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RESUMEN

Suazo, O. 2008. Optimizacion de los parametros de aplicacion de Heterorhabditis
bacteriophora para el control de Spodoptera frugiperda en cultivo de maiz en condiciones
de campo, Zamorano, Honduras. Proyecto de graduacion del programa de Ingenieria
Agronomica, Escuela Agricola Panamericana, Zamorano. Honduras. 18 p.

Los nematodos entomopatdgenos tienen un amplio rango de hospedantes. La especie
Heterorhabditis bacteriophora es un entomopatdogeno obligado, de estadio juvenil
infectivo. El objetivo fue optimizar los pardmetros de aplicacion de H. bacteriophora para
el control de Spodoptera frugiperda en maiz, realizando ensayos para determinar el efecto
del pH, filtros y boquillas sobre la sobrevivencia del nematodo. Fue realizado de julio a
septiembre de 2008. Para medir el efecto del pH se regul6 el pH del agua usando 4cido
clorhidrico para los pH acidos (4.0 - 6.5) e hidréxido de potasio para los alcalinos (7.5 —
9.0). Se realiz6 un conteo antes de exponer los nematodos a los diferentes pH y
posteriormente a las 5, 10, 24 y 48 horas. La mortalidad fue de 22% en pH neutro, 51% a
pH 4.0 y 52% a pH 9.0. Para el ensayo de presion (30, 60 y 110 psi.) y boquillas (abanico
plano y cono hueco), se contaron a 1 y 5 horas posterior a la exposicion obteniendo la
menor mortalidad (14%) con la boquilla de cono hueco (Teejet txvs — 12) a presion de 30
psi y el porcentaje de mortalidad mayor con abanico plano (Teejet 11004) a 110 psi de
(20%). En el ensayo para medir el efecto de filtros de tipo ranurado, 50 y 100 mesh,
muestreando a 10 minutos y 2 horas posterior a la aplicacion, con el filtro de 100 mesh
solo paso el 50% de los nematodos de la concentracion inicial, con los ranurados pasé
87% y con filtros de 50 mesh pas6 96% de la concentracion inicial. En campo resultd
efectiva la dosis de 90 millones de nematodos por hectarea con 100% de control.

Palabras clave: Entomopatdgeno, hospedantes, juvenil infectivo, nematodo.
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INTRODUCCION

El uso de agroquimicos para el control de plagas representa una fuerte inversion. Sin
embargo, las tendencias actuales conducen a la busqueda de alternativas para el control de
plagas debido al alto costo de los quimicos y a la presion del mercado que demanda cada
vez mas, productos con menos agroquimicos y que disminuyan la contaminacion al
ambiente.

El nematodo la especie H. bacteriophora es un entomopatéogeno obligado, de estadio
juvenil infectivo. Con doble cuticula y en la cabeza con una especie de armadura (diente,
protuberancia o espina) en el lado dorsal. Las hembras jovenes pueden ser hermafroditas o
normales, los machos sélo se producen en la generacion de fertilizacion cruzada y tienen
bursa. Tienen una generacion hermafrodita inicial seguida por otra de fertilizacion normal
dentro del hospedante (Fernandez et al. s.t.)

Una vez en el cuerpo del hospedante, los nematodos liberan bacterias que conviven en
simbiosis con ellos, que transforman el tejido corporal de la larva en una sustancia facil de
asimilar por los nematodos. Estos se multiplican en el caddver, cuando éste se deshace y
una nueva generacion de nematodos se extienden por el substrato en busca de nuevas
presas (Biobest s.f.)

S. frugiperda puede atacar alrededor de 60 cultivos y malezas, pero tiene mayor
importancia en maiz, sorgo, arroz, pastos y muchos cultivos horticolas. Es una plaga clave
en las gramineas como masticador del tejido vegetal. La larva puede
comportarse como raspador durante los primeros tres estadios, alimentandose de la
epidermis de las hojas, lo que ocasiona un dafio de ventanilla. En los ltimos estadios, las
larvas se introducen en el cogollo causando dafios a las hojas tiernas que luego resultan en
hojas con agujeros de tamafio y forma irregular. En infestaciones severas puede destruir el
cogollo (Trabanino 1998).

El objetivo del experimento fue optimizar los pardmetros de aplicacion de H.
bacteriophora para el control de S. frugiperda en el cultivo de maiz.



MATERIALES Y METODOS.

El experimento se realizo a partir de julio de 2008 en La Escuela Agricola Panamericana,
Zamorano, Honduras, a 30 km al Este de Tegucigalpa, Departamento de Francisco
Morazéan, Honduras. La misma se encuentra a 800 msnm, con una temperatura promedio
anual de 24 °C y una precipitacion anual de 1,100 mm.

El ensayo se dividio en dos fases, una de laboratorio donde se evaluo la sobrevivencia del
nematodo a pH de 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, y 9.0, a presién de
aplicacion de 30, 60 y 110 psi, con boquillas de cono hueco (Teejet txvs — 12) y abanico
plano (Teejet 11004) y filtros ranurados, 50 y 100. Tomando en cuenta los resultados
obtenidos en los ensayos de laboratorio se realizé en campo un ensayo para evaluar dosis
de 12, 25, 50 y 90 millones de nematodos/hectarea.

Los nematodos se obtuvieron del pie de cria del Laboratorio de Control Bioldgico de la
Escuela Agricola Panamericana, donde fueron reproducidos y acondicionados para cada
uno de los ensayos. La dosificacion y los conteos de control de cada tratamiento fueron
realizados igualmente en el laboratorio de control biologico.

Efecto del pH del agua sobre la sobrevivencia de H. bacteriophora

En este ensayo se analizaron once tratamientos que consistieron en una concentracion de
100 nematodos por mililitro sumergidos en agua a pH de 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0,
7.5, 8.0, 8.5 y 9.0. Se realizaron conteos de cada tratamiento a 1, 12, 24 y 48 horas
posteriores a la exposicion de los nematodos a los diferentes pH, contabilizando en un
estereoscopio el nimero de nematodos presentes vivos y muertos por cada ml de solucion.

El pH del agua se reguld utilizando hidroxido de sodio para pH alcalinos y acido
clorhidrico para pH acido, tomando lecturas periddicamente mediante un medidor de pH.

La variable que se evaluo fue el porcentaje de mortalidad de H. bacteriophora. Se us6 un
disefio competo al azar (DCA) con 11 tratamientos y cinco repeticiones con una
separacion de medias mediante la prueba Tukey, con P < 0.05, mediante el programa
estadistico SAS.



Efecto de la cantidad de in6culo utilizado para colonizar larvas de S. frugiperda

Se evaluaron dosis de 0, 25, 50, 100, 200 y 400 nematodos por larva de S. frugiperda de
tercer estadio. En el ensayo se evaluaron seis tratamientos con seis repeticiones.

Para cada tratamiento se colocaron cinco larvas de S. frugiperda en vasitos de dieta de 1
onza con interior cubierto con papel filtro, a las cuales se les aplico la concentracion de H.
bacteriophora correspondiente. Los vasitos se dejaron en observacion para muestrear
diariamente y contabilizar las larvas muertas, se disectaron las larvas muertas al
estereoscopio para comprobar la presencia de H. bacteriophora en el interior de las larvas
muertas.

La variable que se evalud fue el porcentaje de mortalidad de H. bacteriophora. Los datos
se analizaron mediante un disefio completo al azar (DCA), con una prueba Duncan para
separacion de medias con P<0.05, utilizando el programa statistical analysis system
(SAS).

Presion de aplicacion y tipo de boquilla

Este ensayo consistio en someter los nematodos a presiones de 30, 60 y 110 libras por
pulgada cuadrada (psi) en combinacion con boquillas de abanico plano (Teejet 11004) y
cono hueco (Teejet txvs — 12). Se evaluaron 7 tratamientos, con cinco repeticiones. La
concentracion inicial de nematodos fue contada en un estereoscopio. La regulacion de
presion y la rotacion de boquillas se realiz6 con un boom agricola en la unidad de
servicios agricolas.

El boom contdé con mandmetros para medir las presiones de aplicacion y dos juegos de
boquillas para el experimento. La aplicacion de cada tratamiento se realizd sobre un
recipiente plastico, posteriormente se cuantificaron los nematodos vivos y muertos a una y
cinco horas posteriores a la aplicacion. La variable evaluada fue el porcentaje de
mortalidad de H. bacteriophora.

Los datos se analizaron mediante un disefio completo al azar (DCA), con una prueba
Duncan para separacion de medias con P<0.05, utilizando el programa statistical analysis
system (SAS).

El testigo fue tomado directamente de la solucién dentro del boom sin ser sometidos ni a
la presion de aplicacion ni a las boquillas. La concentracion inicial de nematodos fue de 23
nematodos/ml.



Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos del ensayo de boquillas y presion de aplicacion
sobre H. bacteriophora.

Tratamiento Presion (psi) Boquilla
P30 - ap 30 abanico plano®
P30 - ch 30 cono hueco¥
P60 - ap 60 abanico plano
P60 - ch 60 cono hueco
P110 -ap 110 abanico plano
P110 -ch 110 cono hueco
Testigo 0 Sin boquilla

° La boquilla de abanico plano Teejet 11004
¥ Boquilla cono hueco Teejet txvs- 12

Ensayo efecto de filtros sobre H. bacteriophora a la aplicacion

Se usaron filtros de 50 y 100 mesh, filtros ranurados y un testigo que se tomo aplicando la
solucién sin ningun filtro a la salida de la bomba. La aplicacion se hizo con agua con una
concentracion de 59 nematodos por mililitro, a una presion de 30 psi y un pH de 6.5 — 7.0
variando exclusivamente los filtros.

Se realiz6 un conteo pre-aplicacion y uno pos-aplicacion para determinar el porcentaje de
nematodos vivos y su viabilidad luego de la aplicacion asi como la cantidad de nematodos
filtrados.

Las variables que se evaluaron fueron el porcentaje de mortalidad de H. bacteriophora y
la cantidad de nematodos filtrados. La aplicacion se realizé utilizando una bomba de
mochila de 16 L y una presion de 30 psi.

Los datos se analizaron mediante un disefio completo al azar (DCA) con cuatro
tratamientos y cinco repeticiones, separacion de medias mediante una prueba Duncan con
P <0.05, utilizando el programa statistical analysis system (SAS).

Evaluacion en campo del efecto de H. bacteriophora aplicado a larvas de S. frugiperda
en el cultivo de maiz

Este ensayo se realiz6 en los invernaderos de produccion de parasitoides de la Escuela
Agricola Panamericana. Con una temperatura en el interior de 28° y una humedad relativa
de 75%.

Se sembraron 150 plantas de maiz de la variedad Guayape en bolsas plasticas de 40 cm de
ancho y 30 cm de alto llenas con medio de cultivo compuesto de 3 partes de tierra, 1 parte
de arena y 1 parte de casulla. Para cada tratamiento se tomaron 50 plantas elegidas al azar.

El maiz fue inoculado artificialmente en un invernadero con larvas de S. frugiperda en
tercer estadio larval a razon de una larva por planta. Las larvas se dejaron por a un periodo
de 36 horas hasta que el dafio fue facilmente visible antes de la aplicacion.



Los nematodos se aplicaron con una bomba de mochila con capacidad de 16 L equipada
con un filtro ranurado, una boquilla de cono hueco (Teejet txvs — 12), a una presion de 30
psiyunpH de 6.5a 7.0.

La aplicacion se llevo a cabo después de las 5 de la tarde para disminuir el impacto de la
temperatura y los efectos de la evapotranspiracion que pudiesen afectar el desempefio de
H. bacteriophora.

Las dosis fueron preparadas en el laboratorio de control biolégico en donde se realizd un
conteo de juveniles infectivos y se prepararon las dosis de 6.5 y 12 millones de
nematodos/hectarea.

Los muestreos se realizaron en cada planta del area experimental, a las 48 y 72 horas
posterior a la aplicacion. Se realizaron conteos de larvas vivas y muertas en las plantas. La
variable evaluada fue la mortalidad de S. frugiperda.

El disefo experimental para el andlisis estadistico de los datos fue un disefio completo al
azar (DCA) con seis tratamientos y cinco repeticiones, con una separacion de medias
mediante la prueba Duncan, con P <0.05.



RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del pH del agua sobre la sobrevivencia de H. bacteriophora.

Con un pH neutro existié6 un menor porcentaje de mortalidad que las soluciones con pH
alcalinos y 4cidos (Cuadro 2 y Figura 1). Los resultados obtenidos son similares a los que
reporta BIOAGRO® que recomiendan usar aguas con pH 7.0 para la aplicacion de
nematodos entomopatogenos en campo.

Tr 1

Cuadro 2. Porcentaje de mortalidad de teriophora a diferentes pH en 48 horas.

Tratamientos (pH) Mortalidad de nematodos (%)
4.0 51 ™
4.5 48 °f
5.0 41 %f
5.5 39 cde
6.0 38 bede
6.5 34 bed
7.0 22®
7.5 26 *
8.0 28 e
8.5 37 cde
9.0 52 f

¥ Datos con la misma letra en la columna no son significativamente diferentes segtin la
prueba de Duncan a un P<0.05

BIOAGRO® es un laboratorio dedicado a la investigacion y produccion biologica de
agentes benéficos ttiles en el control de diversas plagas que afectan negativamente la
produccion agropecuaria.
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Figura 1. Porcentaje de mortalidad de H. bacteriophora a 5, 10 y 48 horas pos aplicacion
con agua con diferente pH.

® Barras con la misma letra no son significativamente diferentes segun la prueba de
Duncan a un P<0.05 que se realizo a las 48 horas.

Evaluacion en campo del efecto de seis dosis de H. bacteriophora aplicado a larvas de
S. frugiperda en laboratorio.

Las dosis de 200 y 400 nematodos por larva causaron 100% de mortalidad y fueron
diferentes (P<0.05) a las dosis de 0 y 25 nematodos por larva (Cuadro 3).

Cuadro 3. Numero de larvas de S. frugiperda muertas por efecto de la concentracion de
H. bacteriophora.

Nematodos/larva
Horas 0 25 50 100 200 400
12 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0
36 0 10 21 24 29 30
48 0 16 23 27 30 30

e

% de mortalidad/dosis 0 53b 76 90 100 ? 100 ?

¥ Datos con la misma letra en la fila no son significativamente diferentes seglin la prueba
de Duncan a un P<0.05
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Figura 2. Porcentaje de mortalidad de S. frugiperda por efecto de seis dosis de H.
bacteriophora, 12, 24, 36 y 48 horas pos aplicacion.

¥ Datos con la misma letra no son significativamente diferentes segun la prueba de
Duncan a un P<0.05

La mortalidad de larvas de S. frugiperda aumento con las dosis y con el tiempo después de
la aplicacion de H. bacteriophora  (Figura 2). Las larvas fueron disectadas al
estereoscopio para verificar la presencia de H. bacteriophora en el interior de su cuerpo
encontrando en todas las larvas muertas presencia del nematodo.

Evaluacion de la presion de aplicacion y tipo de boquilla sobre la mortalidad de H.
bacteriophora

En el experimento al aumentar la presion de aplicacion aumentd la mortalidad de los
nematodos (Cuadro 5). Las boquillas con abanico plano (Teejet 11004) y cono hueco
(Teejet txvs — 12) aumentaron en un 3% la mortalidad de nematodos con respecto al
testigo sin aplicacion (Cuadro 4).

Estos resultados concuerdan con las recomendaciones de KOPPERT (s.f) que indican que
los nematodos se deberan aplicar a presiones menores a 70 psi. Y a las recomendaciones
de BIOAGRO (s.f) que indica que la aplicacion de nematodos puede realizarse con los
equipos convencionales respectivos, procurando una buena cobertura.



Cuadro 4. Porcentaje de mortalidad de H. bacteriophora por efecto de boquillas de cono
hueco (Teejet txvs — 12) y abanico plano Teejet 11004 y presion de 30 psi.

% Mortalidad

Boquilla 1 Hora 5 Horas
Abanico plano 11004 18 b¥ 19b
Chono hueco txvs — 12 14b 19b
Testigo n 12 a 13a

¥ Datos con la misma letra en la columna no son significativamente diferentes segin la
prueba de Duncan a un P<0.05
u El testigo se tom6 directamente de la bomba sin pasar por boquillas.

Cuadro 5. Porcentaje de mortalidad de H. bacteriophora por efecto de presiones de 30, 60
y 110 psi usando boquillas abanico plano (Teejet 11004) y cono hueco (Teejet txvs — 12).

% Mortalidad
Presion (psi) Boquilla abanico plano 11004 Boquilla cono hueco txvs - 12

Op 13 a¥ 13a
30 19 ab 19 ab
60 25 be 22 be
110 27 ¢ 26 ¢

¥ Datos con la misma letra en la columna no son significativamente diferentes segin la
prueba de Duncan a un P<0.05, realizada a 5 horas post aplicacion.
u El testigo se tomd directamente de la bomba sin exponerlo a presion.

Ensayo efecto de Filtros sobre H. bacteriophora a la aplicacion

A los 20 minutos y 3 horas pos aplicacion se encontré mayor mortalidad de nematodos
después de la aplicacion con el filtro de 100 mesh que con los filtros ranurados y 50 mesh
(Cuadro 6).

El filtro de 100 mesh limita el paso de los nematodos ya que se encontraron menos
nematodos en la solucion aplicada al usar filtros de 100 mesh que con filtros ranurados, 50
mesh y el testigo (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Porcentaje de mortalidad de H. bacteriophora y cantidad de nematodos
filtrados por filtros ranurados, 50 y 100 mesh a 0.33 y 3 horas de la aplicacion.

0.33 horas 3 horas
Filtros # nematodos filtrados % mortalidad % mortalidad
¥Testigo 59*° 3* 8
Ranurado 56*° 7P 8
50 mesh 58* 7° 10°
100 mesh 35" 13°¢ 17"

° Datos con letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes segin
la prueba de Duncan a un P<0.05
¥ El testigo fue aplicado sin usar boquillas no filtros.

20
18
16 b
14
12
10

@ 0.33 horas
B 3 horas

# de nematodos

o N O ©®

100 mesh ranurado 50 mesh testigo
filtros

Figura 3. Cantidad de H. bacteriophora muertos por efecto de filtros ranurados, 50 y 100
mesh.

¥ Barras con la misma letra no son significativamente diferentes segun la prueba de
Duncan a un P<0.05
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Figura 4. Cantidad de nematodos vivos y muertos a la salida de aplicacion por efecto de
filtros ranurados, 50 y 100 mesh.

¥ Barras con la misma letra no son significativamente diferentes segin la prueba de
Duncan a un P<0.05

Evaluacion en campo del efecto de diferentes dosis de H. bacteriophora aplicado a
larvas de S. frugiperda en el cultivo de maiz bajo invernadero.

Las dosis de 200 y 400 nematodos por larva (12 y 24 millones de nematodos/hectarea) que
fueron efectivos en el laboratorio, no lo fueron en campo. Por ello se probaron dosis de 50
y 90 millones de nematodos/hectarea (800 y 1600 nematodos/larva).

Cuadro 7. Porcentaje de control de larvas de S. frugiperda con H. bacteriophora a las 48
horas posterior a la aplicacion.

Millones/hectarea Mortalidad (%)
testigo© 0bO
12 0Ob
24 0b
50 0b
90 100 a

© Datos en la misma columna con la misma letra no son significativamente diferentes
segun la prueba de Duncan a un P<0.05
© No se aplic6 nematodos.

No hubo mortalidad de S. frugiperda con las dosis de 0,12, 24 y 50 millones de
nematodos/hectarea. Mientras que con 90 millones de nematodos/hectarea la mortalidad
fue 100% (Cuadro 7).



CONCLUSIONES

La menor mortalidad de H. bacteriophora se obtuvo con un pH entre 7.0 y 8.0.

No se encontré diferencia entre usar boquillas de abanico plano (Teejet 11004) y
boquilla cono hueco (Teejet txvs — 12) sobre la mortalidad de H. bacteriphora a la
aplicacion.

No hubo diferencia al aplicar H. bacteriophora con presiones de 30, 60 y 110 psi

Los filtros ranurados y los filtros de 50 mesh presentan menores mortalidades de
H. bacteriophora que el uso de filtros de 100 mesh.

En el laboratorio la dosis de 100 nematodos por larva caus6 una mortalidad del
90% a las 48 horas mientras que dosis de 200 y 400 nematodos por larva causaron
100% de mortalidad.

Las dosis de 12 y 24 millones de nematodos por hectarea no presentaron control en
campo, la dosis efectiva en el campo fue de 90 millones de nematodos por hectarea
el cual presentd 100% de control.

RECOMENDACIONES

Repetir ensayo de dosis en campo en un area de cultivo mayor a la del presente
experimento.

Levantar un muestreo intensivo en campo en busqueda de H. bacteriophora propio
de esta zona puesto que el pie de cria zamorano tiene nematodos de origen
guatemalteco y colombiano.

Experimentar con diferentes estadios larvales de S. frugiperda para determinar el
mas susceptible a H. bacteriophora.

Realizar experimento en campo con dosis entre 50 y 100 millones de nematodos
por hectarea.
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ANEXOS

Anexo 1. Cogollo de maiz dafiado por S. frugiperda.

Anexo 2. Filtros ranurados, 50 y 100 mesh usados para la evaluacion de filtros sobre la
sobrevivencia de H. bacteriophora.
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Anexo 3. H. bacteriophora en plato petri.

2008/09%18

Anexo 4. Tractor CASE equipado con boom de 600 litros, utilizado para ensayo de
boquillas y presion de aplicacion.
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Anexo 5. Equipo utilizado para evaluacion de dosis en campo (bomba de mochila, probeta

de 1 litro, calculadora, libreta, camara fotografica, lapiz, erlen meyer).
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Anexo 7. Unidad experimental en el interior de invernadero.
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Resumen

Suazo, O. 2008. Optimización de los parámetros de aplicación de Heterorhabditis bacteriophora para el control de Spodoptera frugiperda en cultivo de maíz en condiciones de campo, Zamorano, Honduras. Proyecto de graduación del programa de Ingeniería Agronómica, Escuela Agrícola Panamericana, Zamorano. Honduras. 18 p.


Los nematodos entomopatógenos tienen un amplio rango de hospedantes. La especie Heterorhabditis bacteriophora es un entomopatógeno obligado, de estadio juvenil infectivo. El objetivo fue optimizar los parámetros de aplicación de H. bacteriophora para el control de Spodoptera frugiperda en maíz, realizando ensayos para determinar el efecto del pH, filtros y boquillas sobre la sobrevivencia del nematodo. Fue realizado de julio a septiembre de  2008. Para medir el efecto del pH se reguló el pH del agua usando ácido clorhídrico para los pH ácidos (4.0 - 6.5) e hidróxido de potasio para los alcalinos (7.5 – 9.0). Se realizó un conteo antes de exponer los nematodos a los diferentes pH y posteriormente a las 5, 10, 24 y 48 horas. La mortalidad fue de 22% en pH neutro, 51% a pH 4.0 y 52% a pH 9.0. Para el ensayo de presión (30, 60 y 110 psi.) y boquillas (abanico plano y cono hueco), se contaron a 1 y 5 horas posterior a la exposición obteniendo la menor mortalidad (14%) con la boquilla de cono hueco (Teejet txvs – 12) a presión de 30 psi y el porcentaje de mortalidad mayor con abanico plano (Teejet 11004) a 110 psi de (20%). En el ensayo para medir el efecto de filtros de tipo ranurado, 50 y 100 mesh, muestreando a 10 minutos y 2 horas posterior a la aplicación, con el filtro de 100 mesh solo pasó el 50% de los nematodos de la concentración inicial, con los ranurados pasó 87% y con filtros de 50 mesh pasó 96% de la concentración inicial. En campo resultó efectiva la dosis de 90 millones de nematodos por hectárea con 100% de control. 

Palabras clave: Entomopatógeno, hospedantes, juvenil infectivo, nematodo.

CONTENIDO


		Portadilla……………………….….………..…………………………………………...

Hoja de firmas...………………..……………………………………………………......

Resumen…………..………………………...…………………………………………...

Contenido...………...………………………………...………………………………….

Índice de  cuadros, figuras y anexos…..………………..……………….........................


INTRODUCCIÓN………………...…………………………...………………………


MATERIALES Y MÉTODOS………...……………………..……………………….

RESULTADOS Y DISCUSIÓN…………………...………...……………………......

CONCLUSIONES………………………………...………...………………………….

RECOMENDACIONES…………………………………..…………………………...

LITERATURA CITADA…………………………..………………………………….

ANEXOS…………………………………………....………………………………......

		ii


iii


iv

v


vi

1


2


6

12

12

13

14





INDICE DE CUADROS, FIGURAS Y ANEXOS.


Cuadro                                                                                                                         Página

		1


2


3


4


5


6

7

		Descripción de los tratamientos del ensayo de boquillas y presión de aplicación sobre h. bacteriophora.…………….....………………..………………………..

Porcentaje de mortalidad de h. bacteriophora a diferentes pH en 48 horas.………………………………….………………………..………….. ……

Número de larvas de S. frugiperda muertas por efecto de la concentración de h. bacteriophora.........................................................................................................

Porcentaje de mortalidad de H. bacteriophora por efecto de boquillas de cono hueco (Teejet txvs – 12) y abanico plano Teejet 11004 y presión de 30 psi..……………...……………………..…….…...................................................

Porcentaje de mortalidad de H. bacteriophora por efecto de presiones de 30, 60 y 110 psi usando boquillas abanico plano (Teejet 11004) y cono hueco (Teejet txvs – 12).…………….……….………………………...………………………..

porcentaje de mortalidad de h. bacteriophora y cantidad de nematodos filtrados por filtros ranurados, 50 y 100 mesh a 0.33 y 3 horas de la aplicación...

Porcentaje de control de larvas de S. frugiperda con H. bacteriophora a las 48 horas posterior a la aplicación. ………………………………………………….

		4


6


7


9


9


10

11





Figura                                                                                                                             

		1

2


3


4




		Porcentaje de mortalidad de h. bacteriophora a 5, 10 y 48 horas pos aplicación con agua con diferente pH......................................................................................

Porcentaje de mortalidad de Sp. frugiperda por efecto de seis dosis de h. bacteriophora, 12, 24, 36 y 48 horas pos aplicación ………................................

Cantidad de h. bacteriophora muertos por efecto de filtros ranurados, 50 y 100 mesh ……………………………………………...………...................................


Cantidad de nematodos vivos y muertos a la salida de aplicación por efecto de filtros ranurados, 50 y 100 mesh ........................….…………………….…….....

		   7


8


10

11  





Anexo                                                                                                                          pagina


		1


2


3


4

5


6


7

		Cogollo de maíz dañado por S. frugiperda……………………………………...

Filtros ranurados, 50 y 100 mesh usados para la evaluación de filtros sobre la sobrevivencia de h. bacteriophora...……………………………………………

H. bacteriophora en plato petri……………………………………......................

Tractor case equipado con boom de 600 litros, utilizado para ensayo de boquillas y presión de aplicación…………………..……………………………


Equipo utilizado para evaluación de dosis en campo (bomba de mochila, probeta de 1 litro, calculadora, libreta, cámara fotográfica, lápiz, erlen meyer)....


Inoculación de larvas de S. frugiperda en plantas de maíz………………….…...

Unidad experimental en el interior de invernadero……………………………...

		 15

15

16


16


17


17


18    





Introducción

El uso de agroquímicos para el control de plagas representa una fuerte inversión. Sin embargo, las tendencias actuales conducen a la búsqueda de alternativas para el control de plagas debido al alto costo de los químicos y a la presión del mercado que demanda cada vez más, productos con menos agroquímicos y que disminuyan la contaminación al ambiente.


El nematodo la especie H. bacteriophora es un entomopatógeno obligado, de estadío juvenil infectivo. Con doble cutícula y en la cabeza con una especie de armadura (diente, protuberancia o espina) en el lado dorsal. Las hembras jóvenes pueden ser hermafroditas o normales, los machos sólo se producen en la generación de fertilización cruzada y tienen bursa. Tienen una generación hermafrodita inicial seguida por otra de fertilización normal dentro del hospedante (Fernández et al. s.f.)

Una vez en el cuerpo del hospedante, los nematodos liberan bacterias que conviven en simbiosis con ellos, que transforman el tejido corporal de la larva en una sustancia fácil de asimilar por los nematodos. Estos se multiplican en el cadáver, cuando éste se deshace y una nueva generación de nemátodos se extienden por el substrato en busca de nuevas presas (Biobest s.f.)

S. frugiperda puede atacar alrededor de 60 cultivos y malezas, pero tiene mayor importancia en maíz, sorgo, arroz, pastos y muchos cultivos hortícolas. Es una plaga clave en las gramíneas como masticador del tejido vegetal. La larva puede 
comportarse como raspador durante los primeros tres estadíos, alimentándose de la epidermis de las hojas, lo que ocasiona un daño de ventanilla. En los últimos estadíos, las larvas se introducen en el cogollo causando daños a las hojas tiernas que luego resultan en hojas con agujeros de tamaño y forma irregular. En infestaciones severas puede destruir el cogollo (Trabanino 1998).

El objetivo del experimento fue optimizar los parámetros de aplicación de H. bacteriophora para el control de S. frugiperda en el cultivo de maíz.


materiales y mÉtodos.


El experimento se realizó a partir de julio de 2008 en La Escuela Agrícola Panamericana, Zamorano, Honduras, a 30 km al Este de Tegucigalpa, Departamento de Francisco Morazán, Honduras. La misma se encuentra a 800 msnm, con una temperatura promedio anual de 24 °C y una precipitación anual de 1,100 mm.

El ensayo se dividió en dos fases, una de laboratorio donde se evaluó la sobrevivencia del nematodo a pH de 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, y 9.0, a presión de aplicación de 30, 60 y 110 psi, con boquillas de cono hueco (Teejet txvs – 12) y abanico plano (Teejet 11004) y filtros ranurados, 50 y 100. Tomando en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos de laboratorio se realizó en campo un ensayo para evaluar dosis de 12, 25, 50 y 90 millones de nematodos/hectárea.

Los nematodos se obtuvieron del pie de cría del Laboratorio de Control Biológico de la Escuela Agrícola Panamericana, donde fueron reproducidos y acondicionados para cada uno de los ensayos. La dosificación y los conteos de control de cada tratamiento fueron realizados igualmente en el laboratorio de control biológico.


Efecto del pH del agua sobre la sobrevivencia de h. bacteriophora

En este ensayo se analizaron once tratamientos que consistieron en una concentración de 100 nematodos por mililitro sumergidos en agua a pH de 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 y 9.0. Se realizaron conteos de cada tratamiento a 1, 12, 24 y 48 horas posteriores a la exposición de los nematodos a los diferentes pH, contabilizando en un estereoscopio el número de nematodos presentes vivos y muertos por cada ml de solución. 


El pH del agua se reguló utilizando hidróxido de sodio para pH alcalinos y ácido clorhídrico para pH ácido, tomando lecturas periódicamente mediante un medidor de pH. 


La variable que se evaluó fue el porcentaje de mortalidad de H. bacteriophora. Se usó un diseño competo al azar (DCA) con 11 tratamientos y cinco repeticiones con una separación de medias mediante la prueba Tukey, con P ≤ 0.05, mediante el programa estadístico SAS.

Efecto de la cantidad de inóculo utilizado para colonizar larvas de S. frugiperda

Se evaluaron dosis de 0, 25, 50, 100, 200 y 400 nematodos por larva de S. frugiperda de tercer estadio. En el ensayo se evaluaron seis tratamientos con seis repeticiones.


Para cada tratamiento se colocaron cinco larvas de S. frugiperda en vasitos de dieta de 1 onza con interior cubierto con papel filtro, a las cuales se les aplicó la concentración de H. bacteriophora correspondiente. Los vasitos se dejaron en observación para muestrear diariamente y contabilizar las larvas muertas,  se disectaron las larvas muertas al estereoscopio para comprobar la presencia de H. bacteriophora en el interior de las larvas muertas.

La variable que se evaluó fue el porcentaje de mortalidad de H. bacteriophora. Los datos se analizaron mediante un diseño completo al azar (DCA), con una prueba Duncan para separación de medias con P≤0.05, utilizando el programa statistical analysis system (SAS).


Presión de aplicación y tipo de boquilla


Este ensayo consistió en someter los nematodos a presiones de 30, 60 y 110 libras por pulgada cuadrada (psi) en com​binación con boquillas de abanico plano (Teejet 11004) y cono hueco (Teejet txvs – 12). Se evaluaron 7 tratamientos, con cinco repeticiones. La concentración inicial de nematodos fue contada en un estereoscopio. La regulación de presión y la rotación de boquillas se realizó con  un boom agrícola en la unidad de servicios agrícolas.


El boom contó con manómetros para medir las presiones de aplicación y dos juegos de boquillas para el experimento. La aplicación de cada tratamiento se realizó sobre un recipiente plástico, posteriormente se cuantificaron los nematodos vivos y muertos a una y cinco horas posteriores a la aplicación. La variable evaluada fue el porcentaje de mortalidad  de H. bacteriophora. 


Los datos se analizaron mediante un diseño completo al azar (DCA), con una prueba Duncan para separación de medias con P≤0.05, utilizando el programa statistical analysis system (SAS).


El testigo fue tomado directamente de la solución dentro del boom sin ser sometidos ni a la presión de aplicación ni a las boquillas. La concentración inicial de nematodos fue de 23 nematodos/ml.


Cuadro 1. Descripción de los tratamientos del ensayo de boquillas y presión de aplicación sobre h. bacteriophora.

		tratamiento

		presión (psi)

		boquilla



		P30 - ap

		30

		                  abanico plano°



		P30 - ch

		30

		                  cono hueco¥



		P60 - ap

		60

		                  abanico plano



		P60 - ch

		60

		                  cono hueco



		P110 -ap

		                    110

		                  abanico plano



		P110 - ch

		                    110

		                  cono hueco



		Testigo

		0

		                  Sin boquilla





° La boquilla de abanico plano Teejet 11004 


¥ Boquilla cono hueco Teejet txvs- 12 

Ensayo efecto de filtros sobre H.  bacteriophora a la aplicación


Se usaron filtros de 50 y 100 mesh, filtros ranurados y un testigo que se tomó aplicando la solución sin ningún filtro a la salida de la bomba. La aplicación se hizo con agua con una concentración de 59 nematodos por mililitro, a una presión de 30 psi y un pH de 6.5 – 7.0 variando exclusivamente los filtros.


Se realizó un conteo pre-aplicación y uno pos-aplicación para determinar el porcentaje de nematodos vivos y su viabilidad luego de la aplicación así como la cantidad de nematodos filtrados.


Las variables que se evaluaron fueron el porcentaje de mortalidad  de H. bacteriophora y la cantidad de nematodos filtrados. La aplicación se realizó utilizando una bomba de mochila de 16 L y una presión de 30 psi.


Los datos se analizaron mediante un diseño completo al azar (DCA) con cuatro tratamientos y cinco repeticiones, separación de medias mediante una prueba Duncan con P ≤ 0.05, utilizando el programa statistical analysis system (SAS). 


Evaluación en campo del efecto de h. bacteriophora aplicado a larvas de S. frugiperda en el cultivo de maíz


Este ensayo se realizó en los invernaderos de producción de parasitoides de la Escuela Agrícola Panamericana. Con una temperatura en el interior de 28° y una humedad relativa de 75%.


Se sembraron 150 plantas de maíz de la variedad Guayape en bolsas plásticas de 40 cm de ancho y 30 cm de alto llenas con medio de cultivo compuesto de 3 partes de tierra, 1 parte de arena y 1 parte de casulla. Para cada tratamiento se tomaron 50 plantas elegidas al azar.


El maíz fue inoculado artificialmente en un invernadero con larvas de S. frugiperda en tercer estadio larval a razón de una larva por planta. Las larvas se dejaron por a un periodo de 36 horas hasta que el daño fue fácilmente visible antes de la aplicación.

Los nematodos se aplicaron con una bomba de mochila con capacidad de 16 L equipada con un filtro ranurado, una boquilla de cono hueco (Teejet txvs – 12), a una presión de 30 psi y un pH de 6.5 a 7.0.


La aplicación se llevó a cabo después de las 5 de la tarde para disminuir el impacto de la temperatura y los efectos de la evapotranspiración que pudiesen afectar el desempeño de H. bacteriophora.

Las dosis fueron preparadas en el laboratorio de control biológico en donde se realizó un conteo de juveniles infectivos y se prepararon las dosis de 6.5 y 12 millones de nematodos/hectárea.

Los muestreos se realizaron en cada planta del área experimental, a las 48 y 72 horas posterior a la aplicación. Se realizaron conteos de larvas vivas y muertas en las plantas. La variable evaluada fue la mortalidad de S. frugiperda.


El diseño experimental para el análisis estadístico de los datos fue un diseño completo al azar (DCA) con seis tratamientos y cinco repeticiones, con una separación de medias mediante la prueba Duncan, con P ≤0.05.




RESULTADOS Y DISCUSIÓN


Efecto del pH del agua sobre la sobrevivencia de h. bacteriophora.

Con un pH neutro existió un menor porcentaje de mortalidad que las soluciones con pH alcalinos y ácidos (Cuadro 2 y Figura 1). Los resultados obtenidos son similares a los que reporta BIOAGRO° que recomiendan usar aguas con pH 7.0 para la aplicación de nematodos entomopatogenos en campo.

Cuadro 2. Porcentaje de mortalidad de h.  bacteriophora a diferentes pH en 48 horas.

		Tratamientos (pH)

		Mortalidad de nematodos (%)



		4.0

		                                51  f ¥



		4.5

		  48  ef



		5.0

		   41  def



		5.5

		   39  cde



		6.0

		    38  bcde



		6.5

		   34  bcd



		7.0

		22  a



		7.5

		  26  ab



		8.0

		   28  abc



		8.5

		   37  cde



		9.0

		                               52  f





¥ Datos con la misma letra en la columna no son significativamente diferentes según la prueba de Duncan a un P≤0.05

_____________________________________________________________________


BIOAGRO°  es un laboratorio dedicado a la investigación y producción biológica de agentes benéficos útiles en el control de diversas plagas que afectan negativamente la producción agropecuaria.
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Figura 1. Porcentaje de mortalidad de h. bacteriophora a 5, 10 y 48 horas pos aplicación con agua con diferente pH.

® Barras con la misma letra no son significativamente diferentes según la prueba de Duncan a un P≤0.05 que se realizó a las 48 horas.


Evaluación en campo del efecto de seis dosis de h. bacteriophora aplicado a larvas de S. frugiperda en laboratorio.

Las dosis de 200 y 400 nematodos por larva causaron 100% de mortalidad y fueron diferentes (P≤0.05) a las dosis de 0 y 25 nematodos por larva (Cuadro 3).


Cuadro 3. Número de larvas de S. frugiperda muertas por efecto de la concentración de h. bacteriophora.

		 

		Nematodos/larva



		Horas

		0

		25

		50

		100

		200

		400



		12

		0

		0

		0

		0

		0

		0



		24

		0

		0

		0

		0

		0

		0



		36

		0

		10

		21

		24

		29

		30



		48

		0

		16

		23

		27

		30

		30



		% de mortalidad/dosis

		0 c¥

		53 bc

		76 ab

		90 ab

		100 a

		100 a





¥ Datos con la misma letra en la fila no son significativamente diferentes según la prueba de Duncan a un P≤0.05
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Figura 2. Porcentaje de mortalidad de S. frugiperda por efecto de seis dosis de h. bacteriophora, 12, 24, 36 y 48 horas pos aplicación.

¥ Datos con la misma letra no son significativamente diferentes según la prueba de Duncan a un P≤0.05


La mortalidad de larvas de S. frugiperda aumentó con las dosis y con el tiempo después de la aplicación de H. bacteriophora  (Figura 2). Las larvas fueron disectadas al estereoscopio para verificar la presencia de H. bacteriophora en el interior de su cuerpo encontrando en todas las larvas muertas presencia del nematodo.


Evaluación de la presión de aplicación y tipo de boquilla sobre la mortalidad de H. bacteriophora

En el experimento al aumentar la presión de aplicación aumentó la mortalidad de los  nematodos (Cuadro 5). Las boquillas con abanico plano (Teejet 11004) y cono hueco (Teejet txvs – 12) aumentaron en un 3% la mortalidad de nematodos con respecto al testigo sin aplicación (Cuadro 4).


Estos resultados concuerdan con las recomendaciones de KOPPERT (s.f) que indican que los nematodos se deberan aplicar a presiones menores a 70 psi. Y a las recomendaciones de BIOAGRO (s.f) que indica que la aplicación de nematodos puede realizarse con los equipos convencionales respectivos, procurando una buena cobertura.


Cuadro 4. Porcentaje de mortalidad de H. bacteriophora por efecto de boquillas de cono hueco (Teejet txvs – 12) y abanico plano Teejet 11004 y presión de 30 psi.

		 

		% Mortalidad



		Boquilla 

		1 Hora

		5 Horas





		Abanico plano 11004 

		  18 b¥

		19 b



		Chono hueco txvs – 12

		14 b

		19 b



		Testigo µ

		12 a

		13 a





¥ Datos con la misma letra en la columna no son significativamente diferentes según la prueba de Duncan a un P≤0.05


µ El testigo se tomó directamente de la bomba sin pasar por boquillas.


Cuadro 5. Porcentaje de mortalidad de H. bacteriophora por efecto de presiones de 30, 60 y 110 psi usando boquillas abanico plano (Teejet 11004) y cono hueco (Teejet txvs – 12).


		 

		% mortalidad



		Presión (psi)

		Boquilla abanico plano 11004

		Boquilla cono hueco txvs - 12 



		...0µ

		13 a¥

		13 a



		..30

		19 ab

		  19 ab



		..60

		  25 bc

		   22 bc



		110

		27 c

		 26 c





¥ Datos con la misma letra en la columna no son significativamente diferentes según la prueba de Duncan a un P≤0.05, realizada a 5 horas post aplicación.

µ El testigo se tomó directamente de la bomba sin exponerlo a presión. 

Ensayo efecto de Filtros sobre H.  bacteriophora a la aplicación


A los 20 minutos y 3 horas pos aplicación se encontró mayor mortalidad de nematodos después de la aplicación con el filtro de 100 mesh que con los filtros ranurados y 50 mesh (Cuadro 6).


El filtro de 100 mesh limita el paso de los nematodos ya que se encontraron menos nematodos en la solución aplicada al usar filtros de 100 mesh que con filtros ranurados, 50 mesh y el testigo (Cuadro 6).


cuadro 6. porcentaje de mortalidad de h. bacteriophora y cantidad de nematodos filtrados por filtros ranurados, 50 y 100 mesh a 0.33 y 3 horas de la aplicación.

		 

		 

		0.33 horas

		 

		3 horas



		filtros

		# nematodos filtrados

		% mortalidad

		

		% mortalidad



		¥Testigo

		59 a

		3a

		 

		              8 a



		Ranurado

		56 a

		7 b

		

		              8 a



		50 mesh

		58 a

		7 b

		

		            10 a



		100 mesh

		35 b

		           13 c

		 

		            17 b





° Datos con letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes según la prueba de Duncan a un P≤0.05

¥ El testigo fue aplicado sin usar boquillas no filtros.
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Figura  3. Cantidad de h. bacteriophora muertos por efecto de filtros ranurados, 50 y 100 mesh.

¥ Barras con la misma letra no son significativamente diferentes según la prueba de Duncan a un P≤0.05
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Figura 4. Cantidad de nematodos vivos y muertos a la salida de aplicación por efecto de filtros ranurados, 50 y 100 mesh.

¥ Barras con la misma letra no son significativamente diferentes según la prueba de Duncan a un P≤0.05

Evaluación en campo del efecto de diferentes dosis de h. bacteriophora aplicado a larvas de S. frugiperda en el cultivo de maíz bajo invernadero.

Las dosis de 200 y 400 nematodos por larva (12 y 24 millones de nematodos/hectárea) que fueron efectivos en el laboratorio, no lo fueron en campo. Por ello se probaron dosis de 50 y 90 millones de nematodos/hectárea (800 y 1600 nematodos/larva). 


Cuadro 7. Porcentaje de control de larvas de S. frugiperda con H. bacteriophora a las 48 horas posterior a la aplicación. 

		Millones/hectárea

		Mortalidad (%)



		testigo©

		      0 b©



		12

		   0 b



		24

		   0 b



		50

		   0 b



		90

		100 a





© Datos en la misma columna con la misma letra no son significativamente diferentes según la prueba de Duncan a un P≤0.05

© No se aplicó nematodos.


No hubo mortalidad de s. frugiperda con las dosis de 0,12, 24 y 50 millones de nematodos/hectárea. Mientras que con 90 millones de nematodos/hectárea la mortalidad fue 100% (Cuadro 7).


CONCLUSIONES


· La menor mortalidad de H. bacteriophora se obtuvo con un pH entre 7.0 y 8.0.

· No se encontró diferencia entre usar boquillas de abanico plano (Teejet 11004) y boquilla cono hueco (Teejet txvs – 12) sobre la mortalidad de h. bacteriphora a la aplicación. 


· No hubo diferencia al aplicar h. bacteriophora con presiones de 30, 60 y 110 psi


· Los filtros ranurados y los filtros de 50 mesh presentan menores mortalidades de H. bacteriophora que el uso de filtros de 100 mesh. 

· En el laboratorio la dosis de 100 nematodos por larva causó una mortalidad del 90% a las 48 horas mientras que dosis de 200 y 400 nematodos por larva causaron 100% de mortalidad.

· Las dosis de 12 y 24 millones de nematodos por hectárea no presentaron control en campo, la dosis efectiva en el campo fue de 90 millones de nematodos por hectárea el cual presentó 100% de control.

RECOMENDACIONES


· Repetir ensayo de dosis en campo en un área de cultivo mayor a la del presente experimento.


· Levantar un muestreo intensivo en campo en búsqueda de h. bacteriophora propio de esta zona puesto que el pie de cría zamorano tiene nematodos de origen guatemalteco y colombiano.


· Experimentar con diferentes estadios larvales de S. frugiperda para determinar el mas susceptible a h. bacteriophora.

· Realizar experimento en campo con dosis entre 50 y 100 millones de nematodos por hectárea.
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ANEXOS

Anexo 1. Cogollo de maíz dañado por S. frugiperda.
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Anexo 2. Filtros ranurados, 50 y 100 mesh usados para la evaluación de filtros sobre la sobrevivencia de h. bacteriophora.
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Anexo 3. H. bacteriophora en plato petri.
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Anexo 4. Tractor CASE equipado con boom de 600 litros, utilizado para ensayo de boquillas y presión de aplicación.
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Anexo 5. Equipo utilizado para evaluación de dosis en campo (bomba de mochila, probeta de 1 litro, calculadora, libreta, cámara fotográfica, lápiz, erlen meyer).
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Anexo 6. Inoculación de larvas de S. frugiperda en plantas de maíz.
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Anexo 7. Unidad experimental en el interior de invernadero.
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						DOSIS			REP			PORCM									DOSIS			REP			PORCM									DOSIS			REP			PORCM						REP									PORCM																																	MORT


						D0			1			0									D0			1			0									D0			1			0.00			0.00			1									1.73									1.7320508076						1.7320508076																		0


						D0			2			0									D0			2			0									D0			2			0.00						2									1.73									1.7320508076						1.7320508076																		0


						D0			3			0									D0			3			0									D0			3			0.00						3									1.73									1.7320508076						1.7320508076																		0


						D0			4			0									D0			4			0									D0			4			0.00						4									1.73									1.7320508076						1.7320508076																		0


						D0			5			0									D0			5			0									D0			5			0.00						5									1.73									1.7320508076						1.7320508076																		0


						D0			6			0									D0			6			0									D0			6			0.00						6									1.73									1.7320508076						1.7320508076																		0


						D25			1			0									D25			1			0									D25			1						5.85			1									6.56									6.5574385243						6.5574385243																		0


						D25			2			0									D25			2			0									D25			2			4.80						2									4.80									4.7958315233						4.7958315233																		0


						D25			3			0									D25			3			0									D25			3			6.56						3									7.94									6.5574385243						7.9372539332																		0


						D25			4			0									D25			4			0									D25			4			6.56						4									7.94									6.5574385243						7.9372539332																		0


						D25			5			0									D25			5			0									D25			5			6.56						5									7.94									6.5574385243						7.9372539332																		0


						D25			6			0									D25			6			0									D25			6			4.80						6									9.11									4.7958315233						9.1104335791																		0


						D50			1			0									D50			1			0									D50			1			9.11			8.49			1									9.11									9.1104335791						9.1104335791																		0


						D50			2			0									D50			2			0									D50			2			9.11						2									9.11									9.1104335791						9.1104335791																		0


						D50			3			0									D50			3			0									D50			3			9.11						3									9.11									9.1104335791						9.1104335791																		0


						D50			4			0									D50			4			0									D50			4			9.11						4									10.15									9.1104335791						10.1488915651																		0
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