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RESUMEN

La plaga Spodoptera frugiperda (Lepidopteroa: Noctuidae), es una especie polifaga que se
encuentra difundida en todos los paises americanos, provocando grandes pérdidas en los
rendimientos de varios cultivos. La plaga Aphis craccivora causa dafios a los cultivos
anuales como alfalfa, habas, alcachofa, tomate y otros, al alimentarse de la savia, provoca
deformaciones en los brotes tiernos y enrollamiento de las hojas y la muerte de la planta;
asimismo, secreta una mielecilla que favorece el desarrollo de especies de hongos
causantes de fumagina, afectando la fotosintesis de la planta. Dentro de las alternativas de
control con bajo impacto ambiental, se realizd la investigacion para evaluar la
susceptibilidad de estas dos plagas a la cepa Beauveria bassiana CBLE-265, producida por
el Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA), con la finalidad de determinar la
concentracion letal al 50 % (CL50) y la concentracion letal al 90 % (CL90) de la cepa
frente a la plaga Spodoptera frugiperda y la plaga Aphis craccivora. Para definir las
concentraciones se tuvo como base la dosis comercial del producto. Para la inoculacion se
asperjaron soluciones en diferentes concentraciones de Beauveria bassiana CBLE-265 con
atomizadores manuales, a las larvas del I, Il, y 1l estadio de Spodoptera frugiperda,
después se colocaron en rejillas acrilicas con dieta artificial para su evaluacion, mientras
que para Aphis craccivora se asperjaron a las ninfas que estaban en maceteros con alfalfa
para su evaluacion. Utilizando el programa Probit se analizaron los datos de mortalidad del
bioensayo a partir del 5to dia hasta que lleguen a la etapa adulta, determinandose mediante
proyecciones la concentracién letal media y la concentracion letal noventa. Para
Spodoptera frugiperda estadio I, el valor del CL50 fue de 1,90 x 10** conidias/g y el valor
del CL90 fue de 2,30 x 10*" conidias/g, para estadio Il, el valor del CL50 fue de 7,90 x
10%* conidias/g y el valor del CL90 fue de 9,10 x 10*! conidias/g. Para el estadio 111, no se
encontro letalidad con la cepa estudiada. Asi como para las ninfas de Aphis craccivora no
tuvo efecto alguno la cepa estudiada, por lo que se concluye que la cepa Beauveria
bassiana CBLE-265 no es adecuada para el control de Plaga como Aphis Craccivora, no

teniendo un efecto significativo.

Palabras Clave: Spodoptera frugiperda, Aphis craccivora, CL50, CL90, Beauveria
bassiana CBLE-265.



SUMMARY

The plague Spodoptera frugiperda (Lepidopteroa: Noctuidae), is a polyphagous species
that is widespread throughout in all Americans countries, causing great losses in yields of
several crops. The plague Aphis craccivora cause damage to the annual crops as alfalfa,
beans, artichoke, tomato and others, by feeding on sap, causing deformations in the buds
and the leaves curl and the death of the plant; also, excreted a honeydew that encourages
the development of species of fungi causing fumagin, affecting the photosynthesis of the
plant. Among the control alternatives with lower environmental impact, research was
conducted to evaluate the susceptibility of these two plagues at the strain Beauveria
bassiana CBLE-265, produced by the National Service of Agrarian Health (SENASA), in
order to determine the LC50 and LC90 of the strain against the plague Spodoptera
frugiperda and the plague Aphis craccivora. To define the concentrations was based on the
commercial dose of the product. For inoculation were sprayed solutions at different
concentrations of Beauveria bassiana CBLE-265 with manual spray to the larva of I, Il
and I11 stage of Spodoptera frugiperda, then placed in acrylic racks with artificial diet for
its evaluation, whereas Aphis craccivora were sprayed at the nymphs, were in pots with
alfalfa for its evaluation. Using the Probit program were analyzed mortality data from
bioassay of the 5" day until they reach the adult stage, determined through projections the
median lethal concentration and lethal concentration ninety. For stage | of Spodoptera
frugiperda, the value of LC50 was 1,90 x 10* conidia/g and the value of LC90 was 2,30 x
10 conidia/g, for stage Il, the value of LC50 was 7,90 x 10* conidia/g and the value of
LC90 was 9,10 x 10° conidia/g. While for the nymphs of Aphis craccivora had no effect
of the strain studied, so it is concluded that the strain of Beauveria bassiana CBLE-265 is
not adequate to control both plagues, not having a significant effect.

Key words: Spodoptera frugiperda, Aphis craccivora, CL50, CL90, Beauveria bassiana
CBLE-265.



INTRODUCCION

Hoy que el Per esta inmerso en un desarrollo econémico por los Tratados de Libre
Comercio suscritos con mercados mas exigentes, no solo en calidad sino en los niveles de
contaminacion por insecticidas quimicos, se presenta la necesidad urgente de una
alternativa en el control de plagas.

El control bioldgico a través de hongos entomopatdgenos, inocuos para el ser humano, se
ha utilizado desde hace varias décadas para combatir plagas de importancia econémica, el
uso de este recurso ha ido en aumento anteponiéndose como la principal alternativa al uso
de los insecticidas quimicos que causan no sélo dafio ambiental sino a veces produce el
rechazo de productos exportados causando un perjuicio econdémico. Dentro de los
entomopatogenos se encuentra la Beauveria bassiana que induce enfermedades en varios
insectos-plagas hasta causarles la muerte.

Los dafios mas comunes en productos exportables como el tomate, maiz, lechuga, mani,
etc. son causadas por dos agentes; Aphis craccivora y Spodoptera frugiperda. Beauveria
bassiana se usa como control de plagas en productos de exportacion ), esta eficacia se
extiende a 200 especies de insectos incluyendo plagas de importancia econémica @,
dentro de ellas Aphis craccivoray Spodoptera frugiperda.

El afio 2003 el Centro de Control Biologico del Servicio Nacional de Sanidad Agraria -
SCB - SENASA puso en funcionamiento un laboratorio de produccién masiva de hongos
entre las cuales se encuentra Beauveria bassiana siendo la cepa comercializada la CBLE-
265.

En SCB-SENASA antes del afio 2006, la calidad del producto de B. bassiana presentaba
baja concentracion de esporas 6 x 10° conidias/g, a partir del afio 2006 se incrementd a
1,40 x 10" conidias/g .

En el presente trabajo se estudia el efecto letal de la cepa CBLE-265 sobre Spodoptera
Frugiperda y Aphis Craccivoray determinar la concentracién letal al 50 % (CL50) y la

concentracion letal al 90 % (CL90) en estas plagas.



HIPOTESIS

EL hongo Beauveria bassiana CBLE-265 producido por SENASA tiene efecto letal sobre

las plagas causadas por Aphis Craccivora y Spodoptera frugiperda.
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OBJETIVOS
Objetivo General
Determinar el efecto letal de Beauveria bassiana CBLE-265 producido por SENASA
sobre Aphis Craccivora y Spodoptera frugiperda.

Obijetivos especificos:

1. Determinar la Concentracién Letal al 50 % (CL50) de Beauveria bassiana CBLE-

265, ,sobre Aphis Craccivora y Spodoptera frugiperda.

2. Determinar la concentracion letal al 90 % (CL90) de Beauveria bassiana CBLE-
265, sobre Aphis Craccivora y Spodoptera frugiperda.
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JUSTIFICACION
SENASA no cuenta con informacion de la letalidad de Beauveria bassiana sobre Aphis

Craccivora y Spodoptera frugiperda, por lo que se requiere determinar la Concentracion

Letal del hongo sobre ambas plagas.
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. GENERALIDADES

ASPECTOS BIOLOGICOS

a) Aphis craccivora

Los pulgones son insectos pequefios que miden hasta 4 mm de longitud. Generalmente,
existen adultos alados y apteros en la misma especie, con tendencia a formar colonias
sobre la planta infestada. Se reconocen por su cuerpo globoso, piriforme, fragil y su
caracteristica posicion casi inmovil en las hojas de sus hospederos, con el aparato picador
chupador inserto siempre en el tejido vegetal.®

Estos insectos presentan unas estructuras exclusivas en el abdomen, que permiten
identificar las especies de pulgones, ellos son la cauda, que se ubica en la parte distal del
abdomen, y los sifones o corniculos, entre el quinto y sexto segmento abdominal dorsal.

Son estructuras tubulares de largo, color y forma variable.®

Taxonomia:

Orden: Homoptera

Familia: Aphididae

Nombre cientifico: Aphis craccivora

Nombre comun: Pulgon negro de las leguminosas

El pulgdn negro de la alfalfa (Aphis craccivora) mide de 1,5 a 2,2 mm de largo. Las formas
aladas son de color negro brillante con o0jos rojos oscuro. Las antenas no alcanzan a los dos
tercios del largo del cuerpo. El extremo de las tibias, la cauda y los corniculos son negros.
Las hembras son de color negro ligeramente verdosas. Se encuentran en 2 estadios: Ninfa
y adulto.®

Figura 01. Ninfas y adultos de Aphis craccivora.
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Ninfa

Ninfa recién nacida: Posee una coloracién marrén oscura o gris oscura. Al nacer se
alimenta succionando con su estilete la savia de las hojas.

Ninfa aptera: En los sucesivos estados ninfales por los que pasa, se caracteriza por estar
recubierta por un polvillo céreo. Son méas largas que los adultos, dado que tienen el
abdomen menos ensanchado que éstos.

Ninfa alada: La morfologia y color son similares al resto de ninfas, diferencidndose de

éstas en que van apareciendo los mufiones alares.

Adulto

Adulta aptera: Es de color negro y posee una placa también negra en su dorso que la
caracteriza y le da brillantez. Tiene los sifones largos y las patas son amarillentas con
zonas oscurecidas. Su tamafio oscila entre 1,4 y 2,0 mm.

Adulta alada: Es de color negro, diferenciandose de la aptera por la presencia de alas y por

la menor longitud de los sifones.

Cuadro 01. Efecto de temperatura en la biologia de Aphis craccivora.

Temperatura (°C) Dias Temperatura umbral
(5°C)
10 25 Sobrevive bajo 15°C
Limita su desarrollo sobre
30°C
20 9 Produce 80

pulgones/hembra
Hembra dura 25 dias

25 7 Temperatura para volar
sobre 15°C y menores de
30 °C.

Referencia: Propia
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b) Spodoptera frugiperda.

Taxonomia:

Orden: Lepidoptera
Familia: Noctuidae
Genero: Spodoptera
Especie: frugiperda

Nombre comun: cogollero del maiz

Spodoptera frugiperda constituye la plaga méas importante del cultivo del maiz en el PerG y
en diferentes paises de la region Neotropical, las pérdidas que esta ocasiona son cuantiosas,
pudiendo reducir los rendimientos en 0,8 t/ha de maiz seco. Las larvas consumen
principalmente las hojas que indirectamente afectan el rendimiento del cultivo, reduciendo
el area fotosintética de estas; el ataque a plantas pequefias, dafia o destruye el tejido
meristematico, ocasionando reduccion de la poblacion de plantas o modificacién de su

estructura. @

En estudios cuantitativos sobre la selectividad de la plaga contra la planta de maiz, se ha
demostrado el dafio en etapa de crecimiento a las 5, 8 y 13 hojas, las pérdidas son de 26,26
y 20 % respectivamente; cuando el ataque se produce en etapas mas tempranas el dafio

puede ser mayor, ya que las plantas no pueden recuperarse.
Caracteristicas bioldgicas.

La mariposa vuela con facilidad durante la noche, siendo atraida por la luz; es de
coloracion gris oscura algo maculada, las hembras tienen alas traseras de color blancuzco,
mientras que los machos tienen arabezcos llamativos en las alas delanteras, y las traseras

son blancas.

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 0 masas
cubiertas por segregaciones del aparato bucal y escamas de su cuerpo. Una hembra puede
poner como promedio 1000 huevecillos en grupos de 10 a 350 en cada puesta, las larvas

nacen a los tres dias 0 menos, cuando la temperatura es elevada (> 25° C).
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Las larvas al nacer se alimentan del coredn, 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 6 7 estadios, siendo de mayor importancia para tomar las medidas
de lucha los dos primeros; en el primero estas miden hasta 2 - 3 mm y la cabeza es negra
completamente, el segundo mide de 4 - 10 mm vy la cabeza es carmelita claro; las larvas
pueden alcanzar hasta 35 mm en su Gltimo estadio. A partir del tercer estadio se introducen

en el cogollo, haciendo perforaciones que son apreciados cuando la hoja se desvaina.

Las pupas son de color caoba y miden 26 mm; esta fase se desarrolla en el suelo y el

insecto esta en reposo hasta 8 - 10 dias que emerge el adulto.

En ensayos de selectividad, realizados en condiciones de laboratorio, se encontré que con
Napier se presenta un mayor porcentaje de mortalidad, con frijol de terciopelo las pupas
tuvieron mas peso y con maiz el ciclo biolégico fue mas corto, mientras con sorgo el

porcentaje de machos aumento.

El periodo de tiempo para el desarrollo larval es menor a medida que aumentan las
temperaturas, con 22 y 13 dias a 20 y 30 °C, respectivamente; a temperatura ambiente
(media = 26,50 °C) este es de 15 + 5 dias con la particularidad de que se presentaron 7

estadios.

El periodo de oviposicion de los adultos a 30 °C es de 4 dias y 3 dias para las restantes

temperaturas; a temperatura ambiente los adultos duraron 12 dias.

El ciclo de vida oscila entre 19 y 48 dias y esta en correspondencia con la dependencia de
la temperatura de las distintas fases; a temperaturas elevadas el ciclo se acorta a
temperatura de 26,50 °C las hembras ponen 1216 huevos, a 25 °C 944 y a 30 °C se reduce
a 386.
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Los valores del limite inferior de temperatura oscilan entre 10,30 y 14,60 °C, para las
distintas fases del ciclo bioldgico. Segun los estudios realizados la plaga puede tener entre

11y 12 generaciones anuales.

c) Beauveria bassiana.

B. bassiana es un hongo entomopatdgeno que se encuentra en la naturaleza en rastrojos de
los cultivos, estiércol, y en suelo en plantas ©. Este hongo causa enfermedades en los
insectos plagas hasta causar la muerte, el cual se ha encontrado atacando a mas de 200
especies de insectos de diferentes érdenes . Entre las plagas controladas por este hongo
esta la broca del café, plutella del repollo, picudo del platano, cogollero del maiz, etc. ¢ ©
"8 Los insectos muertos por B. bassiana presentan una cubierta blanca algodonosa sobre
el cuerpo, la cual esta formada por el micelio y esporas del hongo ®. En el Pert este hongo

esta siendo utilizado para el control de plagas en los cultivos de exportacion .

Los estudios toxicologicos de la cepa de B. bassiana GHA realizados por EPA de los

Estados Unidos, sefiala que no causa dafio a los animales ©.
Caracteristicas de la pared celular de los hongos entomopatdgenos

La pared celular de los hongos esta constituida por polisacaridos (80 %), proteinas
(3 — 20 %), lipidos, pigmentos y sales inorganicas en cantidades menores. La quitina forma
microfibrillas y es el polisacarido caracteristico de la pared celular en hongos, pero
también existe en los insectos. Este polimero es un polisacarido no ramificado, constituido
de N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc), donde los mondmeros estan unidos por enlaces b-

1,4 y existen tres tipos de quitina: a, by g.

Las proteinas son glicoproteinas, cuya fraccion glicosilada esta formada por galactosa y
manosa. Los lipidos en la pared celular de los hongos estan presentes en un rango de 1 a
10 % de su peso seco; son acidos grasos, siendo los mas abundantes C16 y C18. La
coloracidn caracteristica de la pared celular se debe a la presencia de melaninas, producto
de la oxidacion de diferentes fenoles. La importancia de estos pigmentos se debe a su
caracter protector ante efectos deletéreos ocasionados por la luz o por las enzimas

liticas 1,
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En la pared celular ocurren cambios durante las diferentes etapas de desarrollo de los
hongos, cambios que ocurren mediante el ensamblaje de los componentes celulares como
polisacaridos microfibrilares, la asociacién de polisacaridos de reforzamiento y de
complejos de proteinas (glicoproteinas). Las glicoproteinas inician su ensamblaje a nivel
del lumen, en el interior del reticulo endoplasmico rugoso; posteriormente, son
transportadas a diferentes compartimientos membranosos del reticulo endoplasmico liso y
del aparato de Golgi, hasta alcanzar la superficie celular mediante el aparato vesicular. Este
conglomerado vesicular conduce a las glicoproteinas y otros componentes hacia la pared
celular pasando por la membrana plasmatica; los otros componentes siguen esta via para
integrarse a la pared celular, tanto para la formacion de la espora, como del desarrollo de

micelio %19,

Mecanismo patogénico.

Los hongos entomopatégenos inician su proceso infectivo en los insectos hospederos
cuando las esporas viables son retenidas por contacto en la superficie del integumento,
mientras encuentran un espacio propicio para establecer la asociacion patdgeno-hospedero

(12) v formar los tbulos germinales y a veces el apresorio, que facilitaran la invasion del

hongo (13; 14; 15; 16, 17)

Se ha sugerido que iones divalentes como el Ca™ y el Mg reducen las fuerzas de
repulsion electrostatica de la superficie de la del insecto, por lo que pueden afectar su
hidrofobicidad y promover la adhesion pared celular fungica-cuticula (Figura 2a), creando
condiciones favorables para el establecimiento de la espora y la subsecuente invasién del

hospedero 819,

La germinacion de la espora se inicia con el hinchamiento de la misma, que es favorecido
por una humedad alta (70 % durante 14 horas); la germinacion es disparada por mensajeros
que generalmente son carbohidratos presentes en las proteinas cuticulares del insecto @°.
La hidratacién de la espora es favorecida por la accién antidesecante de su cubierta
mucilaginosa, que ademas funciona como protector ante la presencia de polifenoles toxicos
y enzimas, secretadas por sistema inmune del insecto. Metarhizium anisopliae presenta un
alto contenido de aminopeptidasas e hidrofobina, las cuales favorecen la accion de enzimas
extracelulares sobre la cuticula del insecto. Sin embargo, se han encontrado estearasas y

proteasas en conidias no germinadas, lo que sugiere una modificacién de la superficie
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cuticular previa a la germinacion, ya que durante la hidratacion la espora no solo absorbe

agua, sino también nutrientes @4 2

. Los lipidos que se encuentran en la cuticula de la
mosquita blanca pueden afectar potencialmente la germinacion de la espora como

resultado de su accion fungilitica o fungiestatica, o actuando como una barrera en la matriz

de quitina del exoesqueleto del insecto, previniendo que la espora entre en contacto con los
23)

nutrimentos y se inicie la sefial de disparo de la germinacion

Figura 02. a: Conidias sobre la cuticula de un insecto, b: formacién de apresorio.

Después del hinchamiento de la espora tiene lugar la formacion del tubo germinativo
mediante el proceso de polarizacion tipico del crecimiento apical de los hongos, que
estimula la sintesis de la pared celular. Los iones H* y Ca?* entran en la punta de la hifa a
través de un mecanismo de transporte pasivo y son expulsados por mecanismos
dependientes de energia. Este flujo transcelular permanece constante y mantiene el
desarrollo del tubo germinativo y la formacion del apresorio (Figura 2b), una estructura
especializada formada en el tubo germinativo ™24, El tubo germinativo rastrea y reconoce
la superficie del insecto para la localizacion de sitios receptores, habilitando a la hifa para
la penetracion de la cuticula. El apresorio sirve para el anclaje de la espora y ejerce una

presion hacia el interior del insecto. Paralelamente, el hongo excreta una gran cantidad de
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enzimas entre las que se incluyen proteasas, quitinasas, quitobiasas, lipasas, lipooxigenasas
y otras enzimas hidroliticas, que van degradando la cuticula y proporcionan a su vez

nutrientes al hongo ©.

Una vez dentro del insecto, el hongo prolifera formando cuerpos hifales secundarios, que
se ramifican en la procuticula conformada principalmente de fibrillas lameladas de quitina
embebidas en una matriz proteinica que actla como cubierta fisica protectora ante las
secreciones extracelulares del patdgeno. Posteriormente, los cuerpos hifales se encuentran
con la capa epidérmica y con su respectiva membrana basal y se diseminan a través del
hemocele ™. Asi, invaden diversas estructuras como tejidos musculares, cuerpos grasos,

tubos de Malpighi, mitocondrias, hemocitos, reticulo endoplasmico y membrana nuclear.

Al agotarse los nutrientes, el hongo inicia un crecimiento miceliar invadiendo todos los
organos del hospedero. Finalmente, las hifas penetran la cuticula desde el interior del
insecto y emergen a la superficie iniciando la formacién de esporas cuando la humedad

relativa es adecuada .

Cabe destacar que durante la penetracion del hongo desde la cuticula del insecto hasta el
hemocele, la hifa queda inmersa en proteinas, quitina, lipidos, melanina, difenoles y
carbohidratos; algunos de ellos son nutrimientos pero otros pueden inhibir su crecimiento,
ya que el insecto activa su sistema inmune a través de procesos como la melanizacion,
fagocitosis, nodulacién y encapsulamiento ®®. Sin embargo, los hongos desarrollan una
serie de actividades que les permiten evitar este tipo de defensas, tales como cambios en la

pared celular y produccién de sustancias inmunomodulatorias o toxinas fungicas "

Se ha reportado la produccién de &cido oxalico por Beauveria spp., Lecanicillium
(Verticillium) lecanii, Paecilomyces fumosoroseus y Metarhizium anisopliae % ?%. Este
compuesto ha sido descrito como un factor de virulencia en hongos fitopatdgenos y se ha
sugerido que en el caso de los hongos entomopatdgenos puede ser un elemento que
coadyuve a la solubilizacién de la proteina cuticular “”. También se han reportado toxinas
peptidicas ciclicas y lineales. A las primeras pertenece una familia de péptidos conocidos
como depsipéptidos. EI primer compuesto de esta naturaleza en ser caracterizado fue la
beauvericina, extraida del micelio de Beauveria bassiana ®®. Otro metabolito aislado de B.
bassiana y L. (V.) lecanii, conocido como basiandlido, mostré una fuerte accion insecticida

tanto por ingestion como por inyeccion contra larvas de gusanos ©%.

-20 -



I1. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Localizacion

La investigacion se realizo entre los meses de Noviembre 2007 a abril 2008 en el
Laboratorio del Centro Control Bioldgico del Servicio Nacional de Sanidad Agraria Ate,
Vitarte.

2.2 Cria de Spodoptera frugiperda y Aphis Craccivora

La crianza de Spodoptera frugiperda, se alimenta con una dieta artificial.

Las masas de huevos se colocaron un vasito de plastico con hojas de higuerilla y un trozo
de dieta artificial, el cual se encuentra a una temperatura de 26 °C. Las larvas de los huevos
que eclosionaron a los cuatro dias se colocaron en rejillas individuales con dieta y se

dejaron crecer hasta cumplir los estadios para ser utilizadas en los bioensayos.

Para Aphis Craccivora se usaron las plantas de Alfalfa en terrenos de SENASA. Dejando
El Ciclo de vida Natural en los estadios primarios hasta su concepcion como PULGON.

2.3 Dieta artificial.

Las larvas de Spodoptera frugiperda fueron alimentadas con dieta artificial, la cual se
elaboré de acuerdo al siguiente procedimiento: se hirvieron 6 L de agua destilada y luego
se agregaron los granos de frijol. Se mantuvo por espacio de 45 minutos hasta que
perdieron su dureza, después se escurrio el agua.

Se licuo el frijol, el germen de trigo, la levadura de cerveza y el agar agar con toda el agua
destilada del anterior proceso. (6L)

Se autoclavo por una hora a 15 libras de presion.

Se dejo enfriar por aproximadamente una hora y media dentro de la bolsa (pero que aun
este liquido).

Por un lado de la bolsa se introdujo los otros ingredientes y se agitd bien como para que se
mezclara en forma uniforme, al final se agrego la solucion inhibidora compuesta por Acido

Propi6nico 20 mL, Acido Fosférico 2,10 mL y agua destilada 27 mL.
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Cuadro 02. Proporcion de los ingredientes de la dieta artificial para Spodoptera frugiperda,
CCB-SENASA.

Ingredientes Proporciones

Frijol (9) 200,00 400,00 500,00 800,00
Germen de trigo (g) 79,20 158,40 198,00 316,80
Levadura de cerveza (g) 50,60 101,20 126,50 202,40
Acido sorbico 1,64 3,28 4,10 6,56
Acido ascérbico (mL) 5,00 10,00 12,50 20,00
Nipagyn (mL) 3,16 6,32 7,90 12,64
Agar agar (g) 22,00 44,00 55,00 88,00
Formol 37,00 % (mL) 5,00 10,00 12,50 20,00
Solucién inhibidora (mL) 5,00 10,00 12,50 20,00
Agua destilada (L) 1,17 2,34 2,93 4,68

Referencia: Propia

2.4 Muestra Bioldgica

El producto de Bauveria bassiana CBLE-265, cepa aislada de Hypothenemus hampei
“Broca del café” fue producida comercialmente por la SCB-SENASA, se obtuvieron tres
lotes de produccién los cuales fueron analizados y procesados en el laboratorio de SCB-
SENASA.

2.5 Control de calidad

Se determinaron la concentracion, viabilidad, pureza.

2.5.1 Concentracion.

Fundamento:

Permite conocer el nimero de conidias en 1 gramo de arroz de hongo B. bassiana.

Procedimiento:

De cada lote de produccion del hongo Bauveria bassiana, se tomaron pequefias muestras
en frasquitos de baquelita, hasta 1 g del producto y se colocaron en 10 mL de agua
destilada estéril con 0,10 % de Tween 80 y se denominaron suspension inicial o tubo

inicial (suspension de 1 g del producto en 10 mL = volumen inicial = 10°).
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Se agitd en un vortex por 1 minuto.
Se realizaron diluciones tomando 1 mL del tubo inicial y colocar en otro tubo conteniendo

9 mL de agua (10'Y), se continué el procedimiento hasta obtener una dilucién de (107%).

De la dilucién 107, con la ayuda de una pipeta Pasteur, se llené la camara de Neubauer con
la suspension de conidias y se cubrio con un cubre-objetos.

Luego con la ayuda de un microscopio con el objetivo 40X contabilizar el nimero de
conidias del hongo benéfico en cada recamara y anotar; repetir el conteo como minimo 2

Veces.

Para estandarizar la metodologia, se contd 4 veces por muestra y se anoto los datos. Para

determinar la concentracion del nimero de conidias se utilizo la siguiente férmula:

Concentracion conidias (mL) del tubo inicial = X * Factor /5*ID .......... 0]

Concentracion conidias (g) del tubo inicial = X * Factor /5 * ID * ViPm .... (ii)

Donde:

X = Promedio de conidias contadas

Factor =5 x 10™

5 = N° cuadraditos contados en el cuadrante central “E”
ID = Inversa de la dilucion empleada (mL)

Vi = Volumen inicial (10 mL agua)

Pm = Peso de la muestra (1 gramo del producto)

2.5.2 Viabilidad.

Fundamento:
Permite conocer el porcentaje de esporas vivas de hongo Bauveria bassiana en 1 g de

arroz.

Procedimiento:
Para medir la viabilidad de las esporas de B. bassiana, se colocd 1 g de las esporas en

tubos conteniendo 10 mL de agua destilada estéril con 0,10 % de Tween 80, luego realizar
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diluciones hasta 10, y se dejaron hidratar por 6 horas. En una placa petri conteniendo el
medio PDA se colocd 1 pL de la dilucion, con un asa de Holen extendiendo por toda la
placa. Después de 18 horas de incubacion, se adicion0 a la placa una gota de azul de
lactofenol en tres puntos distintos, seguidamente se coloc6 un cubre objetos en cada punto,
luego con la ayuda de un microscopio (40x ocular) y un contémetro se contabilizd las
esporas germinadas y no germinadas, se contd como minimo 100 conidias por cada punto

de la placa.

El porcentaje de germinacion se calculd con la siguiente formula:

g
% Germinacion de esporas = --------------------- x 100

G+ng

g = nimero de conidias germinadas
ng = numero de conidias no germinadas

2.5.3 Pureza.

Fundamento:
Permite conocer si el producto final es puro o tiene contaminantes en 1 g de arroz de hongo

B. bassiana.

Procedimiento:

Se pes6 1 g del producto final, y se colocd en un tubo conteniendo 10 mL de agua
destilada estéril mas 0,10 % de Tween 80, se agitd en un vortex por un minuto, luego se
tomd 1 mL y se puso a un tubo que contenga 9 mL de agua destilada estéril mas 0,10 % de
Tween 80, se realizd este proceso hasta obtener una dilucién de 10°°, luego se tomé 200 pL
de cada dilucion y se sembro en placas petri conteniendo medio PDA, con un asa de Holer
se homogenizé la solucion por toda la placa, para cada dilucion se preparé 3 placas. Se
incub6 a temperatura de 25 +/- 2 °C por espacio de 3 a 5 dias, luego de los cuales se
observaron y registraron los datos, comenzando con el conteo del nimero de colonias
presentes en la placa con la dilucién 10 y se estimé el porcentaje del hongo B. bassiana,

bacterias y levaduras, presentes mediante la siguiente formula:

UFC he
% Pureza = ----------=-=--m-m-m--- x 100
UFCt
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UFC he = Unidades formadoras de colonias del hongo evaluado
UFC t = Unidades formadoras de colonias totales

2.6 Bioensayo de linea de base - Patogenicidad.

Fundamento:
Permite conocer la agresividad de causar muerte en corto tiempo al insecto a la dosis

comercial del producto final.

Procedimiento:

Las esporas del hongo B. bassiana CBLE-265, fueron hidratadas por 18 horas luego se
aplicaron sobre larvas de ler, 2do y 3er estadio de Spodoptera frugiperda, las cuales
fueron colocadas individualmente en vasos descartables con alimento de dieta a base de
frijol, se agruparon los vasos en grupos de 40 individuos, obteniéndose 3 grupos de 40
individuos cada grupo, cada vaso fue una unidad experimental y cada grupo fue una
repeticion.

Asi como la aplicacién sobre ninfas y adultos de Aphis craccivora, que fueron alimentadas
con plantas de alfalfa colocados en jaulas. Asi mismo dentro de la jaula se coloc6 3
maceteros conteniendo 40 pulgones en cada macetero con plantas de alfalfa. Cada

macetero fue una unidad experimental y cada jaula fue una repeticion.

Se utiliz6 una concentracién de 7,00 x 10° conidias/g y luego se asperjaron con
atomizadores manuales a las dos plagas en estudio.

2.6.1 Determinacioén de la concentracion letal al 50 % (CL50) y concentracién letal al
90 % (CL90).

Para determinar la dosis necesaria para matar el 50 % y 90 % de la poblacion larval de
Spodoptera frugiperda (CL50 y CL90), se evaluaron seis concentraciones de la solucién
conidial (1,00 x 10" 1,50 x 10™; 1,00 x 10%; 1,00 x 10%; 1,00 x 10% 1,00 x 10°
conidias/mL) y un testigo (sin tratamiento). Para cada tratamiento se utilizé 60 larvas del
primer, segundo y tercer estadio larval, agrupadas en 3 grupos de 20 larvas colocadas

individualmente en 20 vasos con dieta a base de frijol.
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La evaluacion se realizé diariamente durante 7 dias, registrandose la mortalidad diaria.
Utilizando la misma cepa de B. bassiana, se determind la dosis necesaria para matar el
50 % y 90 % de la poblacion de ninfas y adultos de Aphis craccivora (CL50 y CL90), se
evalué seis concentraciones de la solucién conidial (1,00 x 10'%; 1,50 x 10**; 1,00 x 10*:;
1,00 x 10", 1,00 x 10% 1,00 x 10 conidias/mL) y un testigo (sin tratamiento). Para cada
tratamiento se utilizé 60 individuos de ninfas de pulgdn, agrupadas en 3 grupos de 60
pulgones colocados sobre maceteros con planta de habas de las cuales se alimentaron, cada
macetero fue una unidad experimental y cada jaula fue una repeticion. La evaluacion se
realiz6 diariamente durante 7 dias, registrandose la mortalidad diaria.

Las larvas y ninfas muertas se Spodoptera frugiperda y Aphis craccivora respectivamente
fueron colocadas en camaras humedas para observar el crecimiento del micelio y se
verificd la muerte si fue por el hongo aplicado (B. bassiana).

El disefio fue completado al azar, se realizd un andlisis de varianza al porcentaje de
mortalidad total y micosis, los cuales fueron transformados previamente al arcsen (x) Y2,
los promedios se compararon mediante el analisis Waller y Duncan (p<0.05). Con los
datos de mortalidad diaria se determinaron el TL50 y sus limites de confianza, mediante el
andlisis de Probit. Los datos de mortalidad acumulada de cada concentracion fueron
corregidos mediante la formula de Abbott, determinandose la CL50 y la CL90 y sus limites

de confianza respectivos mediante el analisis de Probit.

2.6.2 Determinacion del tiempo letal medio (TL50) de las (CL50) y CL90).

Este pardmetro nos permitié calcular el tiempo necesario para matar el 50 % de la
poblacion larval de Spodoptera frugiperda y ninfas de Aphis craccivora con la CL50 y la
CL90 del hongo B. bassiana. La metodologia fue similar al anterior ensayo. Para cada
tratamiento se utiliz6 360 larvas de Spodoptera frugiperda agrupadas en 3 grupos o
repeticiones de 20 larvas individualizadas en vasos descartables. Asi mismo, se utiliz6 60
individuos ninfas del pulgén, agrupadas en 3 grupos de 60 pulgones colocados sobre
maceteros con planta de habas, cada macetero fue una unidad experimental y cada jaula
fue una repeticién. Cada uno de ellos fue evaluado por 12 a 15 dias registrandose la
mortalidad. Mediante la prueba de proporciones Z se comparoé el porcentaje de mortalidad.
Con los datos acumulados diariamente se determinaron el TL50 para cada CL50 y CL90;

y sus respectivos limites de confianza mediante el andlisis de Probit.
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I11. RESULTADOS

3.1 Tamafo de muestra.

Se tomaron tres lotes de produccion en distintas periodos del ensayo un aproximado
500 g cada vez del producto final de Bauveria bassiana CBLE-265 cepa aislado de
Hypothenemus hampei “Broca del café”, Lote (Diciembre 2007), Lote (Enero 2008) y Lote
(Marzo 2008).

3.2 Control de calidad.

Cuadro 03. Porcentaje de viabilidad y pureza de lotes de B. bassiana CBLE-265

Cepa comercial de Concentraciéon  Porcentaje de  Porcentaje
Beauveria bassiana (conidias/g de Viabilidad de pureza
arroz) (%) (%)
Lote (Diciembre 2007) B. bassiana 2,01 x 10 100 100
CBLE - 265
Lote (Enero 2008) B. bassiana 2,05 x 10% 100 100
CBLE - 265
Lote (Marzo 2008) B. bassiana 2,02 x 10% 100 100
CBLE - 265

Referencia: Propia

3.3 Patogenicidad y virulencia.

Cuadro 04. Determinacién de la frecuencia y porcentaje de patogenicidad y virulencia de
B. bassiana sobre S. frugiperda

Concentracion Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3
(conidias/g) Frecuencia  Porcentaje Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje
7x10° 0 0 0 0 0 0

Referencia: Propia
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3.3.1 Concentracion Letal al 50 % (CL50) y Concentracion Letal al 90 % (CL90) de
B. bassiana CBLE-265

Cuadro 05. Valores estimados de las concentraciones del estadio 1 y 2 segun analisis

probit
Concentracion Estadio
letal Estadio 1 Estadio 2
CL50 1,90 x 10 7,90 x 10%
(1,01 x 10*: 3,50 x 10°%) (2,30 x 10*%; 2,40 x 10°%)
CL90 2,30 x 10* 9,10 x 10*
(1,70 x 10%%; 1,90 x 10™) (3,80 x 10%%; 1,30 x 107)

Referencia: Propia

Los datos de mortalidad de las larvas del bioensayo, colectados fueron analizados en el
programa Probit %,

Cuadro 06. Mortalidad de larvas de Spodoptera frugiperda por nivel de

concentracion segun los estadios.

Concentracién Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3
conidias/g Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje
(%) (%) (%)
1,00 x 10*? 31de72 43,06 25de 72 34,72 0de72 0,00
1,50 x 10* 26 de 72 36,11 19 de 72 26,40 0de 72 0,00
1,00 x 10* 20 de 72 27,78 14 de 72 19,40 0de 72 0,00
1,00 x 10*° 12 de 72 16,67 8de72 11,10 0de72 0,00
1,00 x 10° 0de72 0,00 0de72 0,00 0de 72 0,00
Testigo 0de72 0,00 0de72 0,00 0de 72 0,00

Total : 72 casos por concentracion

Referencia: Propia

-28 -



45+

40

351

30

25+

20

15+

10+

Porcentaje de mortalidad de S. frugiperda

O Estadio | @ Estadio I 43.06

36.11 34.72

19.4

16.67

111

00 0 O
I

Testigo 1,00x10° 1,00x10%° 1,00x10" 1,50 x 10" 1,00x10*

Concentracion (conidias/g)

Figura 03. Porcentaje de muerte de Spodoptera frugiperda por efecto de B. bassiana.

3.3.2 Determinacion del tiempo letal medio (TL50) de las (CL50) y (CL90) del hongo
B. bassiana CBLE-265.
Cuadro 07. Tiempo de mortalidad de la poblacion de S. frugiperda afectada por B.

bassiana

Concentracion

conidias/g

1,00 x 10%°

1,00 x 10%

1,50 x 10!

1,00 x 10%?

Valores de tiempo de muerte promedio de Spodoptera frugiperda

(Dias)
50 % 90 %

Estadio 1 Estadio 2 Estadio 1 Estadio 2
15,90 16,50 20,80 20,40
(12,50 ; 20,80) (13,14 ; 21,11) (15,94 ; 29,55) (16,62 ; 29,81)
15,20 17,01 22,10 22,90
(14,62 ; 20,49) (14,44 ; 20,28) (19,06 ; 31,66) (18,87 ; 32,46)
16,80 16,70 22,90 23,70
(14,26 ; 20,68) (14,89 ; 23,99) (18,61 ; 30,66) (19.24 ; 32,96)
17,30 21,70 21,50 25,90

(16,59 ; 20,67)

(15,98 ; 29,07)

(19,52 : 31,46)

(24,915 ; 35,36)

Referencia: Propia
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Cuadro 08. Estudio del efecto de B. bassiana CBLE-265 sobre Aphis craccivora.

Concentracion N° ninfas enfermas/6-9
o N° pulgones N° Macetas ]
Conidias/g dias
1,00 x 10* 164 3 0
1,00 x 10%° 163 3 0
1,00 x 10° 163 3 0
Testigo 165 3 0

Referencia: Propia
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IV. DISCUSION

Las muestras analizadas de los distintos lotes de produccion de la cepa de B. bassiana
CBLE-265 del laboratorio de hongos entomopatégenos de la SCB-SENASA, estuvieron

disponibles y fueron representativas para ejecutar la investigacion.

Segun el Cuadro 03, el control de calidad de cada lote de la cepa utilizada indicaron que
los porcentajes de viabilidad y de pureza fue de 100 % con una concentracién de 2,00 x
10" conidias/g., esto garantizé que el producto utilizado presentd en control de calidad
adecuado, demostrando no presentar inconvenientes para ser analizadas frente a la plaga.
El analisis de control de calidad de los lotes de produccion del hongo entomopatégeno fue
estable en las distintas fechas de produccion. Asi mismo, en los tratamientos testigo no se
observd mortalidad por los hongos, por lo tanto no fue necesario corregir los valores de

mortalidad de los tratamientos con la cepa estudiada.

Segln el Cuadro 04, a la dosis de 7,00 x 10° conidias/gramo, concentracién recomendada
de B. bassiana para el control de insectos plaga, no tuvo ningun efecto sobre los primeros
estadios larvales de S. frugiperda, cabe indicar los primeros estadios larvales son los
estadios mas susceptibles para su control ya sea con producto biolégico con Bacillus
thurigensis ¢ un insecticida quimico. Por lo que la cepa no es adecuada para la plaga S.
frugiperda. Sin embargo cepas de B. bassiana (BAZAM®) para S. frugiperda lograron una
mortalidad de 90 % con la concentracién de 7,00 x 108 conidias/g ®?, esto se debe a que la
cepa utilizado es mas patogénica y virulenta a S. frugiperda, con menor unidades
formadores de colonia tuvo una mayor mortalidad que los resultados obtenidos por ©2). El
substrato o insecto en el cual se reactiva el hongo entomopatdgeno influye mucho en la
virulencia hacia la plaga ®¥; cabe mencionar que la cepa B. bassiana CBLE-265 no fue
reactivada en S. frugiperda; mientras que la cepa de B. bassiana (BAZAM®) fue

reactivada para S. frugiperda ©.

Segun el Cuadro 05, los datos de mortalidad de las larvas del bioensayo, colectados fueron
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analizados en el programa Probit **”, y fueron encontrados los valores para cada estadio

larval.
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Para estadio I, el valor del CL50 fue de 1,90 x 10?* conidias/g entre el rango de 1,01 x 10*°
y 3,50 x 10°* conidias/g y el valor del CL90 fue de 2,30 x 10% conidias/g entre el rango de
1,70 x 10% y 1,90 x 10" conidias/g.

Para estadio 11, el valor del CL50 fue de 7,90 x 10%* conidias/g entre el rango de 2,30 x
10"y 2,40 x 10°* conidias/g y el valor del CL90 fue de 9,10 x 10* conidias/g entre el
rango de 3,80 x 10®y 1,30 x 10” conidias/g. Las concentraciones en estudio de B.
bassiana para causar la muerte en las larvas de los primeros estadios de S. frugiperda
tienden a ser muy altas tanto en la CL50 como en la CL90, por lo que se concluye que la
cepa utilizada no es adecuada para el control de la plaga, no teniendo un efecto
significativo. La cepa de B. bassiana BAZAM presento la CL50 a la concentracion de
7,00 x 10° conidias/g, debido a que la cepa es mas virulenta y patogénica ©.

En el Cuadro 05, se observa que las concentraciones tienden a ser muy altas segun los
estadios para causar la muerte en las larvas, tanto en el CL50 como en el CL90, por lo que
se concluye que la cepa utilizada por SENASA no es adecuada para el control de la plaga,
no teniendo un efecto significativo, esto posiblemente se debe a que la cepa proviene de la
plaga broca del café y no de S. frugiperda y por no presentar la capacidad patogénica a la
plaga S. frugiperda. Estos resultados plantean la necesidad de utilizar concentraciones muy
altas de hongos en campo para obtener niveles dptimos de control o cambio de cepa

adecuada para su uso sobre esta plaga.

Segun el Cuadro 06 y la Figura 03, se observa que en el estadio I; el 43,06 % causo la
muerte a las larvas de S. frugiperda bajo una concentracién de 1,0 x 10" conidias/g, asf
mismo se aprecia que el 36,11 % de muerte en las larvas de insecto S. frugiperda bajo una
concentracion 1,50 x 10! conidias/g el 27,78 % causo la muerte a las larvas del estadio |
de S. frugiperda bajo una concentracion de 1,00 x 10** conidias/g, asimismo se aprecia que
el 16,67 % de muerte en las larvas de los insectos plagas bajo una concentracién 1,00 x
10" conidias/g, mientras a concentraciones de 1,00 x 10° conidias/g no causo la muerte de
las larvas del estadio I. Las larvas vivas tuvieron un crecimiento normal y llegaron a ser a
adultos.

En el estadio |1 se observa, la concentracion de de 1,00 x 10*? causo la muerte del 34,72 %
de larvas de S. frugiperda, asimismo se aprecia que el 26,40 % de muerte en las larvas del
insecto plaga bajo una concentracién 1,50 x 10™ conidias/g, el 19,40 % causo la muerte a
las larvas bajo una concentracién de 1,00 x 10* conidias/g, mientras que el 11,10 % de
muerte en las larvas se aprecia bajo una concentracién 1,00 x 10" conidias/g, y la
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concentracion de 1,00 x 10° conidias/g no causé muerte a las larvas del estadio Il de S.
frugiperda, las larvas vivas tuvieron un crecimiento normal y llegaron a ser adultos.

Los estudios realizados con hongos B. bassiana a la concentracion de 2,00 x 10°
conidias/mL, obtuvo una gran variabilidad en la patogenicidad y virulencia de 79 cepas
analizadas, se determino que solo 18 cepas superaron el 80 % de mortalidad, 7 cepas
menor de 20 % de mortalidad y 8 cepas presentaron 0 % de mortalidad ©®; A Ia
concentracién de 1,00 x 107 conidias/mL encontré la mortalidad del 40 % ©¥. Mientras
otros estudios determinaron porcentajes de mortalidad de S. frugiperda con 4 cepas de B.
bassiana del orden de 70 % en concentraciones elevadas de 1,0x10° conidias/mL ©®.

En cuanto al estadio 111, ninguna de las concentraciones estudiadas ocasiond la muerte de
las larvas de S. frugiperda. Similarmente la concentracién 7,00 x 10° conidias/g estudiado
no causo la muerte de larvas del estadio I, 1l y Ill. Igualmente no lograron buenos
resultados con una cepa de B. bassiana la concentracion de 1,00 x 10° conidias/mL 6 1,00

x 10% conidias/g ©*, debido a la baja virulencia de la cepa.

En el Cuadro 07, se observa que la cepa estudiada de B. bassiana requiere mucho tiempo
para causar la muerte en las larvas de diferentes estadios en CL50 y en CL90. Para
encontrar la muerte de CL50 se necesita entre los 15,9 a 17,3 dias para los primeros
estadios larvales, y para encontrar la muerte de CL90 se necesita entre 20,4 a 25,9 dias

para el segundo estadio a las concentraciones estudiadas.

Estos resultados plantean la necesidad de buscar aislamientos 6 cepas mas patogénicas para

ser utilizados en el campo para obtener niveles éptimos de control.

En el cuadro 08, se observa que las diferentes concentraciones de la cepa B. bassiana
CBLE-265 1,00 x 10%onidias/g, 1,00 x 10 conidias/g y 1,00 x 10*'conidias/g, no
presentaron efectos sobre las ninfas de Aphis craccivora, debido a que la cepa no es
adecuada para causar la muerte de esta plaga, por no presentar patogenicidad a la plaga. No
hay reportes de investigacion de B. bassiana sobre A. craccivora.
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V. CONCLUSIONES

Para Spodoptera frugiperda estadio I, el valor del CL50 fue de 1,90 x 10*
conidias/g y el valor del CL90 fue de 2,30 x 10*! conidias/g, para estadio II, el
valor del CL50 fue de 7,90 x 10* conidias/g y el valor del CL90 fue de 9,10 x 10%
conidias/g. Para el estadio I1I, no se encontro letalidad con la cepa estudiada. Las
concentraciones en estudio de B. bassiana para causar la muerte en las larvas de los
primeros estadios de S. frugiperda parecen ser muy altas, dicha concentracion y
viabilidad debe ser estudiada en un estudios complementario al presentado

La cepa estudiada de Bauveria. bassiana requiere mucho tiempo para causar la
muerte en las larvas de diferentes estadios en CL50 y en CL90, por lo que se
concluye que la cepa B. bassiana CBLE-265 no es patogénico para el control de la

plaga Spodoptera frugiperda, en las concentraciones estudiadas en este estudio.

Las diferentes concentraciones de la cepa B. bassiana CBLE-265 1,00 x 10°
conidias/g, 1,00 x 10" conidias/g y 1,00 x 10" conidias/g, no presentaron efectos
sobre las ninfas de Aphis craccivora, debido a que la cepa no es patogenica para

causar la muerte de esta plaga.
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VI. RECOMENDACIONES

Estos resultados plantean la necesidad de buscar aislamientos 6 cepas mas
patogénicas para ser utilizadas en el campo y asi obtener niveles dptimos de

control.

Se recomienda seguir realizando estudios similares con nuevas cepas para el

control de Aphis craccivora.
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VIl. ANEXOS

Anexo 01. Resultados del modelo PROBIT para el Tiempo de muerte promedio del

estadio 1 y I1.

SUPUESTOS:

1.- Prueba de BONDAD de ajuste

Hipotesis:

Ho: El modelo PROBIT es adecuado a los datos

Hi: El modelo PROBIT no es adecuado a los datos

Nivel de significacién a= 0,05

Estadistico de prueba

CHI-SQUARE TESTS

Chi-Square  df P

PROBIT  Pearson Goodness-of-Fit Test 1,00 x 10% 37,31 141 1,00

conidias/g

PROBIT  Pearson Goodness-of-Fit Test 1,00 x 10™ 22,81 141 1,00
conidias/g

PROBIT  Pearson Goodness-of-Fit Test 1,50 x 10™* 70,35 141 1,00

conidias/g

PROBIT  Pearson Goodness-of-Fit Test 1,00 x 10% 128,55 141 0,77

conidias/g

Referencia: Propia
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Regla de decision:

Si P <0,05 rechazar Ho
Si P > 0,05 aceptar Ho

Conclusion:
Puesto que P-valor > 0,05 Se acepta Ho
Es decir el modelo PROBIT es adecuado a los datos.

2.- Prueba de PARALELISMO

Hipdtesis:

Ho: Las rectas son paralelas (las rectas que establecen los dos grupos reduce su confianza)

H1: Las rectas no son paralelas (las rectas que establecen los dos grupos no reduce su

confianza)

Nivel de Significancia: 0=0.05

Estadistico de prueba

CHI-SQUARE TESTS

PROBIT Chi-Square df Sig.
Paralelismo Test 1,00 x 10" 1,42 0,23
conidias/g
Paralelismo Test 1,00 x 10"  1,00E-08 1,00
conidias/g
Paralelismo Test 1,50 x 10"  1,00E-08 1,00
conidias/g
Paralelismo Test 1,00 x 10% 1,93 0,17
conidias/g

Referencia: Propia

-37-



Regla de decision:

Si P < 0,05 rechazar Ho
Si P > 0,05 aceptar Ho

Conclusion:
Puesto que P=0,00 < 0,05 rechazar Ho
Es decir las rectas no son paralelas (las rectas que establecen los dos grupos no reduce su

confianza)
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Anexo 02. Resultados del modelo PROBIT para la determinacion de CL50y CL90

SUPUESTOS:

1.- Prueba de BONDAD de ajuste

Chi-Square df P
PROBIT Pearson Goodness-of-Fit Test 120.06 573 0,06

p-valor < 0,05 “Significativo”

Los datos se ajustan a un modelo probit.

2.- Prueba de PARALELISMO

Chi-Square df Sig.

PROBIT Paralelismo Test 1,00E-08 1 1,00

p-valor < 0,05 “Significativo”
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Anexo 03. Transformacion del modelo PROBIT

5
0.0 1 o
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Anexo 04. Parametros del modelo PROBIT TRANSFORMADO

Parameter Estimates (PROBIT model: (PROBIT(p)) = Intercept + BX):

Regression Coeff. Standard Error  Coeff./S.E.
Concentracion 0,18161 0,04315 4,20844

Intercept Standard Error Intercept/S.E. FACTOR
-4,41309 0,48607 -9,07909 1
-4,52245 0,48706 -9,28524 2
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