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RESUMEN

Los nematodos entomopatogenos (NEPS) son organismos que habitan en el suelo
actuando como reguladores en su habitat y que se caracteriza porque tiene una relacion
mutualista con bacterias de la familia enterobacteriaceae. Esta caracteristica permite
utilizarlos para controlar plagas insectiles en cultivos agricola de interés. Uno de los
aspectos a estudiar de los NEPs es su caracterizacion ecoldgica razon por la cual esta
investigacion tuvo como objetivo determinar las caracteristicas ecologicas de acuerdo
con su potencial de reproduccion, capacidad de desplazamiento y concentracién letal
media (CL50) de tres cepas de NEPs (SV19, PM10, PC9). Se trabajo con los infectivos
juveniles de estadio 3 (1Js) de los NEPs los cuales se aplicaron a larvas de Galleria
mellonella de peso 250+20 mg para determinar el potencial reproductivo. Ademas, se
aplicaron en concentracion de 1,5,10,15,20 1Js/ml en suelo franco arenoso contenido en
frascos plasticos para determinar el CL50 en G. mellonella y se ubicé G. mellonella en
tubos de PVC a distancias de 5, 10, 15 cm de la aplicacion de los 1Js para determinar su
capacidad de desplazamiento. Se logré determinar que PC9, PM10 y SV19 produce
234365, 201681.11 y 92506.11 1Js por larva respectivamente. Ademas, PC9, PM10
parasitan larvas de G. mellonella a 5, 10 y 15 cm mientras que SV19 solo a 5y 10 cm
y el CL50 fue 15.291, 16.720 y 19.775 1Js/ml para PC9, PM10 y SV19 respectivamente.
Estos datos permitieron obtener informacion sobre las caracteristicas ecoldgicas de

estas tres cepas de NEPs.

Palabras clave: Neméatodos entomopatdgenos, caracteristicas ecoldgicas, capacidad

de desplazamiento, potencial de reproduccién, concentracion letal media (CL50).



ABSTRACT

Entomopathogenic nematodes (EPNSs) are organisms that inhabit the soil act as regulators
in our habitat that have a mutualistic relationship with bacteria of the Enterobacteriaceae
family, this characteristic allows them to be used to control insect pests in agricultural
crops of interest. One of the aspects to study of the NEPs is their ecological
characterization, which is why this research aimed to determine the ecological
characteristics according to their reproduction potential, displacement capacity and
mean lethal concentration (LC50) of three strains of EPNs (SV19, PM10, PC9). Tests
were carried out with stage 3 juvenile infectives (1Js) of the EPNs, which were applied
to Galleria mellonella larvae weight 250+2 mg to determine their reproductive
potential. In addition, it was applied at a concentration of 1.5,10,15,20 IJs/ml in sandy
loam soil contained in plastic containers to determine the LC50 in G. mellonella and G.
mellonella was placed in PVC tubes at distances of 5, 10, 15 cm from the application of
the IJs to determine their displacement capacity. It was possible to determine that PC9,
PM10 and SV19 produce 234365, 201681.11 and 92506.11 1Js respectively. In addition,
PC9, PM10 parasitized G mellonella larvae at 5, 10, and 15 cm, while SVV19 only 5 and
10 cm. CL50 was 15,291, 16,720, and 19,775 IJs/ml for PC9, PM10, and SV19,
respectively. These data allowed obtaining information on the ecological characteristics

of these three EPNSs strains.

Keywords: Entomopathogenic nematodes, ecological characteristics, displacement
capacity, reproduction potential, median lethal concentration (LC50).



1. INTRODUCCION

En la actualidad uno de los métodos mas comunes utilizados por los
agricultores para el control de plagas, es probablemente el control quimico, sin
embargo, a causa del mal uso de estos productos, surge la preocupacién de la
sociedad ya que este método estd provocando pérdidas irreparables afectando asi
la calidad de vida (Sanchez et al., 2019). El abuso de los plaguicidas perjudica el
ambiente y contribuye con la degradacion de la calidad de las aguas,
contaminacion de suelos, aparicion de insecto-resistencia y problemas de salud
en el hombre (Guillén, 2015).

El uso de los plaguicidas compromete la sostenibilidad de los sistemas
agricolas debido a las aplicaciones directas. Se calcula que el 85% de la
produccion de plaguicidas va hacia la agricultura (Puerto Rodriguez et al., 2014).
El empleo de plaguicidas en diversos cultivos representa un desafio debido a su
amplia diversidad estructural, toxicologica y funcional. Estos productos tienen
impactos ambientales ya sea dependiendo por sus formas de uso, por sus
caracteristicas geograficas y/o por patrones climaticos del sitio de aplicacion

(Vargas-gonzalez et al., 2021).

Para que la agricultura actual sea sostenible, debe enfocarse mas en el uso
de enemigos naturales como: virus, bacterias, hongos y neméatodos. Dentro de ese
contexto los nematodos entomopatdgenos (NEPs) de los géneros Steinernema y
Heterorhabditis representan una alternativa para el control biolégico, dado que
una de las caracteristicas de los NEP es ser parasitos con capacidad de ubicar al
hospedero, ademas su capacidad reproductiva es alta, presenta facilidad para ser
aplicados en campo y no tiene efectos ambientales negativos (Argotti, et al.,
2010b).

Muchas especies de nematodos entomopatdgenos, recuperados de
muestras de suelo o de insectos cebos, son identificadas y descritas
taxondmicamente, pero se aporta poco sobre sus caracteristicas ecoldgicas (Desch
y Pablo, 2016; Koppenhofer y Kaya, 1999) y la caracterizacion ecoldgica de

especies de NEPs forma parte, junto al aislamiento e identificacion, de las bases



para el desarrollo de bioinsecticidas adaptados a las condiciones locales (Campos-
Herrera et al., 2005). La caracterizacion ecoldgica es importante porque permite
seleccionar las cepas promisorias para el control de una plaga reduciendo el

numero de cepas a probar en el campo (Morton, 2009).

Los requisitos ecoldgicos son especificos dependiendo de la cepa de
nematodo entomopatdgeno por lo que se requiere una investigacion exhaustiva de
tal manera que al momento de la produccion masiva se obtenga una densidad
poblacional de infectivos juveniles de NEPs alta sin que se altere su virulencia
(Eliceche, 2019); por lo tanto, el estudio base de la caracterizacion ecoldgica
proporcionard la informacion necesaria para que la produccion de infectivos
juveniles de NEPs sea alta, con mayor capacidad de desplazamiento y mayor
letalidad. En este contexto se planteo la siguiente investigacion cuyo problema fue:
¢Cuéles son las caracteristicas ecoldgicas de las tres cepas (PM10, PC9, SV19) de
neméatodos entomopatdgenos nativos en el departamento de Lambayeque, 2021? y la
hip6tesis planteada fue: La caracterizacién ecoldgica (potencial reproductivo,
concentracion letal media y capacidad de desplazamiento) es mayor en una de las cepas de

nematodos entomopatdgenos nativos en estudio.

El objetivo general de la investigacion fue determinar las caracteristicas
ecologicas de acuerdo con su capacidad de desplazamiento, potencial de
reproduccion y concentracion letal media de 03 cepas (PM10, PC9, SV19) de
nematodos entomopatdgenos nativos del departamento de Lambayeque. Los
objetivos especificos fueron: Calcular el potencial de reproduccion de 03 cepas
(PM10, PC9, SV19) de neméatodos entomopatdgenos nativos en Galleria
mellonella., definir la capacidad de desplazamiento de 03 cepas (PM10, PC9,
SV19) de nematodos entomopatogenos nativos y determinar el CL50 de 03 cepas
(PM10, PC9, SV19) de nematodos entomopatdégenos nativos en Galleria

mellonella.



1. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion.

Koppenhofer y Kaya (1999) en su estudio sobre caracterizacion ecolégica
de Steinernema rarum encontraron que Steinernema rarum cepa Sargento
Cabral,en columnas verticales de suelo, penetran larvas de G. mellonella a 0,2,5
y 10 cm por lo que los autores sugieren que presenta una estrategia intermedia
entre buscador (ambusher) y navegante (cruisher). Ademas encontraron una
mejor parasitacion en hospederos de lepiddpteros (100%) que en dipteros (25%)
0 blatodeos (20%), una temperatura adecuada de 15°C para ser almacenados de
2 a 14 dias y 25°C para un oOptimo desarrollo tanto en infectividad como

reproduccion.

Oduzoulu y Ozer (2003) en su estudio sobre la evaluacion del potencial
reproductivo y competicion de dos NEPs: Steinernema feltiae y Heterorhabditis
bacteriophora en G. mellonella encontraron un promedio de 13,829 1Js con un
rango de 4365 a 27510 IJs para Steinernema feltiae y promedio de 141,562 1Js
con un rango de 50,905 - 271,593 para H. bacteriophora. En el mismo estudio
encontraron que H. bacteriophora causa mayor mortalidad que S. feltiae cuando

las dos especies son inoculadas al mismo tiempo en el mismo hospedero.

Campos-Herrera et al. (2005-2006) aislaron, identificaron y caracterizaron
ecologicamente nematodos entomopatogenos de la Rioja Argentina. Encontraron
que para caracteristicas ecoldgicas las especies Steinernema feltiae, S.
carpocapsae y S. kraussei (encontraron estas tres especies pertenencientes al
género Steinernema mas no especies del género Heterorhabditis) presentan los
siguientes rangos: % humedad de 7.1 a 38.9%, pH de 4.9 a 8.3, % arena de 37-70,
% limo 18-45 y % arcilla de 3-18 para S.feltiae; % humedad de 29.6 a 38.9, pH
de4.9a7.9, % arena de 40-55, % limo 36-43 y % arcilla de 9-17 para S. Kraussei
y % humedad de 11.9 a 14.9%, pH de 7.6 a 7.9, % arena de 26-27, % limo 41-44

y % arcilla de 30-32 para S. carpocapsae.



Jiménez y Del Pozo (2010) evaluaron la patogenicidad y la virulencia de
H. bacteriophora cepa HC1 contra Cylas formicarius var elegantulus y
encontraron que con concentraciones de 0; 1000; 2000; 3000; 4000; 5000 1Js/ml
obtienen DL50* de 115,398 1Js/ml y un potencial reproductivo de pico maximo

de 2675 1Js/insecto con valor promedio de 1832 IJs.

Argotti et al. (2010b) realizaron estudios de caracterizacion ecoldgica del
género Heterorhabditis sp., cepas HO1T y CCO1 en la cual evaluaron el potencial
reproductivo, capacidad de desplazamiento, humedad relativa y rango de
hospederos en el cuarto instar de Tecia solanivora, ademas de la dosis letal media
(DL50) en las plagas Symmestrichema tangolias y Premnotrypes vorax.
Encontraron que con peso de 45 y 53 mg de una larva de T. solanivora inoculados
con 20 lJs de las cepas HO1T y CCO1 se produce 57 667 y 53 200 IJs/larva,
respectivamente. Para el desplazamiento de los IJs de CCO1 y HO1T en sustrato
suelo y arena al 10 y 11 % de humedad relativa obtuvieron més eficienciaa 5 cm
de profundidad. ElI promedio de inoculacion 6ptimo para la infeccion de T.
solanivora con CCO1 y HOLT es de 22,33 + 0,65 y 24,80 = 0,63 lJs/larva
respectivamente. Ademas, con CC01 y HOL1T obtuvieron mortalidades superiores
al 67y 8 % vy 41 y 39 %, para las plagas Symmestrichema tangolias y
Premnotrypes vorax respectivamente a la misma dosis letal media (DL50)

utilizada para T. solanivora.

Argotti et al. (2010a) estudiaron la patogenicidad de los NEPs del género
Steinernema y Heterorhabditis en Tecia solanivora utilizando el método uno en
uno (un 1J por una larva de T. solanivora) y cinco en uno (cinco 1Js por una larva
de T. solanivora). Encontraron mortalidad de 77,77 £ 4,00 y 62,20 = 1,10 % para
cinco en uno y 32,77 * 3,65 % para uno en uno después de 72 horas de aplicado
los IJs. Ademas, obtuvieron DL50 de 2.4 y 1.8 IJs/larva para las cepas HO1T y
CCO01, respectivamente con concentraciones en progresion creciente de 0, 1, 2, 4,
8y 16 IJs.

* CL50, LD50, TL50 (concentracion, dosis, o tiempo de exposicion para matar el 50% de insectos
(L. Séanchez, 2002)



Del Valle et al. (2014) realizaron, también en Argentina, estudios sobre
aspectos ecoldgicos de un aislado de Steinernema diaprepesi. Estudiaron el ciclo
de vida, patogenicidad en varios artropodos plaga, capacidad reproductiva,
tolerancia a la desecacion, efecto de la temperatura en la sobrevivencia e
infectvidad y la influencia de la textura del suelo y el potencial hidrico en el
aislado. Obtuvieron como resultados que el ciclo de vida es completado a los ocho
dias después de la infeccion a 25°C, parasita hasta 100% larvas de G. mellonella
con concentracion de 500 1Js/larva, un mantenimiento de su actividad infectiva se
da a temperatura de 20-40°C y 80% HR dado que a esas condiciones produce
100% de mortalidad en larvas de G. mellonella durante 6 dias y en suelo arenoso
obtuvieron entre el 95 y 100% larvas de G. mellonella sin importar el potencial
hidrico, en suelo tipo franco 0% de mortalidad a presion de -3000 kPa, 100% de
mortalidad a -10 a -100kPa, en suelo tipo limoso 0% de mortalidad a -3000 kPa a
-1000 kPa y 15-75% mortalidad a -10 a -100kPa, por lo cual los autores

concluyeron que la estrategia de busqueda de este aislado es de tipo navegante.

Amador et al. (2015) evalué la efectividad Heterorhabditis atacamensis
cepa CIA-NEOQ7 sobre Cosmopolites sordidus, uno de los barrenadores del banano
y encontraron que la inoculacién de infectivos juveniles del nematodo ocasiona al
tercer dia de aplicados los 1Js 100% de mortalidad en las larvas del barrenador con
diferencias significativas entre concentraciones de 100, 500, 1000 1J/larvas y el
grupo control. Ademas, el DL50* fue de 52 1J/larva el cual aumento a 375 IJ/larva

cuando las larvas de la plaga se colocan en los cormos del banano.

Pacheco (2015), en Lambayeque, evalu6 la patogenicidad de 03 cepas de
NEPs (M2, MH y Heterorhabditis sp.) sobre larvas de G. mellonella; las cepas
M2 y MH presentaron muy baja patogenicidad con un porcentaje de 6.7% cada
cepa a comparacion de Heterorhabditis sp (nativo) que presenté una
patogenicidad de 80%. Realizd ensayos con Heterorhabditis sp., en larvas del
ultimo estadio y pupas de la plaga Prodiplosis longifila Gagné y encontré que en
larvas la concentracion letal media (CL50) fue 108,466 nematodos a 24 horas y
33,767 nematodos a 48 horas. En las pupas la concentracion letal medio (CL50)
fue 153,064 nematodos a 24 horas y 46,87 nematodos a 48 horas. De acuerdo con
estos resultados Heterorhabditis sp (nativo) tiene potencial para el control de



pupas de Prodiplosis longifila Gagné.

Desch y Pablo (2016) realizaron estudios de caracterizacion ecoldgica
de NEPs, también en Argentina, donde evaluaron la patogenicidad en varias
plagas agricola, influencia de la temperatura sobre infectividad y de la textura
y humedad del suelo sobre Steinernema sp., cepas CAT3 y Flor. Encontraron
mortalidad de hasta 100%, para las dos cepas, en plagas de lepidopteros como
Sopodoptera cosmioides y Anticarsia gemmatalis. La penetracion de 1Js en G.
mellonella realizado en placas Petri a temperatura de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40
°C fue mayor a 250 IJs para Steinernema sp., cepa Flor a 35°C siendo este
resultado significativamente diferente y la mortalidad de larvas de G. mellonella
en suelos de textura arenosa y limosa con diferentes contenidos hidricos en columna
vertical de suelo de 20 cm con 1000 1Js por cepa en cada unidad experimental
fue de 100% en textura arenosa con -10,-100,-1000 y -3000 Kpa de potencial

hidrico.

Cagnolo y Gonzalez (2017) realizaron en Argentina, estudio de
comportamiento y localizacion de hospederos con Steinernema rarum
encontrando que la mortalidad fue de 85% y 62% en los hospederos G.
mellonella y T. molitor respectivamente. Las mortalidades se registraron al
segundo y cuarto dia de la aplicacion de los 1Js para G. mellonella y sequndo y
noveno dias para T. molitor. Ademas encontraron que el nimero de 1Js que
parasité fue mayor a medida que se incrementa los hospederos, pero disminuye
la concentracion en cada uno de ellos por lo que determinaron que la estrategia
de busqueda que utiliza la especies es intermedia entre los tipos buscador y

navegante.

Séanchez et al. (2019) Establecieron el CL50 de Heterorhabditis
bacteriophora y Heterorhabditis sp-nativo en invernadero en maiz para larvas
del tercer estadio de Spodoptera frugiperda. El resultado que encontraron fue
que, con concentraciones de 200, 300, 500 y 750 ljs/larva/planta, obtienen
CL50 de 182,58 ljs/larva para Heterorhabditis bacteriophora y 262,68ljs/larva
para Heterorhabditis sp-nativo siendo estos resultados significativamente
diferentes.



Garcia-Perera et al. (2019) Establecié el DL50 y el DL90 in vitro de
Heterorhabditis amazonenesis Andal6 et al. (Cepa HC1) para Cosmopolites
sordidus Germar. Utilizaron las concentraciones de 125, 250, 500, 2500, 5000
JI.ml-1 encontrando 1 872 y 6 061 JI/ml para el DL50 y el DL90
respectivamente. Ademas, encontraron que con la concentracion de 5000 Jis/ml
controlan el 50 y 90 % de una poblacion de C. sordidus, en tiempos estimados

17 y 28 dias, respectivamente.

Cedano (2019) realizé varios estudios sobre concentracion letal media
(CL50) en diferentes hospederos a G. mellonella, asi tenemos que en estudio
de laboratorio con tres cepas de NEPs de la especie Heterorhabditis indica
(cepas NE1, NE2, NE3) encontraron mortalidad en G. mellonella de 94.44,
98.88 y 96.66%, respectivamente con produccion de 401 766, 378 133 y 368
666 juveniles infectivos por larva y para las ninfas de la plaga Proarna bergie
“chicharra”.  Ademas, encontraron que, con concentraciones de
50,100,150,250,500,750,100,1250 y 1500 lJs/larva, se obtiene una dosis letal
media (DL50%) de 119.9 JI, una dosis letal 90 (DL90) de 180.21 JI y un tiempo
letal medio (TL50) de 65.32 horas para la cepa NE2. Ademas, realizaron un
andlisis de correlacion de Spearman entre el peso de G. mellonella 'y produccion
de infectivos juveniles en donde obtuvieron significancia (r =0.30 y p = 0.004)

para la relacion de estas dos variables.

Eliceche (2019) estudio las caracteristicas bioecologicas para un aislado
de Heterorhabditis bacteriophora en la Plata-Argentina en donde encontr6 que
el aislado presenta infectividad de 77.10%, 56.67% y 25.00% para la plaga
Lobiopa insularis en su estado de larva, pupa y adulto respectivamente.
Ademas establecio que el rango de temperatura de 4-16 °C y bajas
concentraciones de IJs son adecuado para el almacenamiento y supervivencia
de NEPs y con la utilizacion de trampas cebo en campo logré demostrar la

persistencia de este aislado por periodo de ocho meses.

Nouh (2022) evaluo el efecto de la temperatura (20, 25 y 30 °C+2) y
humedad del suelo (10, 15 y 25%) y diferentes concentraciones (30, 60, 120,
240, and 480 1Js/cm2 de suelo) en la eficacia de cepas nativas de Egipto e



importadas de NEPs (TANS y Hbgs respectivamente) contra larvas del 4to, 6 to
estadio y pupas de tres dias de longevidad del gusano cortador Agrotis ipsilon.
Obtuvo como resultado para temperatura que Heterorhabditis cepa TANS tuvo
mortalidad de 44, 36.4 y 26.4% (para 4to, 6to y pupas a 20 °C); 62, 60 y 54%
(para 4to, 6to y pupas a 25 °C); 58.4, 54.8 y 46% (para 4to, 6to y pupas a 30
°C). Hbgg tuvo mortalidad de 48.4, 38.8 y 34.4% (para 4to, 6to y pupas a 20
°C); 58.8, 55.6 y 51.2% (para 4to, 6to y pupas a 25 °C); 56, 51.6 y 44.4% (para
4to, 6to y pupas a 30 °C). Para humedad Heterorhabditis cepa TAN5 tuvo
mortalidad de 36, 26 y 14% (para 4to, 6to y pupas a 10%); 51.2, 48.8 y 42%
(para 4to, 6to y pupas a 15%); 60, 55.6 y 50 (para 4to, 6t0 y pupas a 25%). Hbsgs
tuvo mortalidad de 32.4, 22, 11.2 (para 4to, 6to y pupas a 10%); 50.8, 45.6 y
39.6 (para 4to, 6to y pupas a 15%); 58.4, 53.6 y 45.6 (para 4to, 6to y pupas a
25%)

Guide et al. (2022) realizaron un estudio de caracterizacion biologica
de un aislado de Heterorhabditis amazonensis cepa UEL 08 en Parana, Brasil.
Abarcaron estudios moleculares, produccion de 1Js/g, morfologia de UEL 08 y
patogenicidad de la cepa en larvas de G. mellonella. Alphitobius diaperinus y
Dichelops melacanthus. Obtuvieron como resultados mortalidad de 100%,
85% y 46% para larvas de G. mellonella. Alphitobius diaperinus y Dichelops
melacanthus respectivamente. Y para la produccion de 1Js un promedio diario

durante ocho dias de 3.4x10° 1Js/g de larva de G. mellonella.

2.2. Bases teoricas

2.2.1. Nematodos entomopatogenos (NEPs)

Los NEPs son un tipo de nematodos que emplean insectos como hospederos

principales que se encuentran en las clases Adenophorea y Secermentea y en las

familias Mermithidae, Steinernematidae y Heterorhabditidae cobrando un interés

importante como insecticidas biologicos (Vergara, 2004). Siendo las especies de las

familias Steinernematidae y Heterorhabditidae las que son ampliamente utilizadas

como agentes de control biolégico y como una alternativa de reemplazo de los

insecticidas (Labaude y Griffin, 2018; Neira-Monsalve et al., 2021).



Dentro de los agentes de control bioldgico que son utilizados a nivel mundial para
plagas agricolas se encuentran los géneros Heterorhabditis y Steinernema
perteneciente a las familias Heterorhabditidae y Steinernematidae respectivamente y
que tienen una particularidad dado que se relacionan mutualistamente con bacterias
simbiontes (Photorhabdus con Heterorhabditis y Xenorhabdus con Steinernema)

(Campos-Herrera, 2015; Garcia-Perera et al., 2019).

Los NEPs presentan seis estados bioldgicos: Huevos, cuatro estadios juveniles y
adultos: masculino, femenino o hermafrodita (Neira-Monsalve et al., 2021), siendo el
tercer estadio infectivo juvenil (1J3 o 1J) el de vida libre que habita en el suelo capaz
de sobrevivir por varias semanas encapsulado en una doble cuticula a la espera de

infectar un nuevo hospedero (Devi, 2018).

Los IJs actian como vectores de las bacterias simbidticas al permitirles alcanzar
y entrar al hospedero donde producen metabolitos (toxinas) que matan al hospedero
dentro de 24 o 48 horas degradandolo y transformandolo en un ambiente adecuado
para que se desarrolle los NEPs y culminen su ciclo de vida con los estados bioldgicos
faltantes (Neira-Monsalve et al., 2021). El 1J puede sobrevivir por varios meses en el
suelo sin alimento (Campos-Herrera, 2015) siendo el Unico estado utilizado como
agente de control biol6gico dado su capacidad para localizar, identificar e infectar
hospederos (Devi, 2018; Neira-Monsalve et al., 2021). Una vez en el hospedero el 1J
es capaz de penetrar la paredes del intestino medio o traquea dentro del hemocele que

contiene la hemolinfa del insecto (Devi, 2018).

Dentro de un hospedero, los NEPs pueden desarrollar hasta tres generaciones
dependiendo de la disponibilidad de nutrientes (Burgos, 2017). Una vez que se acaban

las reservas los 1Js salen del cadaver en busca de nuevos hospederos (figura 1).

Cabe destacar que las especies de NEPs de la familia steinermatidae son
anfimicticos (los adultos se diferencian en machos y hembras) y los de la familia
heterorhabditidae la primera generacién son hermafroditas que se autofecundan y a

partir de la segunda generacion se diferencian en machos y hembras (Cedano, 2019)



Figura 1

Ciclo biologico del género Heterorhabditis y Steinernema (Uturbia et al., 2015 citado

por Burgos, 2017)
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2.2.2 Cepas de NEPs.

Steirnema diaprepesi cepa SV19: Esta especie fue encontrada de larvas de
Diaprepesi abbreviatus (Coleoptera: Curculionidae) en Florida, Estados Unidos,
Venezuela, Islas Caribefias de Martinica y Guadalupe y en Argentina fue aislado
de cultivos de zanahoria (Del Valle et al., 2014). En Peru Steirnema diaprepesi
cepa SV19 se aislado de cultivo de Medicago sativa “alfalfa” en el distrito de
Reque del departamento de Lambayeque. E. Pérez (comunicacion personal, 01de
febrero del 2020).

Heterorabditis bacteriophora cepa PM10: Es la especie tipo del género
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Heterorabditis identificado por Poinar, 1976 (L. Sanchez, 2002). Esta asociado
simbiodticamente con la bacteria Photorhabdus luminescens y es usado
globalmente para el control de insectos (Ciche, 2007). En Per(, Heterorabditis
bacteriophora PM10 fue aislada de la planta de Pouteria sapota “mamey”
colindante al cultivo de Beta vulgaris “beterraga”. E. Pérez (comunicacion
personal, 01 de febrero del 2020).

Heterorabditis sp. cepa PC9: En Peru Heterorabditis sp. PC9 fue aislada
del cultivo de Coriandrum sativum “culantro”. E. Pérez (comunicacion personal,
01de febrero del 2020).

2.2.3. G. mellonella

Es una polilla del orden de los lepiddpteros que esta dentro de la familia
Pyralidae y la superfamilia Pyraloidea (Elias Santos et al., 2008; Rodriguez, 2015).
Este insecto es conocido como “gusano o polilla de la cera” que se caracteriza por
presentar habitos nocturnos que invade las colmenas de las abejas atacandola, siendo
el adulto hembra el que lo penetra colocando huevos directamente en los panales (Elias
Santos et al., 2008).

Las larvas de la G. mellonella se nutren de tejido animal, restos o productos
almacenados de ahi su nombre de “polilla de la cera”. En los panales construyen sus
galerias (de ahi el nombre Galleria) pudiendo causar su destruccion total y se alimenta
del polen, miel y cera almacenados en las mismas, razon por la cual se le conoce como

una de las plagas mas importante de las colmenas de las abejas (Lloret, 2005).

La polilla de la cera tiene una distribucion en Europa y América, aunque puede
expandirse ampliamente en el mundo excepto en climas muy frios y en grandes
altitudes (Rodriguez, 2015).

G. mellonella es muy utilizado en el estudio de patologia y fisiologia de
insectos (Lloret, 2005). La produccién de huevos y larvas es utilizado para la
produccién in vivo de NEPs de especies de la familia steinernematidae vy
heterorhabditidae; asi como para ensayos sobre caracterizacion de NEPs y sus
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bacterias simbiontes, evaluacion de virulencia de bacterias entomopatogenas y
patogenicidad de hongos entomopatdgenos (Elias Santos et al., 2008).

En cuanto en la morfologia de los estados de Galleria mellonella tenemos que
los huevos son esféricos cuyo color va de rosa a blanco con didametro de 0.5 mm. Las
larvas son translicidas que miden de 1.2 mm cuando recién emergen, pasan por sietes
estadios larvales (el dltimo estadio puede medir 25mm de longitud con capsula cefalica
de 2mm) antes de pasar a pupa. El adulto presenta cierto dimorfismo sexual en el cual
el macho por lo general es méas pequefio que la hembra con alas de color marron
grisaceo y la hembra las tiene de color gris oscuro. Ademas el macho presenta aparato

bucal terminado en punta y la hembra redondeado (Lloret, 2005) .

El ciclo bioldgico puede durar seis o siete semanas con una temperatura entre
30 y 35 °C y humedad entre 75 y 85% con circulacion de aire y suficiente alimento
(Lloret, 2005).

Las hembras fecundadas colocan los huevos en las fisuras de las colmenas con
ayuda de su oviducto en un rango de 400 a 1800 huevos en grupos de 5 a 30 (Elias
Santos et al., 2008). La eclosion de las larvas puede variar desde tres, cinco hasta ocho
dias dependiendo de la variacion de los factores ambientales, incluso puede durar hasta
30 dias y el periodo larval puede alargarse hasta cinco meses si la temperatura es de
18 °C (Darwin Bioprospecting Excellence, 2020).

Una vez que emergen las larvas estas son muy activas con aparato masticador
potente con el cual hacen galerias que envuelven con redes de seda que ellas mismas
fabrican. Con temperatura y humedad alta regularmente estables el ciclo larval puede
durar un promedio de 19 dias pasando a la fase de pupa (Lloret, 2005), el cual puede
convertirse en adulto entre una a ocho semanas dependiendo de los factores
ambientales(figura 2). Los adultos presentan una expansion alar de 14 a 38 mm y

pueden sobrevivir de una a tres semanas (Elias Santos et al., 2008).
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Figura 2

Ciclo biologico de G. mellonella (DARWIN BIOPROSPECTING EXCELLENCE,
2020)

2.2.3. Caracterizacion ecoldgica

Es el proceso de determinar las caracteristicas que estan influenciadas por las
condiciones ambientales que dependen de la especie e incluso de la poblacidn tales
como: potencial reproductivo, capacidad de desplazamiento, supervivenciay rango de
hospederos (Argotti et al., 2010b).

La capacidad de desplazamiento esta relacionada con la clasificacion de
nematodos entomopatdgenos en buscadores, navegadores (cazadores) y buscadores-
navegadores. Los navegadores son los nematodos entomopatdgenos que tienen
movimiento activo en el suelo en busca de su hospedero, los buscadores son los
nematodos entomopatdgenos que permanecen en la superficie del suelo y levantan su
cuerpo en el aire o exhiben comportamiento de saltar para atacar a los insectos que
pasan, y buscadores-navegadores presentan caracteristicas de las dos distinciones
(Labaude y Griffin, 2018).
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La concentracion letal media (CL50) es una medida que permite, dentro de
diferentes parametros como el tiempo letal medio, evaluar la patogenicidad de los

microorganismos (Rivera y Pinto, 2001).

El potencial reproductivo esta determinado por las caracteristicas de la cepa y
por la calidad de hospedante que se utilice (Jiménez y Del Pozo, 2010). En NEPs, este
valor, es alto lo que les permite que puedan criarse “in vivo” e “in vitro” (Cedano,
2019).
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Il. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Material bioldgico

Cepas de nematodos entomopatogenos (lJs), Heterorhabditis sp. cepa PCO9,
Heterorhabditis bacteriophora cepa PM10 y Steinernema diaprepesi cepa SV19
provenientes del laboratorio de control biologico de la estacion Vista Florida, INIA,

Lambayeque.

Larvas del séptimo estadio de G. mellonella “Polilla de la cera” proporcionadas
por el laboratorio de control biologico de la Estacion Experimental Vista Florida, INIA,

Lambayeque.

3.1.2. Poblacion y muestra

Poblacion: Estuvo constituida por, Heterorhabditis sp. cepa PC9,

Heterorhabditis bacteriophora cepa PM10 y Steinernema diaprepesi cepa SV19.

Muestra: Constituida por los IJs de Heterorhabditis sp. cepa PC9, Heterorhabditis
bacteriophora cepa PM10 y Steinernema diaprepesi cepa SV19 producido en el laboratorio

de control biolégico de la Estacion Experimental Vista Florida, INIA, Lambayeque.

Criterios de seleccion de la muestra: Para la seleccion de infectivos juveniles de
nematodos entomopatdgenos de las cepas SV19, PM10 y PC9 se tuvo en cuenta las
siguientes condiciones: Los infectivos juveniles fueron de estadio 133 (1J) que tuvieron
un dia de haber sido cosechado en agua destilada y para la seleccion de larvas de G.
mellonella que sean larvas del Gltimo estadio (larva de estadio siete) y con peso de
25020 mg.

Para los tres ensayos realizados se utilizé un total de 1647 larvas de G.

mellonella del ultimo estadio y 43470 1Js.
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3.2. Métodos

3.2.1. Variables

Variable independiente: Cepa de neméatodos entomopatdgenos

Variable dependiente: Caracterizacion ecologica

3.2.2. Tipo de estudio y disefio de contrastacion de hipotesis

La investigacion fue de tipo aplicada y experimental y se establecid un
disefio de estimulo creciente con arreglo factorial 3x5 (tres cepas de NEPS x
cinco concentraciones de 1Js/ml) para establecer el CL50 de los neméatodos
entomopatogenos utilizado en el experimento. Ademas, se estableci6 un disefio
estadistico de tipo experimental completamente al azar (DECA) con arreglo
factorial 3x3 (tres cepas de NEPs x tres distancias en cm) para la evaluacién de
la capacidad de desplazamiento y un disefio estadistico de tipo experimental
completamente al azar (DECA) para el potencial de reproduccion

3.2.3. Lugar de muestreo y obtencion de las muestras

El presente estudio se realizd en el Laboratorio de Controladores
Bioldgicos de la Estacion Experimental “Vista Florida”, del Instituto Nacional
de Innovacion Agraria (INIA), carretera Ferrefiafe km 8 - Chiclayo, con
coordenadas geograficas: latitud sur: 06°43'34", longitud oeste: 79°46'49 y
altitud: 30 m. s. n. m (Google earth, 2022).
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Figura 3

Estacion Experimental Agraria Vista Florida INIA-Lambayeque

3.2.4. Crianza de G. mellonella

Se mantuvo en el laboratorio una cria de este insecto a 28+2°C y una humedad
relativa de 75+5%. Para la crianza se utiliz6 una dieta artificial, cuyos ingredientes son:
polen, miel de abejas y croquetas para perro.

Para la dieta de mil larvas del primer estadio se molié 15gr de polen; y para
obtener un kilogramo de la dieta para las larvas del segundo al séptimo estadio, se
mezclaron 1 kg de croquetas para perro mas %2 kg de miel de abeja. El procedimiento

de la crianza fue el siguiente (figura 4):

Desarrollo de huevos de G. mellonella: una vez ovipositado las polillas de G.
mellonella se procedié a contabilizar un aproximado de mil huevos de esta polilla para
luego ser acondicionados en taper plasticos de ¥ L, durante un periodo de 3 a 5 dias
para su posterior emergencia de larvas.

Desarrollo de larvas de primer estadio de G. mellonella: una vez pasado los
5 dias y proximos a emerger las larvas, se molié 15gr de polen y se agreg6 a los taper

plasticos de %2 L para que una vez emergidas las larvas pudieran alimentarse y seguir su
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ciclo bioldgico.

Desarrollo de larvas del segundo al séptimo estadio de G. mellonella:
estando ya las larvas de 1cm aproximadamente se cambiaron a taper plasticos de 3L
conteniendo una mezcla de 1kg de croquetas para perro molido y %2 kg de miel de abeja
para que las larvas de G. mellonella se alimenten, continuando su ciclo del segundo al
séptimo estadio larval; una vez estando en el séptimo estadio larval teniendo un peso
aproximado de entre 2.5 — 3g., se procedid a separar algunas larvas para posterior

parasitismo con NEPs

Desarrollo pre-pupas y pupas de G. mellonella: las otras larvas se separaron
para continuar su ciclo biolégico, y pudieran convertirse en adultas y ovipositar. El

proceso tuvo una duracion de 10 dias aproximadamente en estadio pupal.
Desarrollo de adultos de G. mellonella: una vez adultas, las hembras

emergidas de las pupas se confinaron con los machos para que se apareen y empiecen a

ovipositar continuando con el ciclo biologico.
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Figura 4

Crianza de G. mellonella

A. Posturas de G. mellonella recién cosechadas B. larvas del primer estadio de

G. mellonella alimentadas con polen C. Alimento a base de croquetas para perro
molida y miel de abeja D. larvas de G. mellonella en alimento a base de croquetas
para perro molido con miel de abeja E. Adultos (circulo rojo) en taper plastico de crianza

F. Adulto de G. mellonella.
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3.2.5 Crianza de nematodos entomopatégenos (J3 o 1J)

Para la crianza de NEPs se uso larvas del séptimo estadio larval de G. melonella las
cuales fueron parasitados con larvas infectivas de NEPs (1J3 o 1J).

En un taper plastico se procedié a poner una hoja de papel toalla y luego larvas de G.
mellonella para ser bafiadas con 1Js de NEPs (100 1Js por larva). Posteriormente las
larvas inoculadas fueron envueltas con papel toalla embebidos de 1Js. Después de cinco
dias aproximadamente con una temperatura de 29+5 °C y una humedad de 65+5% se
procedié a poner en camara himeda las larvas parasitadas para la posterior caida y
cosecha de 1Js. Luego de cinco dias aproximadamente (dependiendo de la cepa) se
cosecharon los 1Js que emergian de los cadaveres de larvas de G. mellonella. Para el
género Steirnema la duracion total para su cosecha fue de 04 dias y para el género
Heterorhabditis fue de 10 dias aproximadamente, segun la temperatura y humedad del

ambiente (figura 5).
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Figura 5
Crianza de NEPs

A\ Parasitacion de larvas del tltimo estadio de G. mellonella con 1Js

B. Larvas parasitadas de G. mellonella C. larvas parasitadas en cdmara himeda
D. Cosecha de 1Js.

3.2.6 Potencial de reproduccion de 03 cepas (PM10, PC9, SV19) de nematodos
entomopatogenos en G. mellonella

Para determinar el potencial de reproduccién de las cepas de neméatodos

entomopatogenos estudiadas se sigui6 el procedimiento de Argotti et al. (2010b).

Se seleccionaron 03 cepas (Steirnema diaprepesi SV19, Heterorabditis
bacteriophora PM10, y Heterorabditis sp. PC9) de nematodos entomopatdgenos
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nativos y 30 larvasde G. mellonella con un peso promedio de 250 con variacién de £20
mg. Las larvas de G. mellonella se colocaron individualmente en tapers plasticos de
cuatro onzas de capacidad y se parasitaron con 100 1Js de cada una de las cepas en
estudio, los cuales se encontraban en vasos de precipitacion previamente desinfectado.
Después de 5 dias se procedio a sacar cada una de las larvas parasitadas de Galleria
mellonella y se colocaron en cdmara himeda para que empiecen a caer los 1Js. Una
vez que empezaron a caer los 1Js se realizo tres conteos en total (un conteo de manera
interdiaria), bajo el estereoscopio con cada una de las larvas.

El ensayo se realizo tres veces por especie para poder verificar cual de las tres
cepas tiene mejor potencial de reproduccion (figura 6).

Figura 6

Procedimiento de ensayo de potencial reproductivo
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A. Pesado de larvas de G. mellonella B. Parasitacion con 1Js de larvas de
G. mellonella de manera individual C. Colocacion de larvas parasitadas con
1Js de G. mellonella en camara himeda D. Conteo de 1Js
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3.2.7 Capacidad de desplazamiento de 03 cepas (PM10, PC9, SV19) de neméatodos

entomopatogenos nativos.

Para evaluar la capacidad de desplazamiento de las cepas de nemaétodos
entomopatogenos se siguio el procedimiento de Argotti et al. (2010b). Se cortaron
27 tubos de policloruro de vinilo (PVC) de 15cm por 5cm de ancho cada uno. A
nueve tubos de PVC se agregaron 15cm de tierra estéril (la tierra se esterilizd
aplicando formol al 5%). Antes de completar los 15cm de tierra estéril se colocé a
los cinco cm de distancia una larva de G. mellonella 'y se completo el llenado de tierra
hasta 15cm luego se aplicd, a la altura de 15cm, 100 1Js. A los otros nueve tubos de
PVC se agrego tierra estéril a los 10cm de distancia y luego se coloco una larva de
G. mellonella y se complet6 el llenado con tierra estéril hasta completar los 15cm
para luego aplicar 100 1Js. A los ultimos nueve tubos de PVC se agregd los 15cm
tierra estéril y luego se afiadié una larva de G. mellonella a los 15cm de distancia
para finalmente aplicar 100 IJs.

El ensayo se realizd tres veces por cada cepa de nematodo entomopatégeno
(Steirnema diaprepesi SV19, Heterorabditis bacteriophoraPM10, y Heterorabditis
sp. PC9); para verificar cual es la capacidad de desplazamiento y la estrategia de
busqueda (superficial, buscador o mixto) de cada una de las cepas de nematodos

entomopatogenos estudiadas (figura 7).
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Figura7

Procedimiento de ensayo de capacidad de desplazamiento

A. Esterilizacion de Tierra con formol al 5% B.27 tubos de PVC: 9 tubos de 5, 10 y 15 cm

de tierra estéril cada uno. C. Colocacién de 1Js en los tubos con tierra estéril D. Colocacién

de larvas de G. mellonella en cada uno de los tubos de PVC.

3.2.8 Concentracién letal media (CL50) de 03 cepas (PM10, PC9, SV19) de

nematodos entomopatdgenos nativos en G. mellonella

Para determinar la concentracion letal media (CL50) de las cepas de
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NEPs en G. mellonella se sigui6 el procedimiento de L. Sanchez (2002).

Se seleccionaron larvas del séptimo estadio de G. mellonella e
infectivos juveniles (1Js) por cada cepa de nematodo entomopatégeno. Se
realizaron cinco concentraciones de nematodos entomopatdgenos (1, 5, 10, 15y
20 Is/ml). Cada concentracion de 1Js se aplicé al suelo contenido en recipientes
plasticos de cuatro onzas y luego se colocaron 30 larvas de G. mellonella en cada
recipiente de manera individual por cada concentracion de nematodos

entomopatogeno. Se verifico la capacidad de CL50 de cada cepa a las 48 horas.

El ensayo se realizd tres veces para poder verificar cual de las tres
cepas (Steirnema diaprepesi SV19, Heterorabditis bacteriophora PM10, y
Heterorabditis sp. PC9); tiene mejor CL50 para G. mellonella (figura 8).
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Figura 8

Procedimiento del ensayo de concentracion letal media (CL50)

A. Colocacion de tierra estéril en recipientes plasticos B. Aplicacién de 1Js en los recipientes
conteniendo la tierra estéril C. Colocacion de larvas de G. mellonella en el recipiente

plastico que contiene la tierra inoculada con 1Js D. Evaluacion del ensayo.

3.2.9. Analisis estadistico de los datos

Para el célculo del potencial de reproduccion de tres cepas de NEPs se
utilizé como disefio estadistico un disefio experimental completamente al azar
(DECA) en donde se calculé el peso promedio em mg de larvas de G. mellonella y
el promedio de produccion de IJs proveniente de datos que no presentaron una
distribucion normal (p< 0.05); por lo que al no cumplir uno de los supuestos para
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realizar pruebas paramétricos como ANOVA se realiz0 la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis tanto para peso promedio em mg de larvas de G. mellonella (anexo
3) como para el promedio de produccion de 1Js (anexo 5). El andlisis estadistico se
realizo con el software SPSS 26. Ademas, se realiz6 el analisis de correlacion de
Spearman entre peso en mg de G. mellonella y produccion de 1Js. Este analisis se

realizo con el software Infostat 2020e.

Para la capacidad de desplazamiento de tres cepas de NEPs se utiliz6 como
disefio estadistico un disefio experimental completamente al azar (DECA) con
arreglo factorial (A x B); donde A es el tipo de cepas de NEP y B es la distancia en
cm., en que se colocd las larvas de G. mellonella. y se calcul6 el promedio de larvas
muertas de G. mellonella y el promedio de produccién de IJs proveniente de datos
gue no presentaron una distribucion normal (p< 0.05); por lo que al no cumplir uno
de los supuestos para realizar pruebas paramétricas como ANOVA se realizd la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis tanto para el promedio de larvas muertas
de G. mellonella (anexo 7) como para el promedio de produccion de IJs (anexo8). El

andlisis estadistico se realizd con el software Infostat 2020e.

Para la determinacion del CL50 de tres cepas de NEPs se utiliz6 un disefio
experimental de estimulo creciente y como disefio estadistico un disefio experimental
completamente al azar (DECA) con arreglo factorial (A x B); donde A es el tipo de
cepas de NEP y B es la concentracion de 1Js/ml y se calculd el promedio de larvas
muertas de G. mellonella, asi como el CL50. El promedio de larvas muertas de G.
mellonella provino de datos que presentaron distribucion normal y homogeneidad de
varianzas (p>0.05); por lo que al cumplir los supuestos para realizar pruebas
paramétricas (anexos 9 y 10), se realizd un analisis de varianza (ANOVA) (anexo

11). El analisis estadistico se realizé con el software Infostat 2020e.

Para el CL50 se realiz6 un analisis probit (tabla 7, anexos 12, 13 y 14). Este
andlisis se realiz6 con el software SPSS 26.

Las graficas de los resultados de los ensayos fueron realizadas en Excel 2019.
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IV. RESULTADOS

4.1. Potencial de reproduccion de tres cepas (PM10, PC9 y SV19) de nematodos

entomopatdgenos nativos en G. mellonella.

El peso promedio en miligramos de G. mellonella utilizadas en las tres cepas de
NEPs; asi como la produccion promedio de 1Js por cada cepa se presenta en la tabla 1,
se observa que no existe diferencias significativas en el peso promedio de G. mellonella
en las tres cepas (p>0.05) (anexo 3); ademas, no hay diferencias significativas entre la
produccién de infectivos juveniles entre la cepa PC9 y PM10, pero si de estas con
respecto a SV19 (p<0.05) (anexo 5); por lo tanto, la produccién de IJs de PC9 y PM10
es mayor que SV19. Este resultado también se observa en la figura 9.

Tabla 1

Peso promedio + SD* en miligramos de larvas de G. mellonella y produccion de 1Js

por cada cepa de NEPs en estudio

Cepa NEP Peso promedio de G. Produccion promedio de 1Js
mellonella en mg por larva de G. mellonella
PC9 247.78+13.10 A 234365+£141859.73 A
PM10 244.74+£14.19 A 201681.11+136771.76 A
SV19 249.62+14.84 A 92506.11+52083.90 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Se realizé el analisis de correlaciéon de Spearman en donde se obtuvo un valor r de 0.05 y valor
p de 0.39 (anexo 6).

* SD= Desviacion estandar
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Figura 9

Produccion promedio de Infectivos Juveniles (1J) por cepa de NEPs
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

4.2. Capacidad de desplazamiento de 03 cepas (PM10, PC9, SV19) de nematodos
entomopatdgenos nativos en funcién de la produccion promedio de 1Js por larvas

parasitadas de G. mellonella

Enlatabla 2 y figura 10 se muestra la produccidn promedio de 1Js por larvas parasitadas
de G. mellonella por tratamiento (cepa de NEPs por distancia). Se observa que hay
diferencias significativas (p<0.05) (anexo 7) entre los tratamientos.

Los tratamientos PM10:10, PM10:5, PC9:5, PM10:15, PC9:15 y PC9:10 no presentan
diferencias significativas; por lo tanto, son iguales entre si, siendo mayores en
produccién de 1Js que el tratamiento SV19:15. Se destaca, ademas, la formacién de
cuatro subgrupos homogéneos (no hay diferencias significativas entre los tratamientos
que conforman el subgrupo) en la produccion de ls: el subgrupo SV19:15, SV19:10,
SV19:5; el subgrupo SV19:10, SV19:5, PM10:10, PM10:5; el subgrupo SV19:5,
PM10:10, PM10:5, PC9:5; PM10:15 y el subgrupo PM10:10, PM10:5, PC9:5,
PM10:15, PC9:15 y PC9:10.
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Tabla 2

Promedio de produccion de 1Js + SD producido por las larvas parasitadas de G.

mellonella por tratamiento (Cepa x Distancia)

Tratamiento Promedio de
(Cepa x Distancia) Produccion de 1Js
PC9:10 377333.33+162370.20 A
PC9:15 349666.67+83464.56 A
PM10:15 327166.67+208290.86 A B
PC9:5 259000+41812.08 A B
PM10:5 285333.33£14900699 A B C
PM10:10 236166.67+ 8873744 A B C
SV19:5 39833.33+ 8371.58 B C D
SV19:10 14900.00% 17519.42 C D
SV19:15 0.00+0.00 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Figura 10

Promedio de produccion de IJs por larvas de G. mellonella parasitada por

tratamiento cepa x distancia
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Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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En la tabla 3 y figura 11 muestra el promedio de larvas muertas de G. mellonella
por tratamiento (cepa X distancia). El resultado arroja que hay diferencias
significativas (p<0.05) (anexo 8). Se observa que en PM10:10, PM10:5, PC9:15,
PM10:15, PC9:10 y PC9:5 no hay diferencias significativas; por lo tanto, el promedio
de larvas muertas de G. mellonella son iguales entre si. Se destaca, ademas, la
formacion de tres subgrupos homogéneos (no hay diferencias significativas entre los
tratamientos que conforman el subgrupo) en la mortalidad de larvas de G. mellonella:
el subgrupo SV19:15, SV9:5, SV19:10, PM10:10; el subgrupo SV9:5, SV19:10,
PM10:10, PM10:5, PC9:15, PM10:15, PC9:10 y el subgrupo PM10:10, PM10:5,
PC9:15, PM10:15, PC9:10 y PC9:5. Este resultado se ve graficamente en la figura
11.

Tabla 3
Promedio = SD de larvas muertas de G. mellonella por tratamiento (Cepa x

Distancia)

Tratamiento Promedio de larvas
Cepa x Distancia muertas de G.
mellonella

PC9:5 3+0.00 A

PC9:10 2.33+0.58 A B
PM10:15 2.33+0.58 A B
PC9:15 2.33+0.58 A B
PM10:5 2+1.00 A B
PM10:10 1.67+0.58 A B C
SV19:10 1+1.00 B C
SV19:5 1+0.00 B C
SV19:15 0+0.00 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)



Figura 11

Promedio de larvas muertas de G. mellonella por tratamiento (Cepa x Distancia)
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Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

4.3. CL50 de 03 cepas (PM10, PC9, SV19) de nematodos entomopatdgenos nativos

en G. mellonella.

En la tabla 4 y figura 12 se muestra el promedio de larvas muertas de G.
mellonella por tratamiento. Se observa que no existe diferencia significativa entre los
tratamientos (p>0.05), por lo tanto, no existe evidencia significativa entre la

interaccion entre la cepa de NEP y la concentracion de 1Js (anexoll).
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Tabla 4
Promediox SD de larvas muertas de G. mellonella por tratamiento (Cepa x

Concentracion 1Js/ml)

Tratamiento Promedio de larvas
(Cepa x muertas de G.
Concentracion 1Js/ml) mellonella
PC9:20 18.33 A
PM10:20 16 A
SV19:20 16 A
PM10:15 14 A
PC9:15 13.67 A
PC9:10 13.67 A
PM10:10 12.67 A
SV19:15 9.33 A
PM10:5 8 A
SV19:10 7.67 A
PC9:5 6.67 A
SV19:5 6 A
PM10:1 4.33 A
PC9:1 3.33 A
SVv19:1 2 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Figura 12

Promedio de larvas muertas de G. mellonella por tratamiento Cepa x Concentracion
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Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

En la tabla 5 y figura 13 se muestra el promedio de larvas muertas de G.
mellonella por cepa de NEPs. Se observa que no hay diferencias significativas entre las
tres cepas en estudio (p>0.05) (anexo 11). Por lo tanto, para la mortalidad de G.

mellonella, las cepas de NEP son iguales.

Tabla s

Promedioz SD de larvas muertas de G. mellonella por cepa de NEPs

Cepas de Promedio de larvas
NEP muertas de G. mellonella
PC9 11.13 A
HB 11 A
SV19 8.2 A

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Figura 13

Promedio de larvas muertas de G. mellonella por cepa de NEPs
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Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

En la tabla 6 y figura 14 se muestra el promedio de larvas muertas de G.
mellonella por concentracion de IJs/ml. El resultado arrojé que si hay diferencias
significativas para la concentracion de 1Js/ml (p<0.05) (anexoll). Se observa que hay
diferencia significativa marcada entre el C1 y C20 IJs/ml. Ademas, las C10, C15y
C20 no son significativamente diferentes; por lo tanto, son iguales. Hay tres subgrupos
formados: el subgrupo C1 y C5, el subgrupo C5, C10 y C15 y el subgrupo C10, C15
y C20.

Tabla 6

Promedioz SD de larvas muertas de G. mellonella por concentracion de 1Js/ml

Concentracion Pormedio de larvas
de 1Js/ml muertas de G. mellonella
C20 16.78 A
C15 12.33 A B
C10 11.33 A B
C5 6.89 B C
C1 3.22 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Figura 14

Promedio de larvas muertas de G. mellonella por concentracion de 1Js/ml
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En la tabla 7 se muestra el analisis probit realizado para determinar el

CL50 de las tres cepas de NEPs en estudio. El rango de CL50 de las tres cepas

esta en el rango de 15-20 ljs/ml y de acuerdo a la tabla 6 y el gréfico 14 no hay

evidencia significativa de que las CL50 de las tres cepas de NEP sean diferentes.

Tabla 7

Analisis Probit de la mortalidad de larvas de G. mellonella por tres cepas de NEPs

evaluadas a las 48 horas

Tipo Limites Ecuacion X? CL50
de Cepa de confianza de regression
SV19 16.085 - 28.027 y=-1384+0.70X  29.260 19.775
PM10  11.368-43.237 y=-0.940 + 0.56X  65.307 16.720
PC9 11.744 - 22.271 y=-1.114 + 0.073X  46.298 15.291
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IV. DISCUSION

Tanto el potencial de reproduccién, la capacidad de desplazamiento y el CL50
de NEP forman parte de las caracteristicas ecologicas cuya dimension abarca otros
aspectos de los NEP como tiempo y temperatura de almacenamiento, rangos de
humedad, densidad Optima por superficie de aplicacion, etc. Todos estos factores
ayudan a determinar los atributos especificos de las cepas de NEP que permitiran tomar

mejores decisiones en el control de plagas agricolas.

Las larvas de G. mellonella utilizada en los ensayos para las tres cepas, tuvieron
un peso promedio similar, eso indica que no existe una ventaja comparativa, es decir no
se utiliz6 un peso promedio mayor de G. mellonella en alguna de las cepas estudiadas;
por lo tanto, la diferencia significativa en la produccion de IJs es véalida y se atribuye al
potencial reproductivo inherente a la cepa que como se ve en la tabla 1 es mayor en
Heterorhabditis cepa PC9 y Heterorhabditis cepa PM10. Si tomamos los valores de
limite superior de los intervalos de confianza al 95% de las tres cepas (anexo 4) veremos
que la produccion de los 1Js de PC9 y PM10 es mas del doble de SV19; por lo tanto,

estas dos cepas ofrecen mayores ventajas para ser producidos en laboratorio.

Nuestros resultados son diferentes al de Ouuzoulu y Ozer (2003) que, en G.
mellonella de peso promedio de 200 mg y con un indculo inicial de 100 IJs, obtuvieron
para Steinernema feltiae un promedio de 13,829 1Js con un rango de 4365 a 27510 1Js
y para H. bacteriophora. un promedio de 141,562 1Js con un rango de 50,905 - 271,593;
mientras en la presente investigacion se obtuvo para Steinernema diaprepesi cepa SV19
promedio de 92506.11 1Js con un rango de 81597.35 a 103414.87, para H.
bacteriophora cepa PM10 promedio de 201681.11 1Js con un rango de 173034.82 a
230327.40 y para H. sp cepa PC9 217750.00 1Js con un rango de 204653.054 a
264076.95 (anexo 4). Es evidente que para el género Steinernema el resultado fue mayor
(se utilizo la misma concentracion de inoculo inicial), pero al no ser la misma especie
queda claro que la produccién de 1Js se debe al tipo de especie, aunque no se descarta
el peso promedio de G. mellonella, pues Ouuzoulu y Ozer (2003) utilizaron G.
mellonella de peso promedio 200 mg y en la presente investigacion para SV19 el peso

promedio fue de 249.62 mg.
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El analisis de correlacion de Spearman (anexo 6) entre el peso en mg de G.
mellonella y la produccion de 1Js arrojé un valor r de 0.05 que equivale a 5% de
probabilidades de correlacion positiva y un valor p de 0.39 mayor al p=0.05; por lo
tanto, no hay correlacién entre estas dos variables, es decir no se puede establecer que
a mayor peso de G. mellonella habra mayor produccion de 1Js. Este resultado contrasta
con el de Cedano (2019) que encontré r = 0.30 equivalente al 30% de probabilidades de
correlacion positiva y p = 0.004 menor al p=0.05, es decir, a mayor peso de G.
mellonella habra mayor produccion de 1Js lo que indica que el nimero de 1Js que
penetraron el hospedero fue menor que los registrados por Cedano (2019) tal y como lo
menciona Argotti et al. (2010b); por lo tanto el potencial reproductivo depende del tipo

de especie y cepa de NEP a utilizar.

En los resultados de la capacidad de desplazamiento de 03 cepas (PM10, PC9,
SV19) de NEP nativos se observa que hay menor cantidad de larvas muertas de G.
mellonella. y por lo tanto menor produccién de IJs (tabla 2), aungue esto no es
significativamente diferente con algunos tratamientos (SV19:5, SV19:10 y PM10:10),
pero si se puede determinar con certeza que a 15 cm de profundidad la cepa SV19 no
produjo mortalidad de larvas de G. mellonella (tabla 3) este resultado contrasta con el
obtenido por Cagnolo y Gonzalez (2017) quien a la distancia de 14 cm encontré larvas
de G. mellonella infectadas con JIs de Steinernema rarum (OLI) y tal como lo
mencionan estos autores si una especie de NEP profundiza mas indica que se desplaza
mas para ubicar sus hospederos; entonces su estrategia de bisqueda es de cazador. De
nuestros resultados se desprende que SV19 es un NEP emboscador; en cambio PC9 y
PM10 aparte de parasitar a la distancia de 15 cm parasitaa 5 y 10 cm (tabla 4) entonces

su estrategia de busqueda es mixta emboscador-cazador.

El resultado con Steinernema diaprepesi cepa SV19 esta en concordancia con
Del Valle et al. (2014) quién realizé estudios en columnas verticales con S. diaprepesi
hasta solo 10 cm no encontrando diferencias significativas con alturas de 2 y 5 cm; sin
embargo los autores concluyen que Steinernema diaprepesi tiene estrategia de busqueda
de cazador lo cual al no haber profundizado en mayores distancias y comparar con otras
cepas podria ser un interpretacion limitada sobre todo por el hecho que Koppenhofer y
Kaya (1999) para Steinernema rarum cepa Sargento Cabral hasta 10 cm concluyen que

tiene una estrategia intermedia entre buscador y cazador, pero agrega que no se dispersa
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tan rapido como un cazador tipico como S. glaseri y aparte que la mortalidad generada
es menor que este Ultimo; por lo tanto es discutible considerar a 10 cm a una cepa como

cazador cuando incluso la mortalidad que genera en los hospederos es baja.

Nuestros resultados estan de acorde con lo mencionado por Labaude y Griffin
(2018) y Argotti et al. (2010b) citando a Kaya y Stock 1997 y a Duncan et al. 1996 :
los heterorhabditidos se caracterizan por ser cazadores y pueden profundizar en la
busqueda del hospedero hasta 90 cm en suelo arenoso, es decir son activos en la
busqueda de su hospedero; mientras la mayoria de especies del género Steinernema
conservan su energia y esperan a su hospedero, aunque hay algunas especies de
Steinernema que pueden ser cazadores como los reportados por Desch y Pablo (2016):
Steinernema sp., cepa CAT3 y Steinernema sp., cepa Flor que generaron mortalidad de

G, mellonella del 100% a 20 cm de profundidad en suelo arenoso.

En nuestro estudio se utiliz6 la misma composicion de suelo en todos los
ensayos (anexo 15) y se sabe que por estudios realizados en laboratorio que la
infectividad de los NEP esta afectado por la textura del suelo; asi tenemos que en suelos
franco arenosos Heterorhabditis bacteriphora se mueve mas que en suelos franco,
arenosos arcillosos limosos (Campos-Herrera, 2015) y tal como sefiala Del Valle et al.
(2014) Steinernema diaprepesi presenta una gran supervivencia en suelos francos
arenosos, por lo tanto nuestra investigacion es valida, pues en los ensayos se utilizd
suelo de textura franco arenosa (anexo 15) dejando como Unica variable de influencia

en la capacidad de desplazamiento el tipo de especie de NEP.

El resultado del estudio del CL50 en las tres cepas analizadas esta del rango de
15-20 ljs/ml (tabla 7), estos resultados se analizan conjuntamente con los de mortalidad
ocasionada en G. mellonella en la que no se observa diferencias significativas entre los
15 tratamientos realizados (tabla 4); por lo tanto, el CL50 de las tres cepas son iguales.
Este analisis se ve reforzado por el resultado de que las tres cepas no presentan
diferencias significativas para el promedio de larvas muertas de G. mellonella (tabla 5)
y solamente hay diferencias en las concentraciones de IJs/ml (tabla 6); es decir la
diferencia que ocasione mayor o menor mortalidad en larvas de G. mellonella se debe

a la concentracion de infectivos juveniles y no al tipo de cepa de NEP (anexo 11).
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En nuestros ensayos de CL50 incluimos el ensayo 1:1 (un 1Js de NEP y una larva
del hospedero), pues este ensayo nos permite asegurar la calidad de los nematodos (L.
Sanchez, 2002) y tal como se reporta las tres cepas en estudio lograron matar larvas de
G. mellonella con un solo 1Js (tabla 4). EI CL50 de las tres cepas esté en el rango de 15-
20 Js/ml, esto indica que tienen una buena patogenicidad y son seleccionables para
estudios con otros hospederos plaga, pues tal como menciona Argotti et al. (2010a) un
ensayo en laboratorio de 100 IJs/ml es suficiente para seleccionar cepas de NEP como
agentes de control bioldgico.

Estudios con cepas de NEP para determinar el CL50 en diferentes plagas han
sido estudiados en diferentes plagas, asi tenemos: Heterohabditis indica para Proarna
bergie (Cedano, 2019), H. bacteriophora para Spodoptera frugiperda (J. Sanchez et al.,
2019), H. amazonensis para Cosmopolites sordidus (Garcia-Perera et al., 2019) H. sp.,
para Prodiplosis longifila (D. Pacheco y Corréa-Ferreira, 2000), H. atacamensis para
Cosmopolites sordidus (Amador et al., 2015), H. sp., para T. solanivora (Argotti et al.,
2010a) y H. bacteriophora para Cylas fornicarius (Jiménez y Del Pozo, 2010). Esto
indica que el estudio del CL50 es importante para determinar la mortalidad de las cepas
de NEP contra una plaga especifica y tal como lo menciona L. Sanchez (2002) una vez
aislado la cepa de NEP es necesario evaluar sus mejores atributos por lo que se tienen
que hacer ensayos como la mortalidad que ocasionan en diferentes insectos, incluido G.
mellonella, prueba uno en uno, columnas de arenas para determinar el rango de
penetracién, pues estos ensayos aportaran informacion que permitan realizan una

seleccion adecuada de las cepas de NEP para el control de plagas.
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VI. CONCLUSIONES

Se calculo el potencial de reproduccion de tres cepas (PM10, PC9 y SV19) de
nematodos entomopatdgenos en Galleria mellonella a través de la produccion
de infectivos juveniles y se establecié que las cepas PC9 y PM10 presentan

mayor produccion de infectivos juveniles que SV19.

Se definio la capacidad de desplazamiento de tres cepas (PM10, PC9 y SV19)
de nematodos entomopatdgenos el cual esta relacionado al tipo de estrategia de
busqueda. Se concluye que PM10 y PC9 presentan estrategia de busqueda mixta:

emboscador-cazador y SV19 estrategia de busqueda emboscador.

Se determin6 el CL50 de tres cepas (PM10, PC9, SV19) de nematodos
entomopatdgenos en Galleria mellonella, concluyendo que el CL50 de las tres cepas es
bajo (rango de 15-20 1Js/ml); por lo tanto, las tres cepas presentan una alta

patogenicidad contra Galleria mellonella.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar las pruebas de CL50 con otras plagas de interés

tales como: Spodoptera frugiperda, Spodoptera eridania, Agrotis sp, etc.

Se recomienda evaluar el potencial reproductivo en otros hospederos que
puedan ser una alternativa a Galleria mellonella y pueda ser criado en

laboratorio como por ejemplo Tenebrio molitor.

Se recomienda para futuras investigaciones incrementar diferentes
profundidades en suelo (20, 25 y 30 cm) para las cepas PC9 y PM10 y
asi determinar el limite de su capacidad de desplazamiento para infestar
hospederos insectiles.

Se recomienda para futuras investigaciones también evaluar las
diferentes temperaturas y humedad ambiental para verificar si seria

tendria las mismas caracteristicas ecoldgicas por cada cepa estudiada.
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IX.  ANEXOS

Anexo 01. Ensayos en laboratorio

A. Larva de G. mellonella parasitada (color marrén rojizo) por cepa HB  B. Produccion de 1Js de
cepa SV19 C. Seleccion de larvas de G. mellonella  D. Cernido de tierra para ensayos sobre

capacidad de desplazamiento
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Anexo 2. Estadisticos descriptivos del peso de G. mellonella en las tres cepas de NEP

N Media Mediana Desviacion IC para la media a 95% Minimo Maximo
Cepa estandar
NEP Limite Limite
inferior superior
SV19 90 249.62 250.00 14.84 246.51 252.73 230 270
PM10 90 244.74 240.00 14.19 241.77 247.72 230 270
PC9 90 247.78 247.00 13.10 245.03 250.52 230 270

Anexo 03. Prueba de Kruskal-Wallis para peso en mg de larvas de G. mellonella realizado
con SPSS 26 en ensayo para determinar el potencial reproductivo de tres cepas
de NEP

Resumen de contrastes de hipétesis

Hipdtesis nula Prueba Sig. Decision

1 La distribucion de Prueba de Kruskal- ,101 Conserve la
PESO es la misma  Wallis para muestras hip6tesis nula.
entre categorias de  independientes
CEPA.

Se muestran significaciones asintdticas. EIl nivel de significacion es de .050.

Anexo 04. Estadisticos descriptivos de produccion de 1Js en las tres cepas de NEP

N  Media Mediana  Desviacion IC parala mediaa95%  Minimo Méaximo
Cepa estandar
NEP Limite Limite
inferior superior
SV19 90 92506.11  84150.00 52083.90  81597.35 103414.87 16600.000 265400
PM10 90 201681.11 186800.00 136771.76 173034.82 230327.40 18000.00 564500.00
PC9 90 234365.00 217750.00 141859.73 204653.054 264076.95 9700.00  800500.00
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Anexo 05. Prueba de Kruskal-Wallis para produccion de 1Js por cepa de NEP realizado
con SPSS 26 en ensayo para determinar el potencial reproductivo de tres cepas
de NEP

Resumen de contrastes de hipotesis

Hipdtesis nula Prueba Sig. Decision

1 La distribucion de IJ es  Prueba de Kruskal- 000 Rechace la
la misma entre  Wallis para muestras hipotesis nula.
categorias de CEPA. independientes

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significacion es de .050.

Comparaciones por parejas de CEPA

Sample 1-  Estadistico Desv. Desv. Sig. Sig.

Sample 2 de prueba Error Estadistico ajustada®
de prueba

SV19-PM10 66,294 11,640 5,695 ,000 ,000

SV19-PC9 88,106 11,640 7,569 ,000 ,000

PM10-PC9 21,811 11,640 1,874 ,061 ,183

Cada fila prueba la hipétesis nula que las distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra 2 son iguales.
Se visualizan las significaciones asintoticas (pruebas bilaterales). El nivel de significacion es de .05.

a. Los valores de significacion se han ajustado mediante la correccién Bonferroni para varias pruebas.

Anexo 06. Andlisis de correlacién de Spearman entre Peso en mg de G. mellonella y
produccion de IJs realizado en Infostat 2020e en ensayo para determinar el

potencial reproductivo de tres cepas de NEP

Correlacion de Spearman: Coeficientes\probabilidades

IJs Peso mg
IJs 1 0.39
Pesomg 0.05 1
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Anexo 07. Prueba de Kruskal-Wallis para produccion de 1Js por tratamiento
realizado con Infostat 2020e en ensayo para determinar la capacidad de

desplazamiento de tres cepas de NEP

Tratamientos N Medias D.E. Medianas H p
Cepa: Distancia

PM10 :5 3 285333.33  149006.99 244500 19.49 0.0122
PM10:10 3 236166.67 88737.44 189500

PM10:15 3 327166.67 208290.86 259000

PC9 :5 3 259000 41812.08 247000

PC9:10 3 377333.33 162370.2 303500

PC9 :15 3 349666.67 83464.56 304000

SV19:5 3 39833.33  8371.58 35000

SV19: 10 3 14900 17519.42 10500

SV19:15 3 0 0 0

Anexo 08. Prueba de Kruskal Wallis para larvas muertas de G. mellonella por

Tratamientos N Medias D.E. Medianas H p
Cepa: Distancia

HB: 5 3 2 1 2 17.39 0.0152
PC9: 5 3 3 0 3

SV19:5 3 1 0 1

HB :10 3 1.67 0.58 2

PC9:10 3 2.33 0.58 2

SVv19:10 3 1 1 1

HB: 15 3 2.33 0.58 2

PC9: 15 3 2.33 0.58 2

SV19: 15 3 0 0 0

tratamiento realizado con Infostat 2020e en ensayo para determinar la

capacidad de desplazamiento de tres cepas de NEP

Anexo 09. Prueba de Shapiro-Wilks realizado con Infostat 2020e para normalidad

en ensayo para determinar el CL50 de tres cepas de NEP

Variable n Media D.E. wW* p (Unilateral D)

Rduo Larva Muerta 45 0 4.3 0.94 0.0949
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Andlisis de la varianza

Variable N
Rabs larvas muertas 45

R2
0.47

RZA|]
0.22

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl
Modelo 122.13 14
Cepa 26.84 2
Concentracion 4737 4
Cepa*Concentracion  47.92 8
Error 137.11 30
Total 259.24 44

CM
8.72
13.42
11.84
5.99
4.57

CVv

60.89

191
2.94
2.59
131

p-valor
0.0673
0.0684
0.0566
0.276

Anexo 10. Prueba de Levene realizado con Infostat 2020e para homogeneidad de

varianza en ensayo para determinar el CL50 de tres cepas de NEP

Anexo 11. Andlisis de varianza para larvas muertas de G. mellonella en ensayo

para determinar el CL50 de tres cepas de NEP

Andlisis de la varianza

Variable N R? RZA] CV

Larva Muerta 45 0.58 0.38 51.52

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I1I)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 1106.44 14 79.03 291 0.0068
Cepa 8231 2 41.16 1.52 0.2358
Concentracion 978.44 4 24461 9.02 0.0001
Cepa*Concentracion 4569 8 571 0.21 0.9866
Error 814 30 27.13

Total 1920.44 44
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Anexo 12. Limite de confianza en analisis probit realizado con SPSS 26 para
determinar el CL50 de cepa SV19

Limites de confianza

Probabilidad 95% de limites de confianza para Concentracion
Estimacion Limite inferior ~ Limite superior
PROBIT? ,010 -13,455 -36,057 -5,035
,020 -9,561 -28,793 -2,315
,030 -7,090 -24,199 -,575
040 -5,232 -20,753 744
,050 -3,720 -17,958 1,826
,060 -2,433 -15,588 2,755
,070 -1,305 -13,517 3,577
,080 -,295 -11,671 4,321
,090 ,624 -9,999 5,005
,100 1,469 -8,468 5,642
,150 4,971 -2,246 8,398
,200 7,753 2,447 10,840
,250 10,141 6,116 13,292
,300 12,285 8,969 15,937
,350 14,271 11,202 18,797
400 16,156 13,031 21,801
450 17,980 14,624 24,886
500 19,775 16,085 28,027
550 21,570 17,478 31,236
,600 23,394 18,850 34,541
,650 25,279 20,235 37,989
,700 27,266 21,672 41,647
, 750 29,410 23,202 45,614
,800 31,797 24,890 50,047
,850 34,580 26,841 55,231
,900 38,081 29,280 61,770
910 38,927 29,867 63,351
920 39,845 30,504 65,070
,930 40,855 31,204 66,960
,940 41,984 31,984 69,073
,950 43,270 32,873 71,483
,960 44,782 33,916 74,316
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970 46,641 35,197 77,800
,980 49,111 36,897 82,435
,990 53,005 39,573 89,744

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

Anexo 13. Limite de confianza en andlisis probit realizado con SPSS 26 para
determinar el CL50 de cepa HB

Limites de confianza

Probabilidad 95% de limites de confianza para Concentracion
Estimacion  Limite inferior ~ Limite superior

PROBIT? ,010 -24,640 -170,449 -8,305
,020 -19,794 -145,870 -5,540
,030 -16,719 -130,289 -3,771
,040 -14,406 -118,578 -2,431
,050 -12,524 -109,060 -1,333
,060 -10,922 -100,967 -,390
,070 -9,518 -93,877 ,443
,080 -8,261 -87,535 1,195
,090 -7,117 -81,775 1,886
,100 -6,065 -76,478 2,529
,150 -1,707 -54,648 5,287
,200 1,757 -37,509 7,690
,250 4,728 -23,161 10,107
,300 7,397 -10,991 12,993
,350 9,870 -1,296 17,249
,400 12,216 5,151 24,041
,450 14,486 8,910 33,089
,500 16,720 11,368 43,237
,550 18,954 13,284 53,926
,600 21,224 14,968 65,051
,650 23,571 16,561 76,696
,700 26,044 18,148 89,060
,750 28,712 19,796 102,468
,800 31,683 21,582 117,447
,850 35,147 23,622 134,949
,900 39,505 26,148 157,011
,910 40,558 26,753 162,345
,920 41,701 27,409 168,140
,930 42,958 28,129 174,515
,940 44,363 28,930 181,636
,950 45,964 29,842 189,760
,960 47,846 30,911 199,307
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970 50,159 32,222 211,048
,980 53,234 33,960 226,659
,990 58,081 36,690 251,274

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

Anexo 14. Limite de confianza en anélisis probit para para determinar el
CL50 de cepa PC9

Limites de confianza

Probabilidad  95% de limites de confianza para Concentracion
Estimacion  Limite inferior Limite

superior
PROBIT? ,010 -16,644 -49,483 -6,517
,020 -12,902 -41,430 -4,023
,030 -10,528 -36,331 -2,429
,040 -8,742 -32,503 -1,223
,050 -7,289 -29,395 -,236
,060 -6,053 -26,755 ,610
,070 -4,968 -24,446 1,357
,080 -3,997 -22,382 2,030
,090 -3,115 -20,510 2,647
,100 -2,302 -18,792 3,219
,150 1,063 -11,741 5,652
,200 3,737 -6,261 7,710
,250 6,032 -1,729 9,646
,300 8,092 2,091 11,633
,350 10,001 5,281 13,824
,400 11,813 7,881 16,331
,450 13,566 9,986 19,167
,500 15,291 11,744 22,271
,550 17,016 13,293 25,585
,600 18,769 14,732 29,087
,650 20,580 16,129 32,796
,700 22,489 17,539 36,768
,750 24,550 19,013 41,101
,800 26,844 20,617 45,965
,850 29,518 22,453 51,666
,900 32,883 24,731 58,873
,910 33,696 25,278 60,617
,920 34,579 25,870 62,514
,930 35,550 26,519 64,600
,940 36,634 27,243 66,933

,950 37,871 28,067 69,594



,960 39,323 29,033 72,724

,970 41,109 30,217 76,574
a’n A2 AR4 21 787 21 ROA

Inctituto Nacional de innovacion Agraria
Ectaclon Experimental Victa Florida

LABORATORIO DE ANALISIS : AGUAS Y SUELOS

Tipo de Analisis FERTILIDAD Muestras Suelos -1
Nombre JENNIFHER ELIZABETH RODAS ADRIANZEN
Procedencia LOTE 2-1 CRIANZA ANIMALES MENORES Fecha de Emision 06/09/2021
Extracto Saturado
MUESTRA pH C. elec M.0 P K CaCo3 Texturas (%)
mili:lnhcs/ % ppm ppm % Ao. Lo Ar Tipo de suelo
7.60 135 125 6.70 234 0.20 63 20 17 FRANCO ARENOSO
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