infectar y reproducirse en un huésped). La
segunda generacion es anfimicticas (machos y hembras). La muerte del huésped
por lo general se produce rapidamente dentro de 2 dias a alrededor de
20°C. Los neméatodos se alimentan y se reproducen dentro del cadaver, hasta
gue los nutrientes son agotados y una nueva generacion de juveniles infecciosos
se forma. El ciclo de vida por lo general se completa dentro de 2 semanas en
20°C y una nueva generacion de juveniles infecciosos puede encontrarse en el
suelo que rodea la sede de cadéaver (Ehlers, 2003).

c. Mecanismo de infeccion

El tercer estadio juvenil, es el Unico estadio que vive fuera del insecto;
dando lugar a la forma infectiva juvenil o larva “dauer”. Durante este periodo tiene
la bocay el ano cerrados y no se alimenta. Este estadio juvenil es el responsable
de la localizaciéon e infeccién de los insectos hospedadores (Kaya & Gaugler,
1993). Después de localizar a su hospedador, las formas infectivas juveniles
penetran en €l a través de aberturas naturales (boca, ano y espiraculos). Algunas
especies pueden también penetrar a través de la cuticula (Peters & Ehlers,
1994), que en el caso de los heterorhabditidos es posible gracias a la posesion
de un diente cuticular en la zona anterior (Bedding & Molyneux , 1982).
Las formas infectivas juveniles que entran por el sistema traqueal o por el

digestivo, deben atravesar sus paredes para llegar al hemocele.



Si la pared es fragil, como la de las traqueolas, ésta puede ser perforada
facilmente por presidbn mecanica. Las paredes del intestino, protegido en parte
por la membrana peritréfica, son atravesadas por los heterorhabditidos con la
ayuda de su diente proximal (Dowds & Peters, 2002). Cuando las larvas “dauer”
llegan al hemocele liberan la bacteria simbionte Photorhabdus; el cual sale a
través de la boca de los heterorhabditidos (Ciche & Ensing, 2003). La bacteria se
multiplica rapidamente, libera endotoxinas y exotoxinas, causando la muerte del
hospedador por septicemia en 24 - 72 horas (Pionar, 1990). La bacteria permite
el crecimiento y reproduccion del nematodo al suministrarle alimento y
produciendo agente antimicrobianos que inhiben el crecimiento de otros
organismos, incluyendo bacterias, levaduras y hongos, y elementos que protegen
a los nematodos de insectos saprofagos (Koppenhdfer A. , 2007). Los nematodos
se alimentan de la bacteria, se desarrollan y dan lugar a una o mas generaciones,
dependiendo del tamafio del hospedador. Cuando se agotan los recursos
aparecen las nuevas formas infectivas que, tras incorporar la bacteria simbionte
en su tubo digestivo, emergen del cadaver del insecto para buscar un nuevo
hospedador (Adams & Nguyen, 2002).

d. Efecto de infeccion en larvas

La infeccion por nematodos entomopatdégenos causa un cambio de color
en los cadaveres producido por la bacteria asociada. Generalmente los insectos
parasitados por heterorhabditidos toman un color rojizo, naranja, amarillo o verde.
En este ademas se observa la emision de bioluminiscencia producida por la
bacteria simbionte, del genero Photorhabdus. Esta bioluminiscencia es debida a
una enzima tipicamente bacteriana, la luciferasa, que produce una luz azul-
verdosa (490nm) (Poinar et al., 1980). Sin embargo, el color de la cuticula del
insecto es rojizo, debido presumiblemente al pigmento rojo producido por las
bacterias que se acumula en esta, dando esta coloracién (Meighen & Szittner,
1992).



2.2.2. Spodoptera frugiperda. “Gusano cogollero”

El gusano cogollero es la larva de la mariposa nocturna Spodoptera
frugiperda, que ataca principalmente al maiz (Chango Amaguana, 2012, p. 20).
En diversas entidades del pais se han registrado pérdidas causadas por este
insecto que van desde 13 hasta 60%. Los dafios mas serios corresponden a las
zonas temporales de regiones tropicales y subtropicales. Su distribucién es muy

amplia, ocurre en todas las zonas productoras de maiz (Yanez, 2007).

a. Morfologia

Presenta dimorfismo sexual, las caracteristicas distintivas del macho son:
expansion alar de 32 a 35 mm; longitud corporal de 20 a 30 mm; siendo las alas
anteriores pardo-grisaceas con algunas pequefias manchas violaceas con
diferente tonalidad, en la region apical de estas se encuentra una mancha
blanquecina notoria, orbicular tiene pequefias manchas diagonales, una
bifurcacion poco visible que se extiende a través de la vena costal bajo la mancha
reniforme; la linea subterminal parte del margen la cual tiene contrastes gris
pardo y gris azulado. Las alas posteriores no presentan tintes ni venacion
coloreada, siendo mas bien blanquecina, las hembras tienen una expansion alar
que va de los 25 a 40 mm, faltandole la marca diagonal prominente en las
anteriores que son poca agudas, grisaceas, no presentan contrastes; la mancha
orbicular es poco visible; la linea postmedial doble y facilmente vista (Ortiz,
2010).

b. Ciclo biolégico

b.1. Huevo o postura

Individualmente son de forma globosa, con estrias radiales, de color
rosado palido que se torna gris a medida que se aproxima la eclosion. Las
hembras depositan los huevos corrientemente durante las primeras horas de la
noche, tanto en el haz como en el envés de las hojas, estos son puestos en varios
grupos o masas cubiertas por segregaciones del aparato bucal y escamas de su
cuerpo gue sirven como proteccion contra algunos enemigos naturales o factores

ambientales adversos (Chango Amaguaria, 2012).



b.2. Larva o gusano

Las larvas al nacer se alimentan del coreon, mas tarde se trasladan a
diferentes partes de la planta o a las vecinas, evitando asi la competencia por el
alimento y el canibalismo. Su color varia segun el alimento pero en general son
oscuras con tres rayas palidas estrechas y longitudinales; en el dorso se distingue
una banda negruzca mas ancha hacia el costado y otra parecida pero amarillenta
mas abajo, en la frente de la cabeza se distingue una "Y" blanca invertida. Las
larvas pasan por 6 a 7 estadios 0 mudas, siendo de mayor importancia para tomar
las medidas de control los dos primeros; en el primero estas miden hasta 2-3
milimetros y la cabeza es negra completamente, el segundo mide de 4-10
milimetros y la cabeza es carmelita claro; las larvas pueden alcanzar hasta 35
milimetros en su ultimo estadio. A partir del tercer estadio se introducen en el
cogollo, haciendo perforaciones que son apreciados cuando la hoja se abre o
desenvuelve (Chango Amaguafia, 2012).

b.3. Pupa

Son de color caoba y miden 14 a 17 milimetros de longitud, con su extremo
abdominal (cremaster) terminando en 2 espinas o ganchos en forma de "U"
invertida. Esta fase se desarrolla en el suelo y el insecto esta en reposo hasta los

8 a 10 dias en que emerge el adulto o mariposa (Chango Amaguafa, 2012).

b.4. Adulto o mariposa

La mariposa vuela con facilidad durante la noche, siendo atraida por la luz;
es de coloracion gris oscura, las hembras tienen alas traseras de color blancuzco,
mientras que los machos tienen arabescos o figuras irregulares llamativas en las
alas delanteras, y las traseras son blancas. En reposo doblan sus alas sobre el
cuerpo, formando un angulo agudo que permite la observacion de una
prominencia ubicada en el térax. Permanecen escondidas dentro de las
hojarascas, entre las malezas, o0 en otros sitios sombreados durante el dia y son
activas al atardecer o durante la noche cuando son capaces de desplazarse a
varios kilbmetros de distancia, especialmente cuando soplan vientos fuertes

(Chango Amaguana, 2012).
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2.2.3. Cultivo de maiz (Zea mays)

El maiz, como producto de valor, ha evolucionado positivamente a lo largo
de su historia. Con el correr de los afos, las industrias vinculadas a la cadena del
maiz se han ido desarrollando en forma progresiva, transformando un grano cuyo
Gnico destino era la alimentacion humana en una materia prima esencial para el

desarrollo de multiples procesos industriales (ILSI Argentina, 2006).

a. Morfologia

“Gudiel (1997) indica que, el maiz es una planta anual de la familia de las
gramineas, originaria de América. Es monoica por tener separadas las flores
masculinas y femeninas. Los tallos pueden alcanzar de 0,75 a 2,00 m de altura,
3 a 4 cm de grosor y normalmente tiene 14 entrenudos, los que son cortos y
gruesos en la base y que se van alargando a mayor altura del tallo, reduciéndose
en la inflorescencia masculina, donde termina el eje del tallo. Tiene un promedio
de 12 a 18 hojas, con una longitud entre 30 y 150 cm y su anchura puede variar
entre 8 a 15 cm. La planta posee flores masculinas y femeninas separadamente,
siendo las masculinas las que se forman al final del tallo y las femeninas las que
se forman en las axilas de las hojas sobre el tallo principal, distinguiéndose por
los pelos del elote en formacion. Las plantas son fecundadas por polinizacién
cruzada y en algunos casos por autofecundacién. Su reproduccién se hace por
semillas, las que conservan su poder de germinacion durante tres a cuatro anos”

(Chango Amaguaiia, 2012).

b. Requisitos para su desarrollo

b.1. Suelo

Martinez y Tico (1997) dicen que el maiz prefiere los suelos arcillo-
siliceos. No obstante se adapta bien a distintos suelos que estén bien trabajados
y debidamente abonados. Torregrosa (1997) afirma que, para obtener una buena
cosecha, el maiz debe cultivarse en suelos fértiles, bien drenados y relativamente
livianos, los cuales han de ararse y rastrarse anticipadamente, para que las
semillas encuentren una cama mullida, suelta y libre de terrones. Esto garantiza
una buena germinacion y normal crecimiento de las plantulas. El maiz es muy

sensible a los suelos mal aireados.
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b.2. Agua

Galarza (1996) indica que los riegos deben permitir que el suelo esté en
un estado perfecto de humedad de tempero. Si el suelo sufre sequedad da lugar
a un embastecimiento de los tejidos y por tanto, a una pérdida de calidad. Cuando
esta en las primeras fases de su desarrollo el riego debe ser abundante y regular,
ya que la plantula debe tener un crecimiento continuo. Se puede regar tanto por
gravedad como por riego localizado. En todo su ciclo este cultivo sufre estrés si

hay escasez de agua en el suelo.
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Il. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Material bioldgico
El material biolégico estuvo constituido por Larvas de S. frugiperda,
nematodos entomopatégenos (Heterorhabditis sp. y H. bacteriophora), larvas de

Galleria mellonella y semillas de maiz amarillo duro.

3.1.2. Poblacién y muestra
En la investigacion la poblacion estuvo constituida por los Nematodos
entomopatdégenos nativos (Heterorhabditis sp. y H. bacteriophora) del Instituto
Nacional de Innovacion Agraria (INIA), sede Vista Florida de Lambayeque. Para
obtener la muestra se calcul6 el volumen de la solucion de infectivos juveniles

gue se necesité en cada concentracion.

La poblacion de Spodoptera frugiperda que se considero fue del Distrito de
Reque, Lambayeque; por lo tanto, la muestra fue recolectada de los cultivos de
maiz del distrito, realizando una crianza posterior en el laboratorio de

Controladores Biolégicos del INIA (sede Vista Florida, Lambayeque).

3.2. Métodos

3.2.1. Variables de la investigacion
En el proceso de investigacion se midieron y controlaron las siguientes
variables:
» Variable independiente: Concentracion Letal Media (CL50) de los
nematodos entomopatdégenos (Heterorhabditis sp. y H. bacteriophora).
» Variable dependiente: Mortalidad de las larvas de Spodoptera
frugiperda.
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3.2.2. Disefo experimental

El disefio experimental utilizado fue el disefio de estimulo creciente
(Goode & Hatt, 1986). Se utilizaron tres tratamientos: (TO) Grupo control,
T1 (Heterorhabditis sp.) y T2 (H. bacteriophora). Para T1 y T2 se utilizd cuatro
diferentes concentraciones de infectivos juveniles (ljs) (200, 300, 500 y 750
lis/larva/planta); menos para TO (0 ijs/larva/planta). Cada concentracién por
tratamiento tuvo a 30 larvas de cogollero como unidad experimental, las mismas
que fueron colocadas individualmente en plantas de maiz, sembradas en

invernadero. Se realizaron en total tres repeticiones para los tratamientos
(Fig. 1).

3.2.3. Localizacion de la investigacién
Esta investigacion se llevé a cabo en los Laboratorios de Controladores
Bioldgicos y en el Invernadero del Area de Forestales del Instituto Nacional de
Innovacién Agraria (INIA) — Estacion Experimental Agraria, Vista Florida (EEA -
VF), Lambayeque. Ubicado en el km 8 de la carretera Chiclayo — Ferrefiafe
(Fig. 2), con Latitud: 6°43'34.71”S, Longitud: 79°46’46.97”0 y Elevacion: 42

msnm.

3.2.4. Cronologia de la investigacion
Para el correcto desarrollo de la investigacién se elabor6 una linea de
tiempo (Fig. 3), donde cada repeticion tuvo una duracion de 30 dias calendario

aproximadamente.
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N° Repeticion

48 horas
Grupo control A CcO Al
T0 .
T || B Ce1 | Bl
C Cc 2 = C1
D Cc3 D1
E Cc 4 ) El

A, B, C, Dy E: 30 larvas de cogollero.

Cc0, Ccl, Cc2, Cc3 y Cc4: Concentraciones de infectivos juveniles (ijs)
(0, 200, 300, 500 y 750 ljs / larva / planta).

® Sanchez & Valle. 2017

Fig. 1 Disefio de estimulo creciente para determinar la Concentracion Letal Media a las
48 horas (CL50-48) de los tratamientos con H. sp., y H. bacteriophora.
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Fig. 2 Mapa de ubicacion del Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA), EEA —
Vista Florida, Lambayeque, 2017.
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Fig. 3 Linea de tiempo para el desarrollo del proyecto: Determinacién CL50 de neméatodos entomopatdgenos H. bacteriophoray H. sp.
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3.2.5. Acondicionamiento para la siembra de maiz en invernadero

a. Recoleccién y desinfeccion de la tierra de cultivo

La tierra utilizada para la siembra del maiz en invernadero, se recolectd
del sector 1-1 de las zonas de cultivo del INIA (sede Vista Florida, Lambayeque),
ubicado al frente de la carretera a Agrorural Lambayeque, teniendo como
coordenadas una Latitud: 6°43'36.28"S, Longitud: 79°46'53.85"0, y una &rea de
4 080 m? (Fig. 4). La tierra necesaria para cada ensayo fue alrededor de
1 tonelada, y con ayuda de un balde plastico de 20 litros, se calculé la cantidad
a extraer (Fig. 5 — A, B). Finalmente se trasladé la tierra en una camioneta, cerca
al invernadero del area de Forestales de la Institucion, donde se procedio a
colocar sacos sintéticos de color negro en la vereda para descargar. Para la
desinfeccion de la tierra recolectada, se utilizé6 2 mochilas a presién de 20 litros,
conteniendo una solucién de 5 ml de formol y un aproximado de 20 litros de agua
(Fig. 5—-C, D). Se humedecid la tierra uniformemente con la solucién, removiendo

y dejando en reposo alrededor de 3 dias (Fig. 6 — E, F).

Zona de
cultlvo

Sector 1-1

® Google Earth
Fig. 4 Ubicacion de la zona de cultivo del sector 1-1 de INIA (EEA — Vista Florida),
Lambayeque, 2017.
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Fig. 5 Proceso de Extraccién, desinfeccion y acondicionamiento. Extraccion de tierra de las
zonas de cultivo, Sector 1-1 de INIA (EEA - Vista Florida) (A, B). Preparacion de solucion
de formol (C, D). Proceso de desinfeccion de tierra del area de Forestales de INIA (EEA —
Vista Florida), aplicaciéon y remocién de solucion de formol en la tierra (E). Llenado de

macetas y acondicionamiento en invernadero. (F, G).




b. Siembra de semillas de maiz

Al dia 3, se procedid6 a verter 4 kg de tierra en cada maceta,
aproximadamente (Fig. 5 - F). Utilizando en total 270 macetas, las cuales fueron
trasladas y debidamente ordenadas en el invernadero del sector de Forestales
(Fig. 5 - G) (Anexo 1). Posteriormente se procedié a sembrar una semilla de
maiz en cada maceta, introduciéndolas a una profundidad no menor de 4 cm (Fig.
6 - A). Con el fin de identificar los tratamientos se procedié al etiquetado de
carteles, utilizando hojas impresas donde se indicé las concentraciones,
controles y muestras utilizadas durante los ensayos (Fig. 6 - B). Al dia 7, se

procedio a verificar la germinacion de las plantas de maiz (Fig. 7 A).

c. Fertilizacion de la tierra
Al dia 12, se procede a fertilizar la tierra, utilizando 5 gr de fertilizante (urea,
sulfato aménico y sulpomag) por maceta. Mediante el uso de una espatula se hizo
un agujero de 4 cm de profundidad por 6 cm de espesor, donde se vertio y tapo
con tierra el fertilizante, humedeciéndola posteriormente con agua destilada (Fig.
7 - B).

Las plantas de maiz se regaron tres veces a la semana (alrededor de 2,5
L de agua por maceta), desde la siembra de las semillas hasta que las plantas
de maiz amarillo duro alcanzaron el estadio vegetativo V5. Se utilizé agua de

grifo del mismo Invernadero para el riego.



;" ® Sanchez & Valle. 2017

Fig. 6 Siembra de las semlllas de maiz amarlllo duro (A). Ethuetado de carteles para
identificar los tratamientos en el Invernadero del 4rea de Forestales de INIA (EEA —
Vista Florida) (B)

& Valle. 2017

Fig. 7 Germinacion de plantas de maiz (4 dias desués de la siembra de las semillas de
maiz amarillo duro (A). Fertilizacion de la tierra después de 5 dias de la germinacion de
maiz amarillo duro en el Invernadero del area de Forestales de INIA (EEA — Vista Florida).

(B).




3.2.6. Crianza de Spodoptera frugiperda en Laboratorio

La crianza de cogollero que se realizé en el laboratorio, nos sirvid para
tener a disposicion la cantidad necesaria de larvas de cogollero en estadio larval
L3, las que se utilizaron para realizar los ensayos en las plantas de maiz en el
Invernadero. El ciclo biolégico de cogollero en laboratorio fue aproximadamente
de 32 dias bajo condiciones controladas. Por ende la crianza de cogollero se

realizod aproximadamente con un mes de anticipacién a cada ensayo.

a. Ubicacion y obtencién de posturas de cogollero

Las primeras 60 masas de posturas de cogollero se recolectaron de los
campos de cultivo de maiz del Distrito de Reque, Lambayeque (Fig. 8 - B),
ubicado en la carretera a Montegrande, a 1.9 km del Centro de salud de la ciudad
de Reque, teniendo como coordenadas una Latitud: 6°51'16.51"S, Longitud:
79°48'18.91"0, y un area de 2 608 m? (Fig. 8 - A). El material utilizado para la
coleccion fueron tijeras y tapers con mallas (desinfectados y esterilizados
previamente con alcohol de 96%). Ubicando las posturas en el haz de las hojas
de las plantas, se procedio a realizar un corte rectangular, extrayéndolas para su
transporte en tapers de 1L de capacidad, con hojas recortas de maiz.

Zona de cultivo

Distrlto de Req ue';

f

’i

® Google Earth

Fig. 8 Ubicacion de la zona de cultivo del distrito de Reque, Lambayeque, 2017 (A).
Campo de cultivo — Distrito de Reque. (B)



b. Acondicionamiento de posturas en el laboratorio

Las posturas recolectadas (Fig. 9 - A) fueron trasladas al laboratorio de
Controladores Biolégicos de INIA, Estacion Experimental Agraria - Vista Florida,
donde se acondicionaron en recipientes transparentes de 1L (desinfectados con
alcohol de 96%) (Fig. 9 - B). Para mantener viables las posturas en laboratorio
se utilizaron hojas cortadas en retazos de Ricinus communis (Higuerilla) de las
zonas cercanas a la Institucion, utilizandolas como base para proporcionarles
humedad hasta su eclosion. La temperatura en laboratorio fue de 23°C, y la

transicion de postura a larva fue de alrededor de 3 dias.

c. Acondicionamiento de estadios larvarios
Al tercer dia del ciclo de vida, cuando las larvas emergen de las posturas;
ahora en L1 son acondicionadas en recipientes transparentes de 1L de
capacidad, previamente lavados y desinfectados con alcohol al 96 %. La
alimentacion se realiza con hojas de higuerilla en retazos hasta alcanzar el
estadio L3 (11 dias después de la eclosién de las posturas).
Las larvas en estadio L3 son distribuidas en tapers de 30cmx20cmx10cm, de la

siguiente manera (Fig.9 - C):

v' Se coloca en la base de cada taper papel bond y 4 hojas enteras de
higuerilla.

v' Se deposita 60 larvas en estadio L3 por taper.

v' Se apilan encima 4 hojas de higuerilla y se procede a tapar con una
tela color negro.

Este procedimiento se realiza con el fin de evitar el canibalismo.
El proceso de acondicionamiento antes descrito se realiz6 de manera

interdiaria hasta alcanzar el estadio de pupa.

d. Acondicionamiento de Pupas
Alcanzado el estadio de pupa, estas se acondicionaron en tapers
transparentes con porciones de aserrin desinfectado (Fig. 9 - D). Se utilizé 2.5
Kg de aserrin, los cuales fueron desinfectados en 5 Litros de agua a temperatura
de ebullicion, durante el lapso de una hora. El aserrin es humedecido con un

aspersor de agua para darle humedad a las pupas y favorecer su proceso,



realizandolo de manera diaria hasta alcanzar el estadio adulto (10 -12 dias
aproximadamente). El tiempo de transicion de postura a pupa fue de 22 dias

aproximadamente.

e. Acondicionamiento de adultos
Para el acondicionamiento de los adultos de cogollero, se utilizaron
recipientes plasticos de 1.5 L (desinfectados con alcohol de 96%), conteniendo
dentro:

v" Un “florero”, el cual fue armado con un recipiente de vidrio de 20 mly hojas
tiernas de Ricinus communis (Higuerilla)

v' Dos esponjas recortadas y dos pequefios envases, conteniendo miel y
agua destilada, respectivamente.

v Papel craft, recubriendo la pared interna del recipiente.

Después de realizar el acondicionamiento de los tapers, se seleccioné a
los adultos, entre machos y hembras, siendo en total alrededor de 30 adultos por
taper. Para el traspaso de los adultos se utilizé tubos de ensayo de 200 mm x 18
mm. Una vez acondicionado los adultos, se aseguré la boca del recipiente con
una malla transparente, realizando cambios de recipientes 3 veces por semana
(Fig. 9 - E). El tiempo de la reproduccion u ovoposicién de los adultos comenzo
después del primer al segundo dia y prosiguié hasta los 10 dias posteriores de
su acondicionamiento. Por tanto, este sistema tiene como objetivo principal el

apareamiento u ovoposicién de los adultos de cogollero (Fig. 9 - F).

f. Resultado de la crianza de |la plaga de cogollero en laboratorio
La crianza de cogollero en el laboratorio durante el mes de Mayo, recupero
la mayor cantidad de estadios larvales (L1 - L7) y adultos. En los meses de Julio
y Agosto, se recuperd menor cantidad de posturas, estadios larvales y adultos,
pero las cantidades obtenidas sirvieron para realizar los ensayos en el
Invernadero. Gracias a esto también se estimaron las fechas para realizar los

ensayos (Anexo 2).



] ® Sénchez & Valle. 2017
Fig. 9 Posturas de cogollero colectadas de la zona de cultivo del distrito de Reque,
Lambayeque (A). Recipientes acondicionados con larvas en estadio larval L1 (B).
Tapers acondicionados con higuerilla para larvas en estadio L3 a L6 (C).
Acondicionamiento de pupas en aserrin desinfectado (D). Tapers acondicionados con
mariposas de G. mellonella. (E). Posturas ovopositadas en malla de la crianza en
laboratorio (F).



3.2.7. Crianza de Neméatodos Entomopatégenos

Segun la linea de tiempo del proyecto, la crianza de los nematodos
entomopatdgenos se realizo en el dia 14 (Fig. 3). Las dos especies de neméatodos
entomopatdégenos fueron suministrados por el Laboratorio de Controladores
Biologicos del Instituto Nacional de Innovacién Agraria (INIA) — EEA Vista Florida.
El ciclo biologico de los neméatodos en laboratorio fue alrededor de 14 dias
aproximadamente, utilizando el método de crianza segun los protocolos
mencionados por San Blas et al. (2014), con modificaciones que se llevaron a

cabo en el mismo laboratorio:

a. Unidades de crianza
Para la crianza masiva de nematodos entomopatégenos se utilizaron
Larvas de Galleria mellonella contenidas en tapers de plasticos con su respectiva
tapa (Fig. 10 - A).

b. Parasitacion
Se acondicionan dos tapers de 10cmx5cmx5cm para cada especie de
nematodo, colocando en la base papel toalla, para depositar las larvas de G.
mellonella que seran roseadas con 15 ml de una solucion de infectivos juveniles
(H. bacteriophora y H. sp., respectivamente), procediendo a etiquetar y tapar
cada taper (Fig. 10 - B).

c. Camara humeda
Después de 5 - 6 dias de la parasitacion efectiva (Fig. 10 — C, D), se
traspasan las larvas de G. mellonella parasitadas en dos tapers de
30cmx20cmx10cm (respectivamente para cada especie de nematodo), que
dentro tendran una base a manera de columna y una rejilla. Posteriormente se
agregara 30 ml de agua destilada en la base, colocando una etiqueta y tapa a
cada uno (Fig. 10 - E).



d. Cosecha

Esta etapa consiste basicamente en el enjuague de la rejilla, la base y el

interior del taper que contiene las larvas parasitadas, con ayuda de una piseta
llena con agua destilada, el cual se realiza a los 6 -7 dias de haber acondicionado
la camara humeda (Fig. 10- F).

1g. apers con larvas de Galleria mellonella seleccionadas para la parasitacion (A).
Aplicacion de solucion de nematodos Entomopatdgenos a las larvas de G. mellonella
(B). Parasitacion efectiva a las 72 horas con los nematodos: H. sp (C) y H. bacteriophora
(D). Acondicionamiento de camara humeda de las larvas parasitadas con nematodos
(E). Cosecha y recuperacion de infectivos juveniles de los nematodos
Entomopatogenos (F).



3.2.8. Aplicacién de los tratamientos

Esta fase se realiz6 aproximadamente a los 24 dias después de haber
sembrado las semillas de maiz en el Invernadero, aproximadamente cuando
estas han alcanzado el estadio V5 (donde la formacién de hojas estara completa,
el apice del tallo esta justo por debajo de la superficie del suelo y la planta tiene
una altura total aproximada de 20 cm) (Ritchie et al, 1986).

Tanto la infestacion de las plantas de maiz con las larvas de cogollero y
la aplicacion de los tratamientos con los infectivos juveniles, se realizo el mismo
dia 28 (Fig. 3).

a. Infestacién de las plantas de maiz con larvas de cogollero

En el dia 16, segun la linea de tiempo, para obtener las larvas de cogollero
en estadio L3, se procedid a acondicionar posturas obtenidas de la crianza de
cogollero en Laboratorio. Pasando de huevo a larva en estadio L3, unos 11 - 12
dias después de eclosionar (Fig. 3). Por consiguiente se procedi6é a seleccionar
las larvas de cogollero S. frugiperda en estadio L3, diferenciandolas por el tamafio
de estas, ya que alcanzan un tamafio aproximado de 8 a 10 mm (DuPont Pioneer,
s.f.).

Para la infestacion, se separaron 3 tapers grandes colocando 90 larvas en
cada uno, sumando en total 270 larvas (Fig. 11 - A). Por ultimo se procedi6 a

colocar una larva de cogollero en cada planta de maiz, cuidando que entre en el

cogollo y no salga (Fig. 11 - B).

Fig. 11 Infestacion de larvas de cogollero en estadio L3 en las plantas de maiz. (A)
Tapers con larvas de cogollero L3 seleccionadas (B) Larva de cogollero dentro del
cogollo del maiz.



b. Calculo de Ila solucion de infectivos juveniles para cada
concentracion

Culminado la crianza de los nematodos en laboratorio segun la cronologia

de la investigacion, primero se estimo la cantidad de infectivos juveniles que se

utilizé para la aplicacion de los tratamientos por cada ensayo (Tabla 1).

Tabla 1
Cantidad total de infectivos juveniles (ljs) requerido para cada concentracion de
los tratamientos

Concentracion (ljs/larva/planta) H. sp. H. bacteriophora
200 6 000 ljs 6 000 Ijs
300 9 000 ljs 9 000 ljs
500 15 000 ljs 15 000 ljs
750 22 500 ljs 22 500 ljs
Total 52 500 ljs 52 500 ljs

Luego se calculé el volumen de infectivos juveniles, realizando un conteo

con base en el procedimiento planteado por Gonzales Ramirez (1995):

v' Sedimenta la soluciéon con NEPs y desecha la parte superior del liquido
con la intensién de obtener un concentrado.

v" Del concentrado obtenido se toma 0.1 ml mediante una pipeta. Para
el conteo se utiliza una capsula de Petri de 10 cm de didmetro dividida en
cuadriculas, donde se colocard la muestra y se observara bajo un
microscopio estereoscopico.

v Utilizando la férmula de VixCi = V2xC2 (donde, V: volumen y C:
concentracion), se realiza una estimacion de cuantos inefectivos juveniles

se encontraban en la suspension (Tabla 2).



Tabla 2
Volumen total (ml) de la solucién de infectivos juveniles (ljs), calculados segun
férmula para cada Repeticion

Volumen (ml)

Nematodo ljs L . L,
1° Repeticion 2° Repeticion  3° Repeticion

H. sp. 52 500 20,27 ml 164,10 ml 43,75 mi

H. bacteriophora 52 500 56,64 ml 105,00 ml 47,73 ml

Nota. Las cantidades de nematodos total por especie se ajustaron para su aplicacion en

invernadero; ya que por especie se requirié 52 500 ijs.

Para el calculo del volumen a extraer de cada concentracion de los
nematodos, se utilizé la siguiente formula:

v _VoxCu
€= (o

Donde:

Ve= Volumen a extraer de la solucion de ljs
Vo= Volumen obtenido de la solucién de ljs
Cu= Concentracion a utilizar de ljs

Co= Concentracion obtenida de ljs

Una vez obtenido el volumen de la concentracion de los infectivos juveniles
(Ijs), se elabord una solucion de Agar al 0,1 % (Anexo 3) y se procedio a obtener

los volumenes finales para cada tratamiento (Tabla 3 y 4).



Tabla 3
Carta de Volumenes finales (ml) para el tratamiento con H. sp.

o
©

Concentracion T Repeticion 2% Repeticion 3% Repeticion
(lis/larvalpl. nta) Vol. Sol. Vol. Sol. Vol. Agua  Vol. Vol. Sol.  Vol. Agua Vol. Vol. Sol. Vol. Agua
ljs Agar 0.1% Destilada Sol.ljs Agar0.1% Destilada Sol. ljs Agar 0.1% Destilada
200 0,07 ml 10 ml 493ml 0,62ml  10ml 438ml 0,17ml 10 ml 4,83 ml
300 0,10 ml 10 ml 490ml 0,93 ml 10 ml 4,07ml 0,25 ml 10 ml 4,75 ml
500 0,19 ml 10 ml 481 ml 1,56 ml 10 ml 344ml 0,42 ml 10 ml 4,58 ml
750 0,28 ml 10 ml 472ml 2,34 ml 10 ml 2,66 ml 0,63 ml 10 ml 4,37 ml
Tabla 4
Carta de volumenes finales (ml) para el tratamiento con H. bacteriophora
Concentracion 1*-Repeticion 2°Repeticion 3*Repeticion
(isllarva/planta) Vol. SOl. Vol. SOl. VOl. Agua Vol. S0l. VOl Sol.  VOol. Agua  Vol. VOoI. SOl.  Vol. Agua
ljs Agar 0.1% Destilada ljs Agar 0.1% destilada sol.ljs Agar 0.1% Destilada
200 0,21 ml 10 ml 4,79 ml 0,40 ml 10 ml 4,60ml 0,18 ml 10 ml 4,82 ml
300 0.32 ml 10 ml 4,68 ml 0,60 ml 10 ml 4,40 ml 0,27 ml 10 ml 4,73 ml
500 0.53 ml 10 ml 447ml 1,00 ml 10 ml 4,00ml 0,45 ml 10 ml 4,55 ml
750 0,80 ml 10 ml 420ml 1,50 ml 10 ml 3,50ml 0,68 ml 10 ml 4,32 ml
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c. Método de aplicacion

Para la aplicacion de los tratamientos se uso unos rociadores de agua (tipo
Pulverizador de gatillo, dosis/pulsacion de 0,90 ml. (agua destilada), dispersion
de 130 mm a distancia 200 mm, angulo dispersiéon de 40°, durabilidad de
2 000 pulsaciones, material base de polipropileno, volumen de
200 ml aproximadamente), que contenian la solucion de infectivos juveniles, el
volumen de Agar al 0,1 % y agua destilada que se calcul6 para las
concentraciones de cada tratamiento. Los rociadores se aplicaron a una distancia
de 15 cm vy directo al lugar donde fueron depositadas las larvas L3 de S.
frugiperda, tratando de que estas sean bafiadas por los volumenes finales (Fig.
12 - A, B).

d. Registro de la Temperatura en el Invernadero

La temperatura en invernadero dependid si los dias eran nublados o
soleados, por eso se realizaron mediciones durante los meses que se realizaron
los ensayos. El registro de mayor temperatura promedio en el invernadero se dio
en el mes de Junio (temperatura maxima de 42,2°C; en un dia soleado). Mientras
gue el registro de menor temperatura promedio se dio en el mes de septiembre
(temperatura minima de 23,9° C; en un dia nublado) (Tabla 5).

Tomando en consideracion los registros de temperatura promedio en el
invernadero, se decidi6 realizar las aplicaciones de los tratamientos durante las
18:00 horas, registrandose en el mes de Junio una mayor temperatura (30°C), en
comparacion a los meses de Agosto y septiembre donde se registré una

temperatura moderada (24,9°C y 23,6°C respectivamente).

Tabla 5
Temperatura promedio en el Invernadero del area de Forestales de INIA (EEA -
VF)

Dias soleados Dias nublados
Mes minima maxima minima maxima
Junio 37,3°C 42,2°C 30,9°C 39,6°C
Agosto 34,8°C 40,4°C 25,3°C 33,5°C
Septiembre 30,6°C 38,9°C 23,9°C 30,1°C
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Fig. 12 Método de aplicacion de los tratamientos. (A) Aplicacion con la solucién final de
H. bacteriophora (B) Aplicacién con la solucién final de H. sp.
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3.2.9. Evaluaciones

Segun la linea de tiempo del proyecto, las evaluaciones para los ensayos
se realizaron a las 24 y 48 horas posteriores a la aplicacion de los tratamientos
(Fig. 3).

La evaluacion del dafio en plantas se realiz6 a las 48 horas posteriores a
la aplicacion de los tratamientos. Para la evaluacion, se tuvo que observar de
manera directa si las plantas de maiz presentaban vestigios de raspaduras en las
hojas y/o dafio en el interior del cogollo, siendo esta la principal caracteristica de
alimentacion de las larvas de cogollero en su tercer estadio larval (L3) (Ortiz,
2010). (Tabla 6).

Para la evaluacion de la mortalidad primero se hizo una recoleccion a las
24 y 48 horas posterior a la aplicacion, acondicionando placas Petri segmentadas
a la mitad, esterilizadas con alcohol de 96% y colocando papel filtro dentro de
ellas (Fig. 13). Con el propésito de comprobar la parasitacion efectiva de las
larvas de cogollero, se disecciond las larvas de cogollero segun la concentracion
de infectivos juveniles, para su posterior observacion en el estereoscopio. Y al
final de las 48 horas después de la aplicacion de los tratamientos se registré el
total de larvas muertas (Tabla 7). Por ultimo para el calculo del porcentaje de
mortalidad se tom6 como referencia los datos recolectados de las larvas muertas,
aplicando la siguiente formula citada por Ruiz (1995):

Lmx 100

MOy = ———
% Lm + Lv

Donde:
M: mortalidad en porcentajes.
Lm: nGmero de larvas muertas.

Lv: nimero de Larvas vivas.
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Tabla 6

Registro de Dafio en Plantas de Maiz por las Larvas de Cogollero después de

Aplicar los Tratamientos

: i H. bacteriophora sp
Concentracion (ljs/larva)
2° 3° 1° 2° 3°
200 21 26 22 24 26 25
300 18 22 21 22 23 24
500 14 21 18 21 22 21
750 13 20 15 21 22 19

Nota. El total de plantas del Grupo Control (30) presenté dafio, en las tres repeticiones.

Tabla 7

Registro de Mortalidad de las Larvas de Cogollero después de Aplicar los

Tratamientos

Concentracion (ljs/larva)

200
300
500
750

Nota. El Grupo Control no registré ninguna larva muerta, en las tres repeticiones.

H. bacteriophora

19
21
25
27

90 30 1°
15 14 14
20 17 15
23 21 17
25 24 22
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H. sp

20
15
16
17
19

30
13
15
17
20




Fig. 13 Muestra de larvas de cogollero muertas, recolectadas a las primeras 24 a 48 horas
después de la aplicacion de los tratamientos
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3.2.10. Analisis estadistico

Para validar y comparar los resultados, se realizaron analisis de varianzas
de un factor para la cantidad de plantas que registraron dafio, la mortalidad de
los tratamientos, repeticiones de los ensayos y un analisis post hoc (HSD Tukey)
para cada tratamiento. También se realiz0 un andlisis de varianza con
disefio de bloques aleatorizados para ambos tratamientos, seguido de un analisis
comparativo simultdneo de Tukey (considerandose significativo p<0,05). Para el
calculo de la Concentracion Letal media, se sometio los resultados a un analisis
estadistico con el método paramétrico Probit (con un nivel de confianza del 95%),
donde nos mostro el limite superior e inferior y la CL50 a las 48 horas.

En el presente trabajo se utilizo el software estadistico IBM SPSS Statistics
version 23, asi como los programas de Microsoft Office Word, Excel version 2013
(complemento Megastat).
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V. RESULTADOS

4.1. Porcentaje de dafio en plantas a las 48 horas

Los vestigios de dafio en las hojas y del cogollo en las plantas de maiz
después de la aplicacion de los tratamientos (Fig. 15), determiné que el 100% de
las plantas de maiz registraron dafio en el Grupo control, del 68,88 a 83,33% con
H. sp. y del 53,33 a 76,66% con H. bacteriophora (Fig. 14). El analisis de varianza
de un factor para el tratamiento con H. bacteriophora, demostré que no existieron
diferencias significativas (p=0,089) entre las concentraciones, en cambio para el
tratamiento con H. sp., si existieron diferencias significativas (p=0,004) entre las
concentraciones aplicadas (Anexo 4). En general el porcentaje de dafio en
plantas fue del 75 % con H. sp., en comparacion a H. bacteriophora que obtuvo
un 64,18 %.
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| | y
Fig. 15 Muestra de los vestigios de dafio en plantas, ocasionado por larvas de cogollero
en estadio L3, después de la aplicacion de los tratamientos. (A, B, C, D)
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4.2. Evaluacion de la mortalidad por presencia de los infectivos juveniles
en las concentraciones
La observacion por estereoscopio de la parasitacion efectiva y la presencia
de nematodos, realizado por los tratamientos con H. bacteriophora y H. sp. (Fig.
16), comprobd que las larvas muertas recolectadas durante las evaluaciones,
fueron parasitadas por los infectivos juveniles en cada concentracion. El nimero
de nematodos que se observé en las muestras dependié de la especie y la

concentracion con la que fue parasitada las larvas

de cogollero (Fig. 17 a 24).

Fig. 16 Parasitacion efectiva de las larvas de cogollero visualizadas en estereoscopio, a
las 24 y 48 horas de aplicado los tratamientos. (A) Parasitacion efectiva con el
tratamiento de Heterorhabditis sp. (B) Parasitacion efectiva con el tratamiento de H.
bacteriophora.
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a. Muestras de la evaluacién estereoscdépica para H. bacteriophora
, »

¥ .

Fig. 17 Muestra de la observacién estereoscopica de la parasitacion de H.
bacteriophora en una concentracion de 750 ijs por larva de cogollero.

¥y,

Fig. 18 Muestra de la observacion estereoscépica de la parasitacion de H. bacteriophora
en una concentracion de 500 ijs por larva de cogollero.
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Fig. 19 Muestra de la observacion estereoscépica de la parasitacion de H. bacteriophora
en una concentracion de 300 ijs por larva de cogollero.

i = ® Sancligz & Vdlle. 2017
Fig. 20 Muestra de la observacion estereoscépica de la parasitacion de H. bacteriophora
en una concentracion de 200 ijs por larva de cogollero.
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b. Muestras de la evaluacion estereoscopica para H. sp.
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Fig. 21 Muestra de la observacion estereoscopica de la parasitacion de H. sp.

, en una
concentracion de 750 ijs por larva de cogollero.

: e B ® Sanchez & Valle. 2017
Fig. 22 Muestra de la observacion estereoscoépica de la parasitacién de H. sp., en una
concentracién de 500 ijs por larva de cogollero
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LA TR B e & Valle. 2017
Fig. 23 Muestra de la observacion estereoscépica de la parasitacion de H. sp., en una
concentracion de 300 ijs por larva de cogollero
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Fig. 24 Muestra de la observacion estereoscépica de la parasitacién de H. sp., en una
concentracién de 200 ijs por larva de cogollero
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4.3. Porcentaje de mortalidad de las larvas de cogollero a las 48 horas

Se observé que la mortalidad de las larvas a las 48 horas tuvo un rango
de 16,00 a 25,33 larvas muertas para el tratamiento con H. bacteriophora,
14,00 a 20,33 larvas muertas con H. sp. y ninguna larva muerta para
el Grupo control (Fig. 25). Los porcentajes de mortalidad fueron de
53,33 a 84,44 % para H. bacteriophora y 46,66 a 67,77 % para H. sp.
(Tabla 8).
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Fig. 25 Media de la cantidad de larvas muertas a las 48 horas después de la aplicaciéon de los
tratamientos

Tabla 8
Porcentaje de Mortalidad de las Larvas de Cogollero de los Tratamientos con H.
bacteriophora y H. sp.

Concentracion (ljs/larva) H. bacteriophora H. sp

750 84,44 % 67,77 %
500 76,66 % 56,66 %
300 64,44 % 51,11 %
200 53,33 % 46,66 %
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Segun el andlisis de varianza y prueba HSD Tukey de un solo factor
(Anexo 5, 6 y 7), para H. bacteriophora, las concentraciones de 200 con 300, 300
con 500 y 500 con 750 ljs/larva, no se diferenciaron significativamente en cada
grupo (Tabla 9), pero para el tratamiento con H. sp., la concentracion de 750
lis/larva, se diferencio significativamente del resto de concentraciones, no
presentando diferencias significativas las concentraciones de 200 con 300 y 300

con 500 ljs/larva en cada grupo (Tabla 10).

Tabla 9
Prueba HSD Tukey del Promedio de Larvas Muertas del Tratamiento con H.

bacteriophora

Concentracion (ljs/larva) Promedio Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

200 16,00 a

300 19,33 a

500 23,00 b c

750 25,33 c
Tabla 10

Prueba HSD Tukey del Promedio de Larvas Muertas, a las 48 horas de la
Aplicacion del Tratamiento con H. sp.

Concentracion (ljs/larva) Promedio Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
200 14,00 a

300 15,33 a

500 17,00

750 20,33 c
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En conclusion el analisis de varianza para la mortalidad de ambos
tratamientos mostré alta significancia (p=0,005) (Anexo 8). Registrandose la
mayor mortalidad con H. bacteriophora en la concentracion de 750 ljs/larva, con
una media de 25,33 larvas muertas (Fig. 25) y un porcentaje de mortalidad de
84,44% (Tabla 8). La menor mortalidad se alcanz6 con H. sp., en la concentracién
de 200 ljs/larva, con una media de 14 larvas muertas (Fig. 25) y un porcentaje de
mortalidad de 46,66% (Tabla 8). Segun la prueba de comparacion simultanea de
Tukey para ambos tratamientos, nos mostré que la concentracion de 750 ljs/larva
con H. bacteriophora, registro diferencias altamente significativas con el resto
de concentraciones de ambos tratamientos, mientras que la concentracion de 200
ijs/larva con H. sp., no se diferencio significativamente de las concentraciones
de 300 ljs/larva de H. sp., y 200
lis/larva de H. bacteriophora (Tabla 11) (Anexo 9).

Tabla 11
Prueba de Comparacién simultdnea de Tukey de los Tratamientos con H.
bacteriophora 'y H .sp.

Concentracion (ljs/larva) Promedio 1 2 3 4 5
200 sp 14,00 a

300 sp 15,33 a b

200 Hb 16,00 a b

500 sp 17,00 b

300 Hb 19,33 c

750 sp 20,33 C

500 Hb 23,00 d

750 Hb 25,33 e
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Para las repeticiones que se hicieron del ensayo, el analisis de varianza
demostré alta significancia (p=0,000) (Anexo 8). Se observo que el tratamiento
con H. bacteriophora, presenté una mayor cantidad de larvas muertas, durante
la primera repeticion (Junio) para las concentraciones que se aplicaron: 200, 300,
500y 750 ljs/larva. En cambio, para el tratamiento con H. sp., la mayor cantidad
de larvas muertas que se registro, varié en cada repeticion (durante la primera
repeticion (Junio) se registro para 750 ljs/larva y en la segunda repeticion (Julio)
para 200 y 300 ljs/larva); a excepcidn de la concentracion de 500 ljs/larva, donde
la cantidad de larvas muertas registradas se mantuvo igual durante todas las

repeticiones (Fig. 26).
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4.4. Determinacion de la Concentracion Letal Media (CL50)

Se realizaron los célculos a las diferentes concentraciones de los
tratamientos, mediante el analisis estadistico Probit a un 95% de confianza. Para
el tratamiento con H. bacteriophora, la Concentracion Letal Media a las 48 horas
(CL50-48) fue 182,58 ljs/larva, alcanzando un limite superior de 271,62 y un limite
inferior de 40,27 ljs/larva (Tabla 12) (Anexo 11), determinando que la CL50 tuvo

un incremento constante a partir del segundo y tercer ensayo (Fig. 27).

Tabla 12
Carta de Prueba CL50 con el Tratamiento de H. bacteriophora

Mes CL50-48 Limite inferior Limite superior
Junio 132,25 9,44 216,72
Agosto 185,01 39,69 272,05
Septiembre 230,48 71,66 326,09
Promedio 182,58 40,27 271,62
300
250
230,49
200
185,02
150
132,26
100
50
0
1 2 3
CL50-48. HB Limite inferior ~ ___ , Limite superior

Fig. 27 Variacion de Ta Prueba de CL50-48 durante Tos ensayos, para el tratamiento con
H. bacteriophora.
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Para el tratamiento con Heterorhabditis sp., la concentracion letal media
a las 48 horas (CL50-48) fue 262,68 ljs/larva, alcanzando un limite superior de
640,56 y un limite inferior de 75,17 ljs/larva (Tabla 13) (Anexo 12), determinando
que la CL50 durante el segundo ensayo tuvo una notoria disminucion, en

comparacion al primer y tercer ensayo (Fig. 28).

Tabla 13
Carta de prueba CL50 con el tratamiento de H. sp.

Mes CL50-48 Limite inferior Limite superior
Junio 273,48 4,94 493,79
Agosto 211,80 50,45 889,02
Septiembre 302,76 170,10 538,87
Promedio 262,68 75,17 640,56
700
600 | i e -
500 |
400
300 302,76
273,48

200 | 211,80
100

0

CL50-48. PAS Limite inferior Limite superior

. iacidn de | bad 484 I I .
H. sp.
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Como punto final se deduce que el mejor tratamiento para el control de

larvas de cogollero S. frugiperda en tercer estadio, se realiza con el neméatodo

entomopatdégeno Heterorhabditis bacteriophora. Ya que necesité menor cantidad

de infectivos juveniles durante los ensayos, para matar el 50% de las larvas a las

48 horas de aplicar los tratamientos (Fig. 29).

H. bacteriophoray H. sp.
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V. DISCUSION

El uso de nematodos entomopatdégenos es y sera uno de muchos métodos
biolégicos para combatir plagas de lepidépteros y otros tipos de insectos plaga.
La presente investigacion ha permitido no solo determinar la concentracion letal
media de ambas especies ante la plaga de cogollero en maiz, si no que ha
combinado metodologias de otras investigaciones para una eficaz aplicacién. El
uso de nematodos entomopatdégenos se fundamenta porque poseen una gran
capacidad de adaptacibn a nuevos ambientes, a condiciones adversas,
resistencia a productos quimicos, alta especificidad por insectos, inocuidad al
ambiente y mamiferos, y compatibilidad con otros entomopatégenos (Saenz A.,
2005). Cabe resaltar que las especies de nematodos del género Heterorhabditis
tienen una caracteristica particular, que les permite tener una mayor infectividad
con respecto a otros, esto debido a la presencia de una estructura cefalica a
modo de pua en los infectivos juveniles (Abdel-Razek & Abd-Elgawad , 2007), la
cual les brinda una via adicional de entrada al insecto, ya que ademas de penetrar
através de las aberturas naturales, también pueden hacerlo perforando la cuticula
(Chacon Chausa , 2011)

En el transcurso de la presente investigacion se hace mencion a factores que
influyeron directamente en este, por tal motivo se plantearon soluciones para

estas:

La temperatura, es uno de los factores que pudo alterar directamente los
resultados de la investigacion, ya que influye negativamente en la actividad
parasitica de los nematodos. Segun Nguyen y Smart (1992), reportan que
temperaturas superiores de 35°C a 37°C interrumpen el ciclo de vida del
nematodo, siendo la 6ptima 24°C. Asi mismo en experimentos de laboratorio
usando Galleria mellonella como huésped, el desarrollo de H. bacteriophora vario

entre 10 a 32 °C por infeccion o mortalidad, 15 a 32 °C para el

52



establecimiento (nematodos que ingresan al huésped) y 15 a 30 °C para la
reproduccion nematodo en el host (VKM, 2014). Por tal motivo se plante6 que no
se debia realizar las aplicaciones de los tratamientos en las mafianas o al medio
dia, porque la temperatura para el dia establecido de aplicacion en invernadero
alcanzaba de 37,5°C a 42,2°C (dependiendo del mes en que se realizd cada
ensayo). Por lo tanto, se establecié que las aplicaciones se hicieran a las 18:00
horas, pues a esta hora se registraba una temperatura ideal para la parasitacion,
la que oscilaba entre 23,6°C a 30°C.

El factor de la desecacion sobre la supervivencia de los nematodos durante la
parasitacion fue también un factor negativo; por lo tanto, se nos hizo necesario la
utilizacion de una solucién de Agar Nutriente al 0.1% (rango de ph de 7 — 8), el
cual segun Hussein et al. (2012), permite la adherencia a los infectivos juveniles
en las plantas y puede mantenerlos viables para parasitar las larvas de cogollero.
Reportes establecidos por Cajusol y Requejo (2016), nos muestran que con una
concentracion de 1 gr de agar nutritivo por cada litro, se logra la mortalidad de
larvas de Galleria mellonella por Heterorhabditis bacteriophora y Heterorhabditis
sp. Nativa en 76,6% - 86,6% respectivamente, hasta los 30 dias de
almacenamiento. Indicando que el agar nutritivo mantiene la viabilidad de los
nematodos por periodos mas largos de tiempo y evita la resequedad de la
solucion de los nematodos entomopatdégenos sobre las plantas. Hay que tener
en cuenta que factores como la humedad, el tipo de suelo, las condiciones
ambientales y el modo de aplicacion también pueden afectar la accién de la
infectividad de los nematodos (Garcia, Raetano, & Leite, 2008).

Es importante recalcar que los resultados obtenidos de la investigacion se
recopilaron a las 48 horas porque segun Bennett y Ciarke (2005), los nematodos
entomopatdégenos guardan una relacién mutualista con un simbionte bacteriano
del género Photorhabdus luminiscencens (Enterobacteriaceae) que alojan en su
intestino, la cual les permite matar a su hospedero durante las primeras 24 a 48
horas después de la infeccidn. Por tal motivo se discute los resultados en los

siguientes acépites:
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En el parametro de dafio en las plantas de maiz, producido por las larvas de
cogollero, 48 horas después de la aplicacion, se pudo observar que el tratamiento
con H. bacteriophora registré un promedio de 64,18%, H. sp un 75% Yy el grupo
control un 100% de dafio en plantas, estos resultados nos indican que durante el
tiempo en que se realiza la infestacion, hasta antes de la mortalidad, las larvas
del tercer estadio de S. frugiperda pueden llegar a producir dafios severos en el

cultivo.

Para el numero de larvas muertas por los tratamientos, se establecié que el
mayor porcentaje de mortalidad fue con el tratamiento H. bacteriophora con un
53,33 a 84,44 %, a comparacion de H. sp, que obtuvo un porcentaje de mortalidad
de 46,66 a 67,77 %, en las concentraciones de 200 a 750 ljs/larva. Estos
resultados son similares a los reportados por Castellanos (2000), quien en
condiciones de laboratorio a las 72 horas, estudid el parasitismo de los
nematodos entomopatégenos H. bacteriophora (HC1) y Steinernema sp. (SC1)
sobre varias especies del Orden Homéptera, determinando que H. bacteriophora
alcanza un 80% de mortalidad. Resultados menores fueron obtenidos por
Carvajal Armijo (2009), el cual menciona que trabajando a nivel de laboratorio
con Picudo Metamasius hemipterus frente al neméatodo H. bacteriophora, produjo

el 35% de mortalidad con la dosis de 1000 juveniles/ picudo.

También se pudo establecer que el rango de sensibilidad al 50% difiere para cada
especie de neméatodo, determinandose que H. sp. tiene un rango de sensibilidad
de 200 a 300 ljs/larva, y H. bacteriophora tiene un rango menor o igual de 200
ijs/larva. Valores que se compararon con Andal6é et al (2010), quienes
determinaron que la concentracion de 200 IJs/larva es ideal para las pruebas en
invernadero. Pruebas realizadas en campo por Casusol y Neira (2011), en larvas
de cogollero con H. bacteriophora, nos muestran mortalidades de 16.2% y 23.86
%, en las concentraciones de 200 y 300 NEP/ml, respectivamente. También en
pruebas realizadas en laboratorio con C. sordidus, con el tratamiento de H.
bacteriophora, mostraron que el porcentaje de mortalidad alcanzé 40% y 43%,
en las concentraciones de 150 y 387

NEP/insecto (Morales Ramirez, 2012). Gracias a esto se pudo inferir que a partir
de la concentracion de 200 ijs/larva, esta es ideal para realizar los ensayos en

invernadero y comprobar lo expuesto por otros investigadores.
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Para determinar la concentracion letal media a las 48 horas, se sometié a un
analisis probit, resultando que la CL50-48 para el tratamiento con H.
bacteriophora fue 182,58 ijs/larva y para H. sp., fue 262,68 ijs/larva. Resultados
mayores fueron obtenidos por Morales Ramirez (2012), quien en condiciones de
laboratorio obtuvo una CL50 a los 15 dias de 1220.4 nematodos/insecto, con el
Picudo del banano C. sordidus frente a diferentes concentraciones de H.
bacteriophora. Esto nos indica que S. frugiperda es una plaga con mayor

susceptibilidad a este género de nematodo entomopatégeno.

Se muestra también que durante los ensayos, H. bacteriophora tuvo un
incremento constante de CL50 a partir del segundo y tercer ensayo. Caso
contrario se produjo para H. sp., el cual mostré que durante el segundo ensayo
tuvo una notoria disminucion de CL50, en comparacién al primer y segundo. Esto
se puede explicar debido quizd a las fluctuaciones de temperatura que se
registraban, ya que después de la aplicacién durante el dia, esta no se mantenia
estable y pudo influir directamente en la accion parasitica y reproduccién de
infectivos juveniles (VKM, 2014). La calidad de la cepa también pudo ser un factor
importante para la infestacion, ya que el volumen de las soluciones vario para
cada ensayo y fue diferente, tanto para cada especie como para las

concentraciones obtenidas.

Al final de la investigacién se deduce que el mejor tratamiento para el control de
larvas de cogollero en tercer estadio, se realiza con el nemétodo
entomopatdégeno Heterorhabditis bacteriophora. Ya que necesité menor cantidad
de infectivos juveniles durante los ensayos, para matar el 50% de las larvas a las
48 horas de aplicar los tratamientos. Esta deduccion nos demuestra que las
especies de nematodos utilizadas en la presente investigacién, presentan
variabilidad entre ellas, ya que la temperatura ideal para cada nematodo puede
ser diferente, como ya lo hemos sefialado anteriormente; u otro razonamiento
seria que su patogenicidad varie con el tipo de plaga al cual se le exponga y a
la concentracibn sometida, ya que hay estudios como el de Rosero (2011),
el cual nos manifiesta que la mortalidad para cada estado ninfal de Aeneolamia
varia varia entre las especies de nematodos y responde diferencialmente con el

incremento de la dosis (100 y 1500 1J/cm?).
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Por consiguiente nuestra investigacion queda abierta a la experimentacion en
campo con presencia natural de la plaga para validar los resultados y evaluar la
relacion econdmica (costo: beneficio) del uso de entomopatégenos en la

produccion de maiz.
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VI. CONCLUSIONES

v La concentracion Letal media a las 48 horas (CL50-48) sobre las larvas
de S. frugiperda en estadio L3, para H. bacteriophora fue
182,58 ljs/larva y para H. sp. fue 262,68 ljs/larva (ambas

concentraciones establecidas dentro sus limites, respectivamente).

v Se determind que el dafio en las planta de maiz es inversamente
proporcional a la concentracién de los infectivos juveniles que se
aplicaron sobre las larvas de S. frugiperda en estadio L3, registrandose
a las 48 horas un porcentaje de dafio en plantas para H.
bacteriophora de 53,33 a 76,66% y para H. sp. un porcentaje de
68,88 a 83,33%. El Grupo control present6 el 100 % de dafio en las

plantas de maiz.

v' Con respecto al porcentaje de mortalidad a las 48 horas de las larvas
de S. frugiperda en estadio L3, se determind que existen algunas
diferencias significativas para las concentraciones entre los
tratamientos, y que H. bacteriophora produjo una mortalidad de 53,33
a 84,44 %, mientras que H. sp. produjo una mortalidad de 46,66 a
67,77 %. Resultando que la mayor mortalidad se alcanz6 con la
concentracion de 750 ljs/larva de H. bacteriophora (media de 25,3
larvas muertas) y la menor mortalidad se alcanzé con 200 ljs/larva de
H .sp. (media de 14 larvas muertas). El grupo control no presento

mortalidad de larvas.

v' Se establece que el mejor nematodo para el control de larvas de
cogollero S. frugiperda en estadio L3 en las plantas de maiz en

invernadero, fue H. bacteriophora.
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VIl. RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos con respecto a la CL50 en invernadero, deben
ser aplicados en campo para contrastar la investigacion.

Es conveniente controlar factores externos (insectos y roedores) frente a
la realizacion de pruebas, esto con el fin de que agentes ajenos a la
investigacion, modifiquen o alteren el resultado esperado.

Se deben asegurar condiciones Optimas como la temperatura y
ventilacion en el invernadero, para evitar cualquier cambio y alteraciones
en los organismos utilizados para las pruebas.

Se considera necesario utilizar una sola area exclusiva del laboratorio de
bioensayos para Spodoptera frugiperda y otra area para los nematodos
entomopatdégenos (Heterorhabditis sp. y H. bacteriophora), para evitar

alteraciones durante la crianza.

58



VIIl. RESUMEN

Con el propdsito de determinar la concentracion letal media de los neméatodos
entomopatdégenos: Heterorhabditis sp. y H. bacteriophora para el control de
larvas en estadio L3 de cogollero S. frugiperda en plantas de maiz, se hizo un
bioensayo en el invernadero del Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA)
(Sede Vista Florida, Lambayeque), utilizando tres tratamientos: (TO) Grupo
Control, T1 (Heterorhabditis sp.) y T2 (H. bacteriophora). Para T1y T2 se utilizé
cuatro diferentes concentraciones de infectivos juveniles (ljs) (200, 300, 500 y
750 ljs/larva/planta); menos para TO (O ljs/larva/planta). Cada concentracion por
tratamiento tuvo a 30 larvas de cogollero como unidad experimental, teniendo
como poblacion 270 larvas en tercer estadio, a las cuales se les aplicé las
soluciones de Infectivos juveniles (ljs), que se calculé por concentracion, en
invernadero. Las evaluaciones se realizaron a las 48 horas, y se registro: el
porcentaje de dafio en plantas, porcentaje mortalidad y finalmente se calcul6 la
CL50. Los resultados obtenidos, establecieron que el mejor nematodo para
combatir las larvas de cogollero en tercer estadio fue H. bacteriophora, ya que
obtuvo menor porcentaje de dafio en planta (53,33%) y pudo alcanzar la mayor
mortalidad (84,44%) en una concentracion de 750 ljs/larva, diferencidndose
notoriamente del resto de concentraciones de los tratamientos. Para el
tratamiento con H. sp., se observé el mayor porcentaje de dafio en planta
(83,33%) y la menor mortalidad (46,66%) en una concentracion de 200 ljs/larva,
no diferenciandose significativamente de 300 ljs/larva del mismo tratamiento y de
la concentracion de 200 ljs/larva del tratamiento con H. bacteriophora. EIl G.
Control presentd 100% de dafio en planta y no presenté mortalidad. Al someter
los resultados a un analisis Probit al 95%, se determin6 que la CL50-48 para H.

bacteriophora fue 182,58 ljs/larva y para H. sp., fue 262,68 ljs/larva.
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Abstract

In order to determine the mean lethal concentration of entomopathogenic
nematodes: Heterorhabditis sp. and H. bacteriophora for the control of L3 stage
larvae of S. frugiperda cogollero in corn plants, a bioassay was made in the
greenhouse of the National Institute of Agrarian Innovation (INIA) (Vista Florida
Headquarters, Lambayeque), using three treatments: (TO) Control Group, T1
(Heterorhabditis sp.) and T2 (H. bacteriophora). For T1 and T2, four different
concentrations of juvenile infectives (ljs) were used (200, 300, 500 and 750 ljs /
larva / plant); less for TO (0 ljs / larva / plant). Each concentration per treatment had
30 cogollero larvae as an experimental unit, having as a population 270 larvae in
the third stage, to which the solutions of juvenile Infectives (ljs), which were
calculated by concentration, were applied in the greenhouse. The evaluations were
made at 48 hours, and the percentage of damage in plants, mortality percentage
was recorded and finally the LC50 was calculated. The results obtained,
established that the best nematode to fight the larvae of cogollero in third stage was
H. bacteriophora, since it obtained lower percentage of damage in plant (53.33%)
and could reach the highest mortality (84.44%) in a concentration of 750 ljs / larva,
differing markedly from the rest of the concentrations of the treatments. For the
treatment with H. sp., The highest percentage of damage was observed in the plant
(83.33%) and the lowest mortality (46.66%) in a concentration of 200 ljs / larva, not
significantly different from 300 ljs / larva of the same treatment and the
concentration of 200 ljs / larva of the treatment with H. bacteriophora. The G.
Control presented 100% damage in plant and did not present mortality. When the
results were subjected to a 95% Probit analysis, it was determined that the LC50-
48 for H. bacteriophora was 182.58 ljs / larva and for H. sp., It was 262.68 ljs / larva.
Key words: Entomopathogenic nematodes (Heterorhabditis sp. And H.
bacteriophora), cogollero S. frugiperda, LC50-48.
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ANEXO 1

Acondicionamiento de macetas en invernadero en el area de Forestales (EEA Vista Florida - INIA)
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Fig. 30 Esquema general de la disposicion de las macetas en el Invernadero del Area de Forestales del INIA (EEA — vista
Florida)

*Donde:

TO: Grupo control (O ijs/larva) *Total de macetas: 270

T1: H. bacteriophora 30 macetas: Grupo control

T2: H. sp. 30 macetas: por concentracion

200, 300,500, 750 ijs/larva/planta: Concentraciones de infectivos juveniles (ljs)
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ANEXO 2

Cronologia de actividades durante los ensayos

ACTIVIDAD ~INICIO FIN NOTAS

1ER ENSAYO 08/05/2017 Recolectar Tierra (20 sacos de 50 kilos) y esterilizar con formaldehido

A1 (Tierra) 16/05/2017 Col?car la tierra en los 270 macetas (ordenar en invernadero) y siembra de
maiz

B1 (Fertilizacion) 25/05/2017 Fertilizacién

C1 (Parasit. NEPs) & (Posturas) 01/06/2017 Parasitacion NEPs y Ac. Posturas de Cogollero

D1 (C.H NEPs) 06/06/2017 Camara himeda NEPs

E1 (L3 - Infestacion plantas) 12/06/2017 Larvas L3 (Infestar plantas de maiz con Larvas de cogollero)

F1 (Aplicacion NEPs) 12/06/2017 Conteo y Aplicacion de NEPs en plantas infestadas con larvas de cogollero

G1 (Evaluacién) 14/06/2017 15/06/2017 EVALUACION

2DO ENSAYO 01/07/2017 Recolectar Tierra (20 sacos de 50 kilos) y esterilizar con formaldehido
Col la ti los 270 t d i d iembra d

A2 (Tierra) 03/07/2017 | 05/07/2017 moalf;car atierra en los macetas (ordenar en invernadero) y siembra de

B2 (Fertilizacion) 17/07/2017 Fertilizacién

C2 (Parasit. NEPs) 21/07/2017 Parasitacién NEPs

C2 (Posturas) 24/07/2017 Ac. Posturas de Cogollero

D2 (NEPs) 28/07/2017 Camara humeda NEPs

E2 (L3 - Infestacion plantas) 03/08/2017 Larvas L3 (Infestar plantas de maiz con Larvas de cogollero)

F2 (Aplicacion NEPs) 03/08/2017 Conteo y Aplicacién de nematodos en plantas infestadas con larvas de
cogollero

G2 (Evaluacién) 04/08/2017 05/08/2017 EVALUACION
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Continuacion...

3ER ENSAYO 07/08/2017 Recolectar Tierra (20 sacos de 50 kilos) y esterilizar con formaldehido

A3 (Tierra) 09/08/2017 Colf)car la tierra en los 270 macetas (ordenar en invernadero) y siembra de
maiz

B3 (posturas) 21/08/2017 Fertilizacién

C3 (Parasit. NEPs) 23/08/2017 Parasitacion NEPs

C3 (Posturas) 24/08/2017 25/08/2017 Ac. Posturas de Cogollero

D3 (NEPs) 31/08/2017 Camara humeda NEPs

E3 (L3 - Infestacidn plantas) 06/09/2017 Larvas L3 (Infestar plantas de maiz con Larvas de cogollero)

F3 (Infestacion NEPs) 06/09/2017 Sg;;ﬁ:r\;Aplicacién de nematodos en plantas infestadas con larvas de

G3 (Evaluacion) 07/09/2017 08/09/2017 EVALUACION
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ANEXO 3

Proceso de elaboracion de solucion de Agar nutriente al 0,1 % y medicién
de pH

Composicion tipica de Agar nutriente GranuCult ™ |[SO 6579, ISO 10273 e
ISO 21528 (Merck)

Especificado por ISO 6579, ISO 6785 / ™ _

IDF 93, ISO 10273, ISO 19250, ISO GranuCult '™ Nutrient Agar

21528, APHA
Peptona gl Peptona gl
Extracto de carne gl Extracto de carne gl
Agar gl Agar agar* al
Agua 1000 ml /| Agua n/a
pHa25°C 7.0+0.2 pHa25°C 7.0+0.2

Proceso de elaboracién de Agar nutriente al 0,1%

v' Se esterilizo agua en 2 matraces de 1 L y uno de 500 ml (taponeados con
algodon y papel aluminio), en una autoclave alrededor de 2 horas
aproximadamente y se dejo enfriar mediante refrigeracion durante 10
minutos (Fig. 31 - A).

v' Una vez enfriado el agua, se procedio a pesar 2,5 gr de Agar nutriente
(primero se peso6 1,5 gr y luego 1gr de Agar nutriente) (Fig. 31 - B).

v' El agua en los matraces fue vertida en una olla de 3 L (debidamente
esterilizada), con la finalidad de hervir junto con el agar.

v' Obtenido la solucién de Agar nutriente de 2,5 gr en 2,5 litros de agua

(0,1 %); se dejo enfriar en refrigeracion por 5 minutos (Fig. 31 - C).
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C

Fig. 31 Preparacion de la solucion de Agar al 0,1%. Esterilizacion de agua en
autoclave (A). Estimacién de peso en gramos de Agar Nutriente (B). Obtencién
de solucion de Agar Nutriente al 0,1% (C).
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Medicién del pH de la solucion de Agar nutriente al 0,1%

Al Sumergir la cinta de pH en la solucion de Agar Nutriente al 0,1 %, alrededor
de 3 minutos, este registro un ph de 7 — 8 (Fig. 32)

|, 290 Concord Road, Billerica,

stadt, Germany

EP
3z
3
oS
X3
$1
¢
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MA 01821, USA,
7 8

. |

. H‘

Fig. 32 Resultado de pH de la solucion de Agar Nutriente al 0,1%.
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ANEXO 4

Andlisis de varianza para el dafio registrado en plantas de los ensayos

con H. bacteriophoray H. sp a las 48 horas

Andlisis de varianza para el dafio registrado en plantas, a las 48 horas de
los ensayos con H. bacteriophora

_ Suma de Media _
Origen gl L F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 84,916 3 28,305 3,087 ,089
Intra-grupos 73,333 8 9,166
Total 158,25 11

Fuente: IBM SPSS

Analisis de varianza para el dafo registrado en plantas, a las 48 horas de
los ensayos con H. sp.

_ Suma de Media .
Origen gl - F Sig.
cuadrados cuadrética
Inter-grupos 33,666 3 11,222 9,619 0,00496432
Intra-grupos 9,333 8 1,1666
Total 43 11

Fuente: IBM SPSS
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ANEXO 5

Prueba de homogeneidad de varianzas y andalisis de varianza para los

tratamientos con H. bacteriophora a las 48 horas

Prueba de homogeneidad de varianzas

MORTALIDAD DE LARVAS DE COGOLLERO A LAS 48 HORAS

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.

491 3 8 ,698

Fuente: IBM SPSS

Anova de un factor

MORTALIDAD DE LARVAS A LAS 48 HORAS

Origen Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética

Inter-grupos 151,583 3 50,528 11,440 ,003

Intra-grupos 35,333 8 4,417

Total 186,917 11

Fuente: IBM SPSS
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ANEXO 6

Prueba de homogeneidad de varianzas y andlisis de varianza para H. sp
alas 48 horas

Prueba de homogeneidad de varianzas

MORTALIDAD DE LARVAS DE COGOLLERO A LAS 48 HORAS

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.

3,014 3 8 ,094

Fuente: IBM SPSS

Anova de un factor

MORTALIDAD DE LARVAS A LAS 48 HORAS

Origen Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética

Inter-grupos 67,333 3 22,444 24,485 ,000

Intra-grupos 7,333 8 917

Total 74,667 11

Fuente: IBM SPSS
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ANEXO 7

Prueba Post hoc HSD Tukey para H. bacteriophoray H. sp alos 48 horas

Prueba HSD Tukey para H. bacteriophora a las48 horas

Subconjunto para alfa = 0.05

CcC N

1 2 3
200 3 16,00
300 3 19,33 19,33
500 3 23,00 23,00
750 3 25,33
Sig. ,284 221 ,555

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media armoénica = 3,000.

Fuente: Microsoft Excel, complemento Megastat

Prueba HSD Tukey para H. sp alas48 horas

Subconjunto para alfa = 0.05

CcC N

1 2 3
200 3 14,00
300 3 15,33 15,33
500 3 17,00
750 3 20,33
Sig. ,381 ,222 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica = 3,000.

Fuente: Microsoft Excel, complemento Megastat

77



ANEXO 8

Blogues aleatorizados y Analisis de varianza para ambos tratamientos y

repeticiones del ensayo a las 48 horas

Bloques aleatorizados para ambos tratamientos y repeticiones del ensayo

alas 48 horas

MORTALIDAD DE LARVAS A LAS 48 HORAS

Fuente Media Desviacion estandar
200 Hb 16,000 2,646
300 Hb 19,333 2,082
500 Hb 23,000 2,000
750 Hb 25,333 1,528
200 sp 14,000 1,000
300 sp 15,333 0,577
500 sp 17,000 0,000
750 sp 20,333 1,528
1° repeticion 20,000 4,629
2° repeticion 18,750 3,732
3° repeticidon 17,625 3,777
Total 18,792 4,011
Fuente: Microsoft Excel, complemento Megastat

Andlisis de varianza para ambos tratamientos y repeticiones del ensayo

MORTALIDAD DE LARVAS A LAS 48 HORAS

Fuente Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Tratamientos 22,58 2 11,292 7,87 ,0051
Repeticiones 327,29 7 46,756 32,59 ] 0,0000001
Error 20,08 14 1,435
Total 369,96 23

Fuente: Microsoft Excel, complemento Megastat
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ANEXO 9

Prueba de comparacion simultanea de Tukey para ambos tratamientos a las 48 horas

Concentracién/ 200 sp 300 sp 200 Hb 500 sp 300 Hb 750 sp 500 Hb | 750 Hb
tratamiento Media | 14,000 15,333 | 16,000 | 17,000 | 19,333 | 20,333 | 23,000 | 25,333
200 sp 14,00
300 sp 15,33 | ,1943
200 Hb 16,00 ,0601 ,5065
500 sp 17,00 ,0084 ,1104 3239
300 Hb 19,33  ,0001 ,0011 ,0042 ,0317
750 sp 20,33 0,000 ,0002 ,0006 ,0042 3239
500 Hb 23,00 0,000 0,000 0,000 0,000 ,0022 ,0164
750 Hb 25,33 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 ,0002 ,0317

Fuente: Microsoft Excel, complemento Megastat
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ANEXO 10

Pruebas para determinar la CL50-48 de H. bacteriophora

Determinaciéon de la CL50-48 en el mes de Junio 2017

Andlisis Probit - Método Finney [Distribucién Lognormal]

Logl10[Dosis (Estimulo)] Porcen'ze;{:)a Actual Porcen(taj)t)a Probit N R E(R) Diferencia | Chi cuadrado
2,3010 63,3333% 61,7434% 30 ] 19,0000 | 18,5230 0,4770 0,0123
2,4771 70,0000% 72,2959% 30 ] 21,0000 | 21,6888 -0,6888 0,0219
2,6990 83,3333% 83,1642% 30 ] 25,0000 | 24,9493 0,0507 0,0001
2,8751 90,0000% 89,5002% 30 ] 27,0000 | 26,8501 0,1499 0,0008

Fuente: IBM SPSS
Estadisticos de Regresion

LD50 132,2591 | LD50 Error Estandar 117,1766

LD50 LCL 9,4773 | LD50 UCL 216,7214

Log10[LD50] 2,1214 | Error Estandar 0,3467

Beta 1,6634 | Intercepto 1,4713

Beta Error Estandar 0,6144

Fuente: IBM SPSS
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Percentil de Dosis (Estimulo)

Percentil | Probit (Y) Logl10[Dosis Error Dosis Error LCL UCL
(Estimulo)] Estandar (Estimulo) Estandar

1 2,6732 0,7226 1,4182 5,2795 69,0510| 8,6437E-5 31,3475

5 3,3548 1,1323 1,1014 13,5627 85,1197 0,0026 54,5051
10 3,7183 1,3509 0,9329 22,4319 94,7853 0,0162 73,3272
16 4,0056 1,5236 0,7999 33,3881 102,6679 0,0679 92,8358
20 4,1585 1,6156 0,7293 41,2622 106,7747 0,1458 105,3414
25 4,3258 1,7161 0,6523 52,0130 110,9953 0,3357 121,0595
30 4,4760 1,8064 0,5834 64,0328 114,3254 0,7092 137,3093
40 4,7471 1,9694 0,4599 03,1892 118,2055 2,7241 173,0660
50 5,0000 2,1214 0,3467 132,2591 117,1766 9,4773 216,7214
60 5,2529 2,2735 0,2383 187,7093 108,2329 32,2734 277,2638
70 5,5240 2,4364 0,1404 273,1799 89,8670 110,4474 392,2477
75 5,6742 2,5267 0,1138 336,3097 89,1763 192,7396 538,5940
80 5,8415 2,6273 0,1304 423,9342 129,2218 290,9707 944,1933
84 5,9944 2,7193 0,1771 523,9129 219,6603 367,7398 1.819,3057
90 6,2817 2,8920 0,2931 779,8019 567,1922 502,5918 7.083,4196
95 6,6452 3,1105 0,4544 1.289,7494 1.609,3484 698,9133 42.222,1083
99 7,3268 3,5203 0,7666 3.313,2845 9.394,4175| 1.240,7499| 1.254.834,2839

Fuente: IBM SPSS
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Determinacion de la CL50-48 en el mes de Agosto 2017

Andlisis Probit - Método Finney [Distribucién Lognormal]

Logl10[Dosis Porcentaje Actual Porcentaje Probit : . Chi
(Egstirr[mlo)] (cyﬁ) (cyi) N R E(R) | Diferencia | . adrado
2,3010 50,0000% 52,2406% 30 15,0000 15,6722 -0,6722 0,0288
2,4771 66,6667% 63,6369% 30 20,0000 19,0911 0,9089 0,0433
2,6990 76,6667% 76,3429% 30 23,0000 22,9029 0,0971 0,0004
2,8751 83,3333% 84,3741% 30 25,0000 25,3122 -0,3122 0,0039
Fuente: IBM SPSS
Estadisticos de Regresién
LD50 185,0163 | LD50 Error Estandar 94,5375
LD50 LCL 39,6977 | LD50 UCL 272,0583
Log10[LD50] 2,2672 | Error Estandar 0,2132
Beta 1,6615 | Intercepto 1,2330
Beta Error Estandar 0,5768

Fuente: IBM SPSS
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Percentil de Dosis (Estimulo)

Percentil | Probit Logl0[Dosis Error Dosis Error LCL UCL
(Y) (Estimulo)] Estandar (Estimulo) Estandar

1 2,6732 0,8668 1,0977 7,3588 45,7774 0,0018 36,3593

5 3,3548 1,2770 0,8340 18,9244 63,1754 0,0345 64,2144
10 3,7183 1,4958 0,6938 31,3175 74,2047 0,1661 87,1507
16 4,0056 1,6687 0,5835 46,6344 83,2794 0,5737 111,1602
20 4,1585 1,7608 0,5250 57,6461 87,9365 1,1086 126,6755
25 4,3258 1,8614 0,4613 72,6845 92,5598 2,2754 146,3235
30 4,4760 1,9518 0,4045 89,5022 95,9426 4,3322 166,8312
40 4,7471 2,1150 0,3035 130,3105 98,6642 13,7527 212,8841
50 5,0000 2,2672 0,2132 185,0163 94,5375 39,6977 272,0583
60 5,2529 2,4194 0,1349 262,6883 82,8894 | 108,6013 366,8502
70 5,5240 2,5826 0,1022 382,4603 90,8292 | 253,2994 637,1365
75 5,6742 2,6730 0,1254 470,9538 137,8934| 336,0757 1.042,4190
80 5,8415 2,7737 0,1722 593,8136 241,6493| 418,9867 1.982,3204
84 5,9944 2,8657 0,2231 734,0301 393,9604 | 494,0256 3.702,2295
90 6,2817 3,0386 0,3268 1.093,0317 902,1951| 649,5799 12.402,7397
95 6,6452 3,2574 0,4633 1.808,8347 2.317,0860 | 896,0433 58.680,0256
99 7,3268 3,6676 0,7244 4.651,7003 | 11.891,5130| 1.601,0587 | 1.106.661,8385

Fuente: IBM SPSS
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Determinacion de la CL50-48 en el mes de Septiembre 2017

Andlisis Probit - Método Finney [Distribucién Lognormal]

Logl10[Dosis Porcentaje Actual | Porcentaje Probit . : Chi
(Egstirr[mlo)] (cyﬁ) (%JJ) N R E(R) | Diferencia | . -4rado
2,3010 46,6667% 46,0599% 30 14,0000 13,8180 0,1820 0,0024
2,4771 56,6667% 57,2917% 30 17,0000 17,1875 -0,1875 0,0020
2,6990 70,0000% 70,5403% 30 21,0000 21,1621 -0,1621 0,0012
2,8751 80,0000% 79,4671% 30 24,0000 23,8401 0,1599 0,0011
Fuente: IBM SPSS
Estadisticos de Regresién
LD50 230,4853 | LD50 Error Estandar 91,3209
LD50 LCL 71,6682 | LD50 UCL 326,0945
Logl10[LD50] 2,3626 | Error Estandar 0,1679
Beta 1,6056 | Intercepto 1,2066
Beta Error Estandar 0,5583

Fuente: IBM SPSS
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Percentil de Dosis (Estimulo)

Percentil Probit (Y) Logl0[Dosis Error Dosis Error LCL UCL
(Estimulo)] Estandar | (Estimulo) Estandar

1 2,6732 0,9135 1,0791 8,1935 48,8097 0,0023 39,2253

5 3,3548 1,3380 0,8052 21,7755 67,8132 0,0493 70,6727
10 3,7183 1,5644 0,6596 36,6736 79,7297 0,2517 96,9859
16 4,0056 1,7433 0,5452 55,3726 89,2537 0,9108 124,8623
20 4,1585 1,8386 0,4845 68,9549 93,9135 1,8036 143,0508
25 4,3258 1,9427 0,4186 87,6482 98,1972 3,8000 166,2937
30 4,4760 2,0363 0,3600 108,7134 100,8121 7,4010 190,8397
40 4,7471 2,2051 0,2568 160,3654 100,4433 24,3722 247,4622
50 5,0000 2,3626 0,1679 230,4853 91,3209 71,6682 326,0945
60 5,2529 2,5202 0,1065 331,2652 82,0131 186,1331 486,5342
70 5,5240 2,6890 0,1285 488,6562 146,6466 | 348,2783 1.110,3410
75 5,6742 2,7825 0,1724 606,0988 246,9017 | 427,0972 2.023,7573
80 5,8415 2,8867 0,2304 770,4092 428,2080 | 514,3085 4.116,1288
84 5,9944 2,9820 0,2872 959,3820 681,7497 | 599,5068 8.010,9053
90 6,2817 3,1609 0,3980 | 1.448,5478 1.521,1723 | 784,8773 28.502,7283
95 6,6452 3,3873 0,5414 | 2.439,5967 3.892,1451 | 1.087,5604 | 144.083,8575
99 7,3268 3,8118 0,8137 ] 6.483,6213| 20.611,4882|1.973,7994 | 3.054.612,5963

Fuente: IBM SPSS
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ANEXO 11

Pruebas para determinar la CL50-48 de H. sp

Determinacion de la CL50-48 en el mes de Junio 2017

Andlisis Probit - Método Finney [Distribucién Lognormal]

Logl10[Dosis Porcentaje Actual | Porcentaje Probit : . :
(Estimulo)] (%) (%) N R E(R) Diferencia | Chi cuadrado
2,3010 46,6667% 43,7918% 30 14,0000 | 13,1375 0,8625 0,0566
24771 50,0000% 51,8428% 30 15,0000 | 15,5528 | -0,5528 0,0197
2,6990 56,6667% 61,8398% 30 17,0000 | 18,5520 | -1,5520 0,1298
2,8751 73,3333% 69,2777% 30 22,0000 | 20,7833 1,2167 0,0712
Fuente: IBM SPSS
Estadisticos de Regresién
LD50 273,4833 | LD50 Error Estandar 386,1212
LD50 LCL 4,9454 | LD50 UCL 439,7917
Logl10[LD50] 2,4369 | Error Estandar 0,4972
Beta 1,1497 | Intercepto 2,1982
Beta Error Estandar 0,5382

Fuente: IBM SPSS
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Percentil de Dosis (Estimulo)

Percentil Probit (Y) Logl10[Dosis Error Dosis Error Estandar LCL UCL
(Estimulo)] Estandar (Estimulo)

1 2,6732 0,4132 6,4237 2,5893 3.434.482,3244 0,0000 28,8712

5 3,3548 1,0060 4,6705 10,1389 237.411,4359 0,0000 59,3373
10 3,7183 1,3221 3,7363 20,9959 57.201,8963 0,0000 87,4184
16 4,0056 1,5720 2,9986 37,3269 18.604,6035| 2,0965E-10 119,1560
20 4,1585 1,7051 2,6064 50,7066 10.242,5769 8,5449E-9 140,8324
25 4,3258 1,8505 2,1781 70,8839 5.341,0037 4,9108E-7 169,5899
30 4,4760 1,9812 1,7946 95,7579 2.982,9075 1,8577E-5 201,2921
40 4,7471 2,2169 1,1081 164,7932 1.050,3721 0,0128 281,3705
50 5,0000 2,4369 0,4972 273,4833 386,1212 4,9454 439,7917
60 5,2529 2,6569 0,3391 453,8603 391,4824 248,5404 5.304,2236
70 5,5240 2,8927 0,9566 781,0646 3.490,8006 474,3576 2.666.828,0739
75 5,6742 3,0233 1,3334 1.055,1494 11.343,0047 580,4236 97.858.181,1115
80 5,8415 3,1688 1,7581 1.475,0159 42.241,3962 710,1665 | 5.535.124.853,8916
84 5,9944 3,3018 2,1486 2.003,7324 141.054,8257 846,0342 | 223820817173,06
90 6,2817 3,5517 2,8845 3.562,2793 1.365.340,1691 ] 1.162,2521 2,3589E+14
95 6,6452 3,8679 3,8178 7.376,8488 24.243.811,8681 | 1.720,1664 1,5892E+18
99 7,3268 4,4607 55701 | 28.885,3079]5.367.766.501,1374 ] 3.547,8132 2,4262E+25

Fuente: IBM SPSS
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Determinacion de la CL50-48 en el mes de Agosto 2017

Andlisis Probit - Método Finney [Distribucién Lognormal]

Logl10[Dosis Porcentaje Actual | Porcentaje Probit . : Chi
(Egstirr[mlo)] (0/{>) (%JJ) N R E(R) |Diferencial . -4rado
2,3010 50,0000% 49,4396% 30 15,0000 14,8319 0,1681 0,0019
2,4771 53,3333% 53,3990% 30 16,0000 16,0197 | -0,0197 2,4202E-5
2,6990 56,6667% 58,3349% 30 17,0000 17,5005 | -0,5005 0,0143
2,8751 63,3333% 62,1650% 30 19,0000 18,6495 0,3505 0,0066
Fuente: IBM SPSS
Estadisticos de Regresién
LD50 211,8007 | LD50 Error Estandar 169,2261
LD50 LCL 50,4592 | LD50 UCL 889,0251
Logl10[LD50] 2,3259 | Error Estandar 0,3179
Beta 0,5642 | Intercepto 3,6877
Beta Error Estandar 0,5302

Fuente: IBM SPSS
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Percentil de Dosis (Estimulo)

Percentil Probit (Y) Logl0[Dosis Error Dosis (Estimulo) Error Estandar LCL UCL
(Estimulo)] Estandar

1 2,6732 -1,7982 4,1242 0,0159 105,9325] 1,3133E-10 1.928.906,6766

5 3,3548 -0,5901 2,9909 0,2570 125,8214| 3,5296E-7 187.088,2446
10 3,7183 0,0541 2,3872 1,1328 138,1481 ) 2,3722E-5 54.092,2983
16 4,0056 0,5634 1,9109 3,6591 148,9938 0,0007 20.357,2069
20 4,1585 0,8345 1,6578 6,8312 155,2548 0,0038 12.127,2830
25 4,3258 1,1310 1,3817 13,5197 162,5249 0,0265 6.904,9772
30 4,4760 1,3972 1,1349 24,9554 169,3247 0,1488 4.184,2484
40 4,7471 1,8776 0,6955 75,4429 179,5235 3,2684 1.741,3846
50 5,0000 2,3259 0,3179 211,8007 169,2261 50,4592 889,0251
60 5,2529 2,7742 0,2706 594,6159 394,9846 175,3080 2.016,8394
70 5,5240 3,2547 0,6615 1.797,5854 3.926,0745 90,8322 35.574,5310
75 5,6742 3,5209 0,9027 3.318,0853 13.052,9941 56,4400 195.068,8465
80 5,8415 3,8174 1,1758 6.566,8849 48.997,2890 32,5710 1.324.000,2237
84 5,9944 4,0885 1,4274 12.259,7314 163.765,0892 19,5353 7.693.801,7180
90 6,2817 4,5977 1,9022 39.601,8477 1.580.705,8664 7,4018 | 211.881.767,0472
95 6,6452 5,2420 2,5050 174.568,9196 27.921.363,8583 2,1486 1,4183E+10
99 7,3268 6,4500 3,6376 | 2.818.487,9296]6.118.341.124,0874 0,2090 3,8002E+13

Fuente: IBM SPSS
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Determinacion de la CL50-48 en el mes de Septiembre 2017

Andlisis Probit - Método Finney [Distribucién Lognormal]

Logl0[Dosis Porcentaje Actual | Porcentaje Probit . : Chi
(Egstl'rr[mlo)] (0/{>) (O/(J)) N R E(R) | Diferencia | . \5drado
2,3010 43,3333% 42,8344% 30 13,0000 12,8503 0,1497 0,0017
2,4771 50,0000% 49,8406% 30 15,0000 14,9522 0,0478 0,0002
2,6990 56,6667% 58,6477% 30 17,0000 17,5943 -0,5943 0,0201
2,8751 66,6667% 65,3611% 30 20,0000 19,6083 0,3917 0,0078
Fuente: IBM SPSS
Estadisticos de Regresién
LD50 302,7644 | LD50 Error Estandar 90,3479
LD50 LCL 170,1060 | LD50 UCL 538,8774
Log10[LD50] 2,4811 | Error Estandar 0,1277
Beta 1,0029 [ Intercepto 25118
Beta Error Estandar 0,5341

Fuente: IBM SPSS




Percentil de Dosis (Estimulo)

Percentil Probit (Y) Logl0[Dosis Error Dosis Error Estandar LCL UCL
(Estimulo)] Estandar (Estimulo)

1 2,6732 0,1610 1,2957 1,4487 14,2737 0,0042 501,8215

5 3,3548 0,8406 0,9358 6,9280 29,4753 0,1015 472,8169
10 3,7183 1,2030 0,7446 15,9606 42,8843 0,5542 459,6752
16 4,0056 1,4895 0,5943 30,8697 56,7234 2,1117 451,2687
20 4,1585 1,6421 0,5149 43,8591 65,0661 4,2940 447,9757
25 4,3258 1,8088 0,4288 64,3943 74,4231 9,2986 445,9413
30 4,4760 1,9586 0,3526 90,9085 82,1962 18,5119 446,4344
40 4,7471 2,2289 0,2217 169,3933 90,2574 62,2950 460,6167
50 5,0000 2,4811 0,1277 302,7644 90,3479 170,1060 538,8774
60 5,2529 2,7333 0,1400 541,1445 177,4227 | 287,7405 1.017,7136
70 5,5240 3,0036 0,2513 1.008,3356 616,5214 | 324,4095 3.134,1276
75 5,6742 3,1534 0,3242 1.423,5148 1.164,1897 | 329,5367 6.149,2215
80 5,8415 3,3202 0,4085 2.090,0190 2.268,5199 | 330,8150 13.204,2958
84 5,9944 3,4727 0,4869 2.969,4567 4.071,8995| 329,8553 26.731,9458
90 6,2817 3,7592 0,6362 5.743,2883 11.761,3571] 325,2915 101.402,4758
95 6,6452 4,1216 0,8267 13.231,2752 43.405,4173 | 317,1156 552.059,4327
99 7,3268 4,8012 1,1862 63.273,5883 483.656,9522 | 299,4245] 13.370.804,2473

Fuente: IBM SPSS
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