Giselle Calabuche-Gomez, Revista de Proteccion Vegetal, Vol. 38, enero-diciembre 2023, E-ISSN: 2224-4697

Articulo original

Meta-analisis de formulaciones de nematodos
entomopatogenos del género Heterorhabditis

Meta-analysis of formulation of entomopathogenic

.. https://cu-id.com/2247/v38el2
nematodes of Heterorhabditis genus

Giselle Calabuche-Gomez, ““leana Miranda Cabrera, “’Belkis Peteira Delgado-Oramas,
Dulce M. Soler Roger, ““Mayra G. Rodriguez Hernandez*

Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA). Carretera de Jamaica y Autopista Nacional. Apartado 10. San José de
las Lajas, Mayabeque, Cuba.

RESUMEN: Este estudio tuvo como objetivo identificar las formulaciones mas prometedoras para nematodos
entomopatogenos (NEP) mediante una revision sistematica de la literatura y meta-analisis. El enfoque estuvo dirigido a
preformular una cepa del género Heterorhabditis. Se analizaron 81,900 articulos entre 1985 y 2022, seleccionandose
404 para revision y 44 para inclusion en la base de datos de meta-analisis. Se crearon bases de datos de VIABILIDAD y
PATOGENICIDAD con 254 y 224 pares de datos, respectivamente, tras depuracion. Los datos se procesaron por género de
nematodos (Heterorhabditis y Steinernema) segun resultado del modelo lineal generalizado del Proc Mixed del paquete
estadistico SAS 9.0 y prueba de contraste de minima diferencia significativa. Para el estudio meta-analitico se empled el
paquete RStudio version 1.1.463 2018. Se evaluaron los estadigrafos Q e I2. Se calculo el tamafio del efecto y su intervalo de
confianza al 95 %, y se utiliz6 el grafico Forest-plot. El meta-analisis evidencio alta variabilidad en los datos de viabilidad y
patogenicidad. Los resultados respaldaron que las formulaciones sélidas con arcillas y otros excipientes, son favorables para
los nematodos del género Heterorhabditis.
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ABSTRACT: The objective of this research was to identify the most promising formulation variants for entomopathogenic
nematodes (EPNs) through a systematic review of the literature and a meta-analysis. The focus was aimed at preformulating
a nematode strain of the Heterorhabditis genus. Thus, 81,900 articles within the period 1985-2022 were processed and
404 were selected for the review, of which only 44 were included in the database for the meta-analysis. Two databases were
created: VIABILITY and PATHOGENICITY, with 254 and 224 pairs of data, respectively, after purification. The data were
processed by the nematode genus (Heterorhabditis or Steinernema) according to the result of a generalized linear model to
Proc Mixed of SAS 9.0 and the contrast test of minimal significant difference. The statistical package RStudio version
1.1.463 2018 was used for the meta-analytic study. The statistics Q and I* were evaluated. The effect size and its 95%
confidence interval were calculated and a forest-plot graph was used. The meta-analysis showed a high variability of the
viability and pathogenicity data. The results confirmed that the solid formulations by using clays and other excipients, were
adequate to for the entomopathogenic nematodes of the genus Heterorhabditis.

Key words: biological control, systematic review, entomopathogenic nematodes, formulations, viability, pathogenicity.

INTRODUCCION fia escala (8) requiere adaptaciones en la presentacion
actual del producto. Ademas, la formulacion en espon-

Los nematodos entomopatogenos (NEP) pertene-  ja recubierta con polietileno transparente, aunque efec-

cientes a los géneros Steinernema y Heterorhabditis
demostraron ser agentes de control bioldgico (ACB)
altamente eficaces (1, 2). Estos nematodos, que man-
tienen una relacion simbidtica con bacterias pato-
genas de insectos de los géneros Xenorhabdus y
Photorhabdus, respectivamente (3) ocupan un lugar
significativo en el mercado de bioplaguicidas de diver-
sos paises (4).

En el Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria
(CENSA) se produce y comercializa el producto
BionemC, cuyo ingrediente activo es la cepa cubana
HC1 de Heterorhabditis amazonensis (5, 6, 7). Sin
embargo, la actual politica de seguridad alimentaria
cubana, que busca involucrar a productores de peque-
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tiva, presenta limitaciones como el agotamiento de las
reservas de energia de los juveniles infectivos (JI) en
unos 3 meses. Otro inconveniente en las condiciones
de Cuba, es la dependencia de recursos, como agua
destilada, esponja y bolsas; a lo que se suma el posible
impacto ambiental (9) que pudieran generar los plasti-
cos que acompaiian a la formulacion actual.

Para abordar estas limitaciones y adecuarse a las
necesidades cambiantes, se busca una formulacion que
supere los desafios mencionados con menor concen-
tracién de JI y mayor estabilidad. Un enfoque para
lograrlo, es comenzar con la revision sistematica y
el meta-analisis de la literatura existente, que ofrece-
ra elementos para seleccionar la ruta de investigacion
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adecuada. El meta-analisis, una técnica de sintesis
cuantitativa, proporciona la oportunidad para extraer,
ensamblar y analizar los datos de multiples publicacio-
nes, y revelar patrones en la tematica de estudio (10).

Aunque el meta-analisis es comun en areas como la
medicina (11, 12, 13) también ha ganado popularidad
en las ciencias agricolas (14, 15, 16, 17, 18, 19). En
el contexto del control biologico, se desarrollaron me-
ta-analisis para evaluar la eficacia de organismos en
el manejo de plagas (20, 21). Sin embargo, en el caso
especifico de los NEP y su formulacion, la literatura
es mas limitada.

Considerando las particularidades de la investiga-
cion sobre produccion masiva y formulacion de NEP,
que a menudo esta protegida por patentes y secretos
empresariales, surge la necesidad de llenar este vacio.
Por lo tanto, el objetivo de este estudio es identificar
las formulaciones mas prometedoras para el género
Heterorhabditis, a través de una revision sistematica
y meta-analisis de la literatura existente sobre estu-
dios de formulacion de NEP. Esta informacion servira
como base para trazar una estrategia efectiva en la
preformulacion de cepas de NEP, abordando las nece-
sidades cambiantes de la agricultura moderna.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un analisis sistematico y exhaustivo en
las bases de datos de Springer, la Web de la Ciencia,
Elsevier, Google Académico y Scielo, para la confor-
macion de un meta-analisis sobre formulacion de NEP,
abarcando todas las publicaciones comprendidas en el
periodo de 1985 hasta junio del 2022.

Para esta busqueda, se utilizaron todas las com-
binaciones de las palabras claves (en inglés y espa-
fiol): "formulation”, "nematodes", "entomopathogenic
nematode” y "storage"”, utilizando como operadores
booleanso los términos AND y OR. A partir de los
81 900 articulos encontrados, se seleccionaron 404 pa-
ra su revision, atendiendo a la inclusion de datos
cuantitativos sobre la viabilidad o patogenicidad de
la cepa de NEP utilizada. De estos, solo 44 brindaron
la informacion estadistica necesaria para la conforma-
cion de la base de datos para el meta-analisis (media,
error o desviacion estandar y nimero de repeticiones).
De los 44 trabajos, se extrajeron 743 pares de da-
tos para la base de datos, cuyos articulos evaluaron
VIABILIDAD y 238 pares de datos para la base de
datos de PATOGENICIDAD. Para una mayor depura-
cion de los datos, estas bases se subdivieron en los
géneros Steinernema y Heterorhabditis, resultando en
254 pares de datos en Steinernema y 224 pares de
datos en Heterorhabditis. Se eliminaron los estudios
donde los valores de viabilidad < 50 %, pues indica
que, en esas formulaciones, muere la mitad los JI, el
ingrediente activo de los productos.

La informacion que se reviso para la discusion del
meta-analisis fue: tipo de formulacion (sélida, liquida

y encapsulados), temperatura de almacenamiento, con-
centracion de JI utilizada en la formulacidn, asi como
el porcentaje de viabilidad y patogenicidad en el tiem-
po y su dispersion. En el caso especifico de la base
de datos sobre patogenicidad, se tuvieron en cuenta
las plagas a las que estaban destinadas dichas formu-
laciones y el nivel experimental (laboratorio, casa de
cultivo o campo).

Para la elaboracion de la base de datos se utili-
z6 el programa Excel 2013. Para contrastar los re-
sultados de las especies/cepas de Heterorhabditis y
Steinernema se us6 el modelo lineal generalizado se-
gun Proc Mixed y prueba de contraste de minima dife-
rencia significativa del paquete estadistico SAS 9.0.
Para efectuar los meta-analisis se dispuso el paquete
metafor de RStudio version 1.1.463 2018. Se evalua-
ron los estadigrafos de heterogeneidad Q e I2. Se cal-
culd el tamafio del efecto y su intervalo de confianza
al 95 %, y se utilizo el grafico Forest-plot.

RESULTADOS Y DISCUSION

La literatura relacionada con meta-analisis de agen-
tes de control bioldgico, que indicd la existencia
de variabilidad en viabilidad y patogenicidad, resul-
tdo escasa. Sin embargo, el estudio de Hernandez-
Rosas et al. realizado en el 2020 (25) expuso que en el
periodo de 1973 a 1997, los articulos relacionados con
control bioldgico estuvieron enfocados en determinar
la viabilidad y actividad patogénica de microrganis-
mos utilizados en el manejo de insectos. Esto denoto
la importancia que poseen estos aspectos para que el
organismo biorregulador pueda ejercer el efecto desea-
do (mortalidad de la plaga diana).

Existieron diferencias significativas tanto para la
viabilidad como para la patogenicidad de Steinernema
con respecto a Heterorhabditis (p<0,001), por lo que
los meta-analisis se hicieron de manera independiente.

Los resultados estadisticos del meta-analisis mostra-
ron la existencia de alta variabilidad en los datos de
los estudios de viabilidad y patogenicidad de formu-
laciones de nematodos entomopatdgenos, con un indi-
ce I? (indice de cuantificacion de la heterogeneidad)
por encima de 99 %, tanto para Steinernema como pa-
ra Heterorhabditis. Existe un mayor nimero de formu-
laciones comerciales, de uso habitual en el mercado,
de Steinernema que de Heterorhabditis (26) por ello,
resultaron mas numerosos los estudios académicos de
este segundo género, lo cual indica la necesidad de
conocer como se comportan en cuanto a viabilidad y
patogenicidad nuevas especies/cepas de este género.

La prueba de heterogeneidad (Q) en el meta-ana-
lisis indica la presencia de variedad en los datos,
pero no la extension de la misma; mientras, el in-
dice 12, cuantifica el grado en el que varian. Por
ello, Huedo-Medina et al. (27) sugirieron la inclu-
sion de ambos estadigrafos en este tipo de estu-
dio. Los valores de Q fueron mayores a medida
que aumentd el numero de estudios (k) (Tabla 1).
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Los puntos que se observaron en la parte superior y
derecha de los Graficos de Embudo (Fig. 1) para cada
uno de los géneros de nematodos, se correspondieron
con trabajos relativos a formulaciones de especies/ce-
pas, en los que la viabilidad de los nematodos estuvo
por encima de 80 %.

Respecto a la viabilidad, se sefiald que los pro-
ductos de nematodos entomopatdgenos son comercial-
mente aceptables cuando la viabilidad del ingrediente
activo (nematodos) esta por encima del 80 % (28).
En el caso de Heterorhabditis, el 80 % de viabili-
dad se presentdé hasta los dos meses de almacena-
miento, cuando las formulaciones tenian excipientes
solidos. Por ejemplo, el uso de arena, vermiculita,
arcilla y suelo arcilloso permitié una alta viabilidad
a nematodos, como Heterorhabditis amazonensis ce-
pa JPM4 (ingrediente activo) (29). Los formulados
de Steinernema con alto porcentaje de viabilidad (>
dos meses) tuvieron como excipientes a Carboximetil
Celulosa (CMC), gel de poliacrilamida, vermiculita,
hidrogel, alginato, almiddn y tierra de diatomea (30).

En el caso del indicador patogenicidad, los puntos
que se ubicaron en la parte derecha y superior de los

Graficos de Embudo (Fig. 2) representaron los articu-
los donde la patogenicidad de los formulados fue su-
perior al 80 %. Al respecto, se sefiald que los produc-
tos que presenten menor porcentaje de patogenicidad
respecto a este valor no deben ser considerados como
productos comerciales viables (31).

Segtin Mishra y Arora (32) existen tres tipos de bio-
formulaciones: solidas, liquidas y encapsuladas. Con
relacion al tipo de formulacion (Fig. 3) el meta-ana-
lisis evidencié que las solidas predominan en estos
estudios, seguidas de la encapsulacion y las liquidas.

En Heterorhabditis, 1os mejores porcentajes de via-
bilidad se obtuvieron en formulaciones sélidas, donde
el 56 % de los articulos se ejecutaron con excipientes
so6lidos (minerales no metalicos como atapulgita, ben-
tonita y vermiculita) (33).

Las formulaciones sé6lidas de nematodos entomopa-
tégenos presentan como ventajas el hecho de que pro-
ducen inmovilidad parcial de los JI, por lo que alargan
el periodo de disponibilidad de reservas de lipidos
en éstos y los hacen mas resistentes a temperaturas
extremas. Ademas, su transportacion es mas facil, las

Tabla 1. Valores de los estadigrafos de las pruebas de variabilidad relativos a la heterogeneidad de los datos de los
estudios, que informaron viabilidad y patogenicidad de formulaciones de nematodos entomopatoégenos desarrollados entre
1985-2022. / Values of the statistics related to data heterogeneity in the variability tests from the studies on viability and
pathogenicity of entomopathogenic nematode formulations developed between 1985 and 2022.

INDICADOR/GENERO k 0 p Indice I? (%)
Viabilidad Steinernema 134 732738,09 <,0001 99,99
Viabilidad Heterorhabditis 118 11016,71 <,0001 99,13
Patogenicidad Steinernema 81 5132,11 <,0001 99,00
Patogenicidad Heterorhabditis 150 820229,20 <,0001 99,05

k: nimero de estudios; Q: prueba de heterogeneidad; I?: indice de cuantificacion de la heterogeneidad
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Figura 1. Salidas graficas (Graficos de Embudo) de meta-analisis de los estudios de viabilidad de nematodos entomopatoge-
nos Heterorhabditis (A) y Steinernema (B) en productos formulados, en el periodo desde 1985 al 2022. / Graphic outputs
(Funnel Plots) of the meta-analysis of the viability studies of the entomopathogenic nematodes Heterorhabditis (A) or

Steinernema (B) in products formulated from 1985 to 2022.
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Figura 2. Salidas graficas (Graficos de Embudo) de meta-analisis de los estudios de patogenicidad de los nematodos
entomopatogenos Heterorhabditis (A) y Steinernema (B) en productos formulados en el periodo desde 1985 al 2022. /
Graphical outputs (Funnel Plots) of the meta-analysis of the pathogenicity studies of the entomopathogenic nematodes
Heterorhabditis (4) or Steinernema (B) in products formulated from 1985 to 2022.
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Figura 3. Tipos de formulaciones de nematodos entomo-
patogenos evaluadas por diversos colectivos de autores en-
tre 1985 y 2022. / Types of entomopathogenic nematode

formulations evaluated by various groups of authors
between 1985 and 2022.

materias primas son mas econoémicas que las utilizadas
para la encapsulacion y, en el caso de las formulacio-
nes en polvos, son facilmente dispersables en agua
para la aplicacion. Ademas, estos tienen mayor estabi-
lidad a temperatura ambiente, lo cual reduce el costo
de su transportacion, el tiempo de preparacion de las
mezclas (excipiente-nematodo) a la vez que disminu-
ye el tamafio del envase y tienen una apariencia mas
aceptable (28).

El meta-analisis ratificod que el género Steinernema
es mas resistente a temperaturas frias de almacena-
miento (5-15°C); mientras que, Heterorhabditis 1o es

a temperaturas mas calidas, entre 20-25°C, aproxima-
damente. La temperatura se subraya como un factor
que influye en la viabilidad, movilidad, patogenicidad
y reproduccion de los nematodos entomopatogenos
(34). Por ello, las formulaciones deben ir enfocadas a
ofrecer mayor estabilidad en los rangos de temperatura
especificos para el ingrediente activo (JI). Para mante-
nerlos vivos y resistentes a las temperaturas extremas,
es necesario reducir el metabolismo de los JI por in-
movilizacion parcial o desecacion (28) lo que se logra
con formulaciones solidas. Las mismas contienen al-
ginato, vermiculita, arcillas, granulos dispersables en
agua, entre otros elementos (28).

Seglin Boemare y Agiiera de Doucet (35) una de las
limitantes de los NEP es que se necesitan aplicaciones
multiples y de altas dosis, por lo que otro punto a
favor de las bioformulaciones sélidas es que pueden
contener mayor concentracion de JI, y es mejor su
aplicacion en el campo (36). Por otro lado, las formu-
laciones liquidas, al permitir el libre movimiento de
los JI, propician un agotamiento mas rapido de las
concentraciones de lipidos, siendo imposible lograr
que altas concentraciones de JI se mantengan viables
por mucho tiempo.

Resultd que el género Heterorhabditis tiene un pro-
medio de vida de dos meses en anaquel, con un 90 %
de viabilidad; sin embargo, en el caso de Steinernema
fue mas comun encontrar una viabilidad por encima
de 90 %, a los tres meses. Uno de los factores que
puede incidir en esto, es que Heterorhabditis es mas
activo que Steinernema, en tanto, este ultimo, al ser
oriundo de climas templados, se almacena por lo gene-

ral en refrigeracion.
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En la base de datos de patogenicidad se encontrd
que solo el 26,32 % de los estudios de formulaciones
llegaron hasta el nivel de evaluacion en condiciones
de casa de cultivo o campo, ya que la mayoria de estas
formulaciones se evaluaron solo a nivel de laborato-
rio. Por ejemplo, las capsulas de alginato, evaluadas
en diversos articulos, son un tipo de formulacion de
encapsulamiento que encarece la produccion a alta
escala, debido al tiempo que consume la extraccion de
las céapsulas y su almacenamiento (28). En aquellos
ensayos de formulacion con capsulas que se evaluaron
en campo, el porcentaje de mortalidad de la plaga fue
muy bajo, menor del 35 % aproximadamente. Ade-
mas, el tiempo que demoraron en actuar sobre la plaga
estuvo por encima de las 72 h.

El meta-analisis evidencié que las formulaciones
solidas, utilizando arcillas y otros excipientes, son
adecuadas para poder lograr que los NEP del género
Heterorhabditis sobrevivan en periodos de, al menos,
dos meses en almacén a temperatura ambiente y con
una viabilidad y patogenicidad por encima del 80 %.
Esto resulta relevante, pues la estabilidad de los bio-
productos a temperatura ambiente es mdas apropiada,
porque elimina costos derivados del uso de equipos de
refrigeracion y electricidad.

La produccién masiva de NEP en Cuba se acome-
te, casi exclusivamente, por el método in vivo en los
Centros de Reproduccion de Entomoéfagos y Entomo-
patogenos (CREE) del pais, y los niveles productivos
no satisfacen las demandas; sin embargo, la eficacia
de H. amazonensis cepa HC1 en el manejo de diversas
plagas en Cuba y su aceptacion por los agricultores
(7, 37) sugiere que se contintien los estudios de pro-
duccion masiva y formulacion.

Esto permitiria dotar a las plantas industriales que
se dedican a la obtencion de ingredientes activos para
bioplaguicidas, de tecnologias de reproduccioén in vitro
para la obtencion de altos volumenes de JI a costos
aceptables. Mientras, respecto a las formulaciones, el
presente trabajo sugirié que los estudios de pre-formu-
lacion de la cepa HC1 de H. amazonensis, que se
ejecutan en la actualidad en el CENSA para mejorar
la formulacion liquida, deben aportar elementos del
comportamiento de la cepa en excipientes soélidos, con
el uso de insumos nacionales, lo que ofrecera la base
de un producto futuro de mayor factibilidad.
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