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Resumen

La mosca blanca es una de las plagas mas importantes en América Central y el Caribe.
El dafio més perfudicial por este insecto es la trasmision de geminivirus, especialmente
en plantas de tomate y de ffjol. Dentro de las tacticas del Manejo Integrado de Plagas
(MIP), el control biolégico se presenta como una alternativa promisoria para la
reduccién dél uso de plaguicidas sintéticos. Este comprende el uso de los enemigos
naturales (depredadores, parasitoides y hongos entomopatdgenos) para el manejo de
plagas. El objetivo general de mi proyecto fue determinar la persistencia de in6eulo de
Metarhizium anisopliae y Paecilomyces sp. aplicado sobre follaje de tomate y melén y
su capacidad de reproduccién sobre ninfas y adultos de mosca blanca bajo condiciones
de invernadero. En el ensayo realizado en La Orieta efectnamos tres aplicaciones con -
una semana de intervalo entre cada ap]icaciéﬁ, mientras que en el ensayo realizado en
CATIE solamente se procedié a una aplicacion. La concentracion de nuestros
formulados fue de 107 conidias/ml. Para verificar la persistencia del inéculo sobre los
foliolos, los foliolos fueron cortados en circulos de 3,14 cm? y guardados a incubar en
placas con PDA durante una semana. El hongo més virulento en nuestro ensayo contra
la mosca blanca fue Paecilomyces, de hecho él presento los ﬁlayores niveles de
infeccion sobre el estadio ninfal IV asi como en los adultos a partir de la tercera semana.
La alta capacidad de dispersion y colonizacién de Paecz’lo}nyces pudo haber
enmascarado o incluso obstaculizado el efecto de Metarhizium en los ensayos realizados
en esta investigacion. Al cabo de la octava semana fue cuando se produjo un porcentaje
del 100% sobre los adultos. El ndmero de conidias obtenidas por adulto fue de 1.025 x
10° en el tratamiento Paecilomyces + Agua.

Palabras Clave: Tucha biol6gica, mosca blanca, Paecilomyces sp., Metarhizium

anisopliae, persistencia, capacidad de multiplicacién, formulacion.




Abstract

Whiteflies are one of the most important insect pests in Central America and the
Caribbean, causing direct and indirect damages, especially through the transmission of
the Gemini virus in tomatoes and beans, Within the concept of integrated pest
management (IPM), biological control offers a promising avenue to reduce dependence
on and use of chemical pesticides. This includes the use of natural enemies (predators,
parasitoids and entomopathogenic fungi) for the control of insect pests. The general
objective of the study was to evaluate the persistence of Metarhizium anisopliae and
Paecilomyces sp. Conidia applied to tomato and melon foliage, and their multiplication
capacity on nymphs and adult whiteflies under greenhouse conditions, In the
experiment carried out in La Orieta, fungal formulations were applied three times, with
one-weck intervals between applications, while in the experiments carried out at
CATIE, the fungi were only applied once. The concentration of the formulation was of
1 x 107 conidia/ml. To verify the inoculum persistence of the foliage, circular leaf
cuttings of 3.14cm?, containing fungi and Whiteflies at different stages of development
were placed on PDA plates and kept in an incubator. At the end of 8 weeks, 100% of
adults were parasitized by the fungi. The most virulent fungi tested was Paecilomyces
sp., presenting the highest levels of infection of stage 1V nymphs, as well as adults, as
of the third week of experimentation in the greenhouse. The high dispersal and
colonisation capacity of Paecilomyces sp. may have masked or even obstructed the
effect of Metarhizium anisopliae in this study. The number of conidia obtained per adult

was 1,025 x 10° in the treatment with Paecilomyces sp. and water.

Key Words: Biological control, White Fly, Paecilomyces $p., Metarhizium anisopliae,

persistence, multiplication capacity, formulation,
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1, INTRODUCCION

(La mosca blanca (Homoptera: Aleyrodidae) es una de las plagas mas
mmportantes en América Central y el Caribe, donde ha sido encontrada en por lo menos
84 especies de plantas (Herrera et al. 1999).) Su importancia es tal que se han
diversificado ¢ intensificado las investigaciones, con la produccién de una gran cantidad
de informacién cientifica y el disefio de modelos de investigacion muy utiles para otros

problemas similares.

(Se han propuesto diferentes tdcticas para ¢l manejo de esta plaga las cuales
forman parte del muy conocido enfoque de Manejo Integrado de Plagas (MIP) el cual
consiste en la combinacion de varios métodos para manteﬁer las plagas a niveles que no
causen perdidas de importancia econdmica y se reduzca el perjuicio ambiental y en la
salud (Hilje, 2001).\)

(Dentro de las tcticas del Manejo Integrado de Plagas (MIP), el control
biologico se presenta como una alternativa promisoria para la reduccién del uso de
plaguicidas sintéticos. Este comprende el uso de los enemigos naturales (depredadores,
parasitoides y hongos entomopatégenos) para el manejo de plagas (CATIE, 1990)./Esta
tactica, se ha constituido actualmente como uno de los temas de investigacién mas
importantes para el manejo de la mosca blanca en el laboratorio de fitoproteccién del

Centro Agronémico Tropical de Investigacién y Ensefianza (CATIE).

Como parte de las investigaciones que se realizan en control biolégico, se esta
trabajando en el desatrollo de un bio-insecticida con la meta de ofrecer al agricultor
productos de proteccién vegetal no contaminantes para el medio ambiente y compatible
con las practicas de control de insecto plaga, tanto para la produccidn convencional en

la cual se recomiendan estrategias MIP como en las de agricultura organica.

El eje principal de este estudio es el desarrollo de un nuevo bio-insecticida
destinado al control de la mosca blanca en cultivos horticolas de invernadero, basados

en los hongos entomopatogenos Metarhizium sp v Paecilomyces sp. Estos hongos han

sido citados en la literatura como buenos agentes biocontroladores gracias a su alta
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capacidad patogénica y virulenta contra la mosca blanca (Herrera et al. 1999, Ruiz Vega

y Aquino Bolafios, 1999, Vazquez Moreno, 2002).

El objetivo general de esta investigacion fue evaluar diferentes formulaciones de
los hongos Metarhizium anisopliae y Paecilomyces sp bajo condiciones de campo y de
mvernadero contra los estadios ninfales y adultos de las dos especies de mosca blanca
(Bemisia tabaci y Trialeurodes vaporariorum) con mayor incidencia en los cultivos de

tomate y melon,
Como objetivos especificos tuvimos:

- Determinar la persistencia del indculo de Metarhizium anisopliae vy
Paecilomyces sp aplicado sobre el follaje de tomate y melon.

- Evaluar la capacidad de wmultiplicacion de Metarhizium anisoplice y
Paecilomyces sp sobre ninfas y adultos de mosca blanca bajo condiciones de
invernadero.

- Evaluar la efectividad de tres formulaciones de Metarhizium anisoplice y

Paecilomyces sp. para el control de Trialeurodes vaporariorum a nivel de

invernadero comercial.




2. LITERATURA

2.1. EL TOMATE

El tomate tiene su centro de origen en la zona oeste de América del Sur, entre
Chile y Colombia, donde se encuentra creciendo en forma sﬂvestfe, al igual qgue todas
las otras especies del género Iycopersicon (Nuez, 1995). Su domesticacién habria
ocurrido en México (Davis et Dinham, 2002) a partir del tomate cereza (Lycopersicon
esculentum var. cerasiforme ) que crece espontaneamente en toda la América tropical y
subtropical. Desde esta zona y con el nombre vulgar de tomate (derivado de tomatl en el
lenguaje Nahua de México), fue Ilevado a Europa a inicios del siglo XV1, donde fue
considerada.como planta venenosa por la presencia de tomatina, un alcaloide presente
en sus hojas y frutos inmaduros. Por esto, inicialmente se usé sélo como planta
ornamental y en los siglos siguientes, al comprobarse la inocuidad del alcaloide, pasé a
constituirse en un producto central para la alimentacién en los paises curopeos, en
especial los de la zona mediterranea. Fn la actualidad, es una especie de gran y creciente
importancia en el mundo, donde destacan China, India, Estados Unidos y Egiptd, como
los paises de mayor superficie cultivada y, al mismo tiempo, como gjemplos de su

amplia distribucion actual.

El tomate puede ser cultivado al aire libre o bajo condiciones de invernadero. La
planta se cosecha principalmente en invernaderos esencialmente en América del Norte
ast como en Europa, ya que los sistemas de produccion son extremadamente intensivos
y pueden producir rendimientos verdaderamente elevados. La produccion al aire libre es
mucho menos intensiva, y es el sistema més comin en las regiones tropicales y
subtropicales (Davis et Dinham, 2002).

Es una planta monocotiledénea, ramificada, con tallo sarmentado, sosteniéndose

dificilmente sin la ayuda de soportes artificiales. Bl tomate tiene un sistema radicular.

importante. Las raices pueden alcanzar los 90 cm de largo, pero las principales raices
alimenticias se encuentran entre 25 y 35 ¢m de profundidad (CIRAD, 2002).




Las hojas comprenden un tamafio de 10 a 50 cm de longitud, ellas soﬁ

compuestas y la mayoria comprenden un par de foliolos (normalmente tres) a parte del_ .

foliolo terminal. Ellas son de color verde oscuro, peludas, un poco dentadas v grisiceos o

en la cara inferior. Las flores, hermafroditas, cuentan en principio con autofecundacion,
pero el porcentaje de polinizacién cruzada aumenta con el numero de insectos

polinizadores {Chamarro, 1995).

El fruto corresponde a una tipica baya, generada a partir de un ovario sincarpico
de dos o mas carpelos, con una placentacién axial, y con numerosos 6vulos. Los
tomates son a menudo rojos, pero existen variedades cuyas frutas son amarillas e
incluso blancas. El grosor de los tomates varfa a menudo dependiendo de la riqueza del
suelo, la temperatura ast como de la cantidad de frutas por planta. Los tomates suelen
pesar entre 60 y 200 gramos (Anderlini, 1970).

El tomate es una planta que necesita calor para asegurar ¢l ciclo completo de su
vegetacién. La germinacién de las semillas es Optima a temperaturas comprendidas
entre 18 y 24°C, lenta a temperaturas entre 10 y 18°C, y se vuelve muy lenta si las

temperaturas son inferiores a 10°C.

El crecimiento de la planta requiere temperaturas medias situadas entre 23 y
24°C en el dia y 14°C en la noche (Anderlini, 1970). A partir de 13°C, el crecimiento se

detiene y a temperaturas inferiores a 2°C la planta se hiela completamente.

La planta necesita suelos profundos, hiimedos, ricos en humus y nutrientes, de
buena textura y ligeramente 4cidos con un pH entre 6 y 7. El terreno debe estar bien
drenado (Fernandez et al.,1992).

2.2. EL MELON

El mélc’)n (Cucumis melo L.) es una planta tropical que pertenece a la familia de
las cucurbitaceas. Algunos autores sitdan el origen de dicha planta en India, otros Io
hacen en Africa. Sabemos que los egipcios lo cultivaban ya 5 siglos antes de nuestra
era. Hacia el siglo primero, el melon atravesé el Mediterraneo llegando asi a las costas
griegas, italianas y espafiolas (Moral, 1969). El melén es una planta trepadora, cultivada

por sus frutos tan azucarados y perfumados. Estos Gltimos son circulares u ovalados,

verdes, amarillos o marrones v con ¢l interior anaranjado o verde segiin las variedades.




Elmeldn posee un tallo principal herbaceo y rastrero. Sus hojas redondeadéss':'.s'én:.

rugosas al tocarlas. Las flores masculinas aparecen en primer lugar apareciendo mas -

tarde las femeninas, las cuales son hermafroditas. Ellas son fecundadas por los insectos. i

El desarrollo de los frutos es bastante rapido necesitando un mes y medio mds o menos
(Marcd—Moll, 1972).

La planta exige calor y luminosidad, con un optimo de 25°C durante el dia desde
la germinacion y de 20°C la noche. Su cero vegetativo se sittia entorno a los 12-13°C. El
melon requiere suelos bien drenados, con un pH 6ptimo de 6.5 a 7.5 bien provistos en
caliza activa. Los suelos arcillo-calcireos son particularmente indicados (Larousse
Agricole, 2002).

2.3. LA MOSCA BLANCA
2.3.1. Origen de Ias Moscas Blancas

QE] origen de Bemisia tabaci y Trialeurodes vaporariorum ecs actualmente
desconocido (Byrne y Bellows, 1991). Lopez-Avila (1986) sugiere que ellas vienen de
Africa mientras que Mound {citado por Lopez-Avila, 1986) sitia sus origenes en la
region Oriental desde donde habrian sido introducidas en América y en Africa por el
hombre. Ben%fs’ia tabaci fue descrita por primera vez en Grecia hace més de cien afios
(Lopez-Avila, 1986). En el Salvador, ellas fueron encontrad'as.por primera vez en los
cultivos algodoneros en 1961 extendiéndose asi por el resto de América Central entre
1964 y 1970 (CATIE, 1990). La mosca blanca es una de las plagas mas importantes de
América Central y el Caribe (Hilje y Arboleda, 1993), ya que ellas provocan pérdidas
bastante considerables tanto en los invernaderos de clima tropical como en los de clima

templado.
2.3.2. Biologia de las Moscas Blanca

La mosca blanca es un insecte diminuto, raramente de mas de 2-3 mm de
lIongitud que se asemejan a pequefias polillas y pertenece al orden de los Homopteros,
familia de las Aleyrodidae que se dividen al mismo tiempo en 2 subfamilias:

Aleurodicinae y Aleyrodynae. Las dos especies méas perjudiciales son: el aleurode de

invernadero Trialeurodes vaporariorum y el aleurode del tabaco Bemisia tabaci.




Podemos encontrar ambas especies tanto en cultivos horticolas (tomate, pepmo b

chile, berenjena...) como en plantas ornamentales (Hibiscus...). \

e
(\Bemisia y Trialeurodes presentan una fisonomia similar. Los huevos son blancos

amarillentos convirtiéndose mas tarde en negros. También son ovalados, de 0.2 mm de

largo dispuestos generalmente formando un circulo entre ellos (Byrne y Bellows, 199 1); f

Los aleurodes pasan por 4 estadios ninfales ( Figura 1) (Byrne y Bellows, 1991;

Lopez-Avila, 1984). Los estadios larvarios suelen ser de color amarillo palido

convirtiéndose mas tarde en transparentes, ovalados y planos (Byrne y Bellows, 1991).

Las ninfas {pupas) de B. tabaci 14 se desarrollan dentro de un pupario, de ahi su
nombre de pupa. Las pupas son inmoviles, amarillas, ovaladas y sus ojos adquieren un
color enrojecido, a diferencia de las ninfas de 7. vaporariorum, cuyas pupas son de un

color menos intenso y 108 0jos no son rojizos.

El adulto de B. tabaci es un pequefio nsecto que mide 1 mm-de longitud (en
general mas pequefio que 7. vaporariorum), €l posee 2 pares de alas bien
desarrolladas, patas y su cuerpo esta cubierto de un polvo blanco cetoso sobre las alas.
Este polvo generalmente es colocado por las hembras sobre los huevos durante la
puesta. Se ve un pequefio circulo blanco bien visible en la parte inferior de las hojas
(Perring et al., 1993). '

Otras diferencias significativas entre las dos especies estudiadas de mosca
blanca son: T. vaporariorum posee sobre el disco dorsal expansiones cerosas y varios
pares de tubos cerosos mientras que Bemisia tiene una forma més iregular, con
expansiones cerosas menos numerosas v mas corfas. La poblacion se presenta de
manera equilibrada, representando asi el 50% a las hembras y el otro 50% a los machos.
En general los machos son pequefios y muy activos mientras que las hembras suelen ser

mas grandes y menos activas (Perring ef al., 1993).

La temperatura y la planta hospedera son factores muy importantes en la
biologia de estos aleurodes. Por ejemplo, en funcién de fa temperatura en el cultivo del

tomate, la duracién de desarrollo de estos insectos (desde huevo hasta adulto) presenta

las signientes variaciones (Cuadro 1):




Cuadro 1: Variacion del desarrollo de la mosca blanca en funcion de la temperatura,

Especie 15°C 20°C 27°C
Bemisia tabaci 135 dias 35 dias 23 dias
Trialeurodes v. 42 dias 28 dias 21 dias

SRR R R R R R S
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Los adultos de Trialenrodes se sithan generalmente en la parte superior de las
plantas y en el envés de las hojas mas jovenes. Las observamos facilmente cuando
sacudimos las hojas, ellas enseguida se colocaran sobre otras. Por otro lado, las ninfas
de Trialeurodes se sitian también en las hojas mds jovenes mientras que las pupas
suelen estar en las hojas mas antiguas. En lo que concierna a Bemisia, encontramos los

diferentes estadios diseminados a través de todos los niveles de la planta.

Figura 1: Ciclo de desarrolio de ta mosca blanca.
Q.3.3. Daiios causados por Bemisia tabaci'y Trialeurodes vapomriomm)

CPodemos distinguir dos tipos de dafios: el directo y el indirecto (Lopez-Avila,
1986). El dafio directo provoca lesiones en el tejido vegetal debido a la alimentacion y
oviposicion. Altas poblaciones de mosca conllevan a alteraciones fisiologicas asi como
debilitamientos de las plantas, y | como consecuencia una diﬁmjnucién de los
rendimientos provocando pérdidas econdmicas bastante importantes, \J

CLOS daftos indirectos provocados por Bemisia tabaci vy Trialeurodes
vaporariorum estan asociados a la presencia de hongos. Esto es, las larvas segregan

sustancias azucaradas que favorecen la aparicion del hongo saprofitico Capnodium sp.,




conocido como “famagina”, ¢l cual tiene un efecto adverso en la fotosintesis ya que
. impide la entrada de la luz en la superficie foliar (Bellotti y Vargas, 1986). )

K Otro tipo de dafio indirecto provocado solamente por Bemisia y el cual es
considerado como el més importante consiste en la transmisién de geminivirus

especialmente en los cultivos de tomate y frijol (Hilje y Arboleda, 1993). )

El virus es adquirido cuando el vector se nutre de los hospedantes infectados
durante al menos 4 h. Después de 20 h de latencia fa mosca puede transmitir el virus a

Ias plantas sanas durante un periodo de 10 a 20 dias (Herrera, 1995).

L os virus asociados a Bemisia son muy severos sobre ¢l cultivo de tomate, tanto
en campo como en invernadero; como consecuencia de esto, muchos agricultores han
tenido que abandonar sus cultivos como se ha dado el caso en Marruecos (Hanafi, 2000)
o en América central (Dardon, 1993).

Algunos de los viras transmitidos por Bemisia y que afectan ¢l cultivo del melén
y del tomate son: Tomate Yelow Leaf Curl Virus (TYLCV), Tomate Yelow Mosaic
Virus (TYMYV), Tomate Leaf Curl Virus (TLCV), Tomate Yellow Dwarf Virus
- (TYDV), Yellow Mosaic French Bean Virus (YMFBV).

Con relaciton a la mosca blanca 7. vaporariorum, conocemos hasta el momento
dos virus transmitidos por ella. El Potato Yellow Vein Virns (PYVV) v el Tomato
Infectious Chlorosis Crinivirus (TICC), El primero fue descrito. por primera vez en
1939 en Ecuador y Colombia. Esta enfermedad es considerada como wna amenaza en la
produccion de papas en América del Sur. El segundo virns fue encontrado en los
Estados Unidos en 1993, Este afecta a las plantas de tomate cultivadas en campo y en
invernadero, pero todavia no ha producido pérdidas econdmicas muy importantes.

-

2.3_.{Manejo Integrado de Plagas (MIP) )

)
i

El MIP es un sistema de lucha integrada que toma en cuenta las particularidades

del medio, y wutiliza todas las técnicas y métodos apropiados para mantener las




poblaciones de los organismos perjudiciales a niveles donde no causen dafios

%
econdmicos. >

2.3.4.1. Opciones permanentes para luchar contra los enemigos del tomate

Algunos métodos permiten una produccién més durable y son ampliamente
disponibles, pero el inconveniente que presentan es que es de dificil aplicacion en los
paises en vias de desarrollo. Un proyecto realizado en Africa por CAB Internacional
(2000} para Iuchar contra las moscas blancas y los virus asociados a demostrado que
reduciendo el niimero de pulverizaciones con productos quimicos, usando la lucha
biolégica y mejorando las practicas culturales, obtenemos un rendimiento mas elevado

y unos costos de produccién mas bajos.

El MIP ofrece una alternativa viable, haciendo participar a los agricultores al
desarrollo de métodos razonados para luchar contra las plagas y las enfermedades y las
malas hierbas en sus sistemas de cultivo. Minimizando el uso de por ejemplo los
pesticidas, podemos prevenir los problemas de salud ligados a estos productos. El MIP
es la combinacién de diferentes métodos: Iucha quimicé, resistencia varietal, lucha

cultural v lucha biol6gica,
Control quimico

Tradicionalmente se ha controlado a estas plagas mediante el uso de insecticidas
sintéticos de manera irracional y con unos costos muy elevadds (Morales, 1993). Los
msecticidas no permiten la exclusion de las moscas blancas ni evitan la diseminacion de

‘los V]l'llS pero pueden reducir Ia poblacion de estas plagas (Hilje, 1996). Si los
utilizamos de una manera razonada, ellos son herramientas ttiles para combatir las
moscas blancas (Salguero y Morales, 1994). El conocimiento de la biologia de las
moscas, la inezcla y la rotacion de los insecticidas con diferentes modos de accién, los
métodos de aplicacion y las formulaciones apropiadas, aumentan la eficacia de control
quimico y disminuyen el desarrollo de la resistencia asi como el impacto
medioambiental (Matthews, 1986; Salguero y Morales, 1994). Los insecticidas
sintéticos mds utilizados para Inchar contra la mosca blanca son: pyriproxyfen,

bifenthrin, amitraz, imidacioprid y endosulfan.
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 Control cultural

La lucha cultural es un término genérico basado en métodos de lucha confra las -

plagas basados sobre procesos culturales. Los agricultores utilizan practicas agricolas
las cuales no estén orientadas hacia un Manejo Integrado de Plagas. Sin embargo,
realizando ligeras modificaciones es suficiente para disminuir las plagas (Hilje y
Cubillo, 1996).

La eliminacién o- destruccion de los residuos de los cultivos, de las plantas
infectadas, de Tesiduos pertenecientes a una recolta anterior, y de las adventicias son
précticas importantes para luchar contra la mayoria de las plagas. Hilje y Cubillo (1996)
aconsejan para luchar contra la mosca blanca la utilizacion de trampas, de coberturas
vivas o muertas sobre los suelos, hacer rotaciones de cultivos, utilizar densidades

elevadas en la siembra as{ como la produccién de plantulas en de viveros cubiertos.
Control genético

Actualmente, existe una variedad resistente a los virus de 1a hoja amarilla del
tomate (TYLCV). Esta variedad ha sido creada por un grupo de investigadores cubanos
en el afio 2000 en el Instituto de Investigaciones Horticolas Liliana Dimitrova (Cuba).
Llamada “Vyta”, esta variedad ha sido cultivada por todo el territorio cubano de wna
manera muy satisfactoria. Las ventajas obtenidas son, mejor adaptacion al clima, buena
resistencia genética y disminucién de las aplicaciones de insecticidas, como
consecuencia a esto se ha producido una ahorro de 12 mil délares anuales (Gomez,
2000).

Estudios recientes de un grupo de investigadores espafioles (CSIC) en
colaboracién con la Universidad de California, han demostrado que es posible obtener
tomates transgénicos resistentes al ataque de las moscas blancas. Estos estudios estan

todavia en vias de desarrollo.




11

Control bioldgico

La lucha bioldgica es la utilizacién por parte del hombre de organismos vivos
para reducir o eliminar los dafios causados a sus propiedades por otros organismos vivos
(Lavabre, 197_"0). Para luchar biolégicamente contra las moscas blancas tenemos un
namero muy ‘elevado de enemigos naturales, el cual comprende los insectos

depredadores, los parasitoides y los hongos entomopatogenos (Hanafi, 2000).

Los dos parasitoides de las moscas blancas mas utilizados y que ofrecen un
mayor control son, FEncarsia formosa y Eretmocerus eremicus (Hymenoptera:
Aphelinidae), estos son mindsculas avispas de 1 mm de longitud y pertenecen a la
misma familia. Estos insectos hacen la puesta de sus huevos en las larvas de las moscas.
Después la eclosion, las larvas parasitadas se desarrollan sobre el hospedante y se
ninfosan en el interior. Con relacion a los depredadores estos son consumidores activos
de las larvas de las moscas blancas. Las especies de Coledpteros (Delphastus pusillus),
de los Dipteros (Achetoxenus formosus) y de los Neurdpteros (Chrysoperia externa) son

los més importantes en el control bioldgico de las moscas blancas (Malausa, 1989).

Por ofra parte, se cuenta con los hongos entomopatdégenos los cuales estdn
considerados como los patdgenos los mas importantes contra los insectos succionadores
como es ¢l caso de las moscas blancas. Ellos infectan a los insectos a través de la
penetracién de su cuticula. Las especies mas comunes tanto en campo como en
invernadero pertenecen a la familia de los Deuteromycotina (P. Fumosoroseus, B.

bassiana, M. Anisopliae, V. lecanii y Aschersonia abnormis.) (Shannon, 1996).

: (2.4. LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS)

( Los primeros microorganismos encontrados produciendo enfermedades a los
insectos fueron los hongos entomopatdgenos. Ellos se desarrollan macroscopicamente
en la superficie de sus hospedantes. La mayoria son patdgenos obligados o facultativos.
Su crecimiento y desarrollo estd limitado por las condiciones ambientales externas en
particular, la elevada humedad y una temperatura ,_adecuada para la esporulacion v la

germinacion de las esporas (Tanada y Kaya, 1993).
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2.4.1. Generalidades y modo de accién

CCasi el 80% de las enfermedades de los insectos son provbcadas por unas 700
espectes-de hongos los cuales pertenecen a 90 géneros de entre todos los grupos
taxonémicos de los hongos (Ferron, 1978). Los hongos entomopatégenos de la orden de
los Deuteromycotina (Hongo imperfecto) no tienen una reproduccion sexual o presentan
un estado asexual de reproduccion dentro del cual el estado sexual es co;ocido. Ellos se

reproducen asexunalmente produciendo conidias (Tanada y Kaya, 1993).

L El desarrollo de la micosis se puede dividir en tres etapas: adhesion y
germinacién de la espora dentro de la cuticula del insecto, penetracion dentro de Ia
hemolinfa y desarrollo del hongo. El primer contacto que hace la espora con la
superficie del hospedante es por medio de la cuticula. Las caracteristicas fisicas y
quimicas de la superficie de la cyticula del insecto y la espora son las responsables de

esta union (Tanada y Kaya, 1993), }'

La germinacion es el proceso mediante el cual una espora emite uno o varios
tubos germinales, los cuales por crecimiento y alargamiento dan [ugar a las hifas (Voley
y Pardo, 1994). El resultado de la germinacién no depende solamente del porcentaje
total de germinacién, sino del tiempo de duracion de la gc;rnﬁnaéiéh, del modo de
germinacién, de la agresividad del hongo, del tipo de la espora asi como de la
susceptibilidad del hospedante (Samson et al., 1988).

Las conidias germinadas penetran en la cuticula del insecto como resultado de fa
combinacién de los procesos quimicos (degradacién enzimética de la cuticula) y fisicos
(presion mecénica ejercida por el tubo germinal) (Shannon, 1993). El modo de
penetracion depende principalmente de las propiedades de la cuticula; del grosory dela
presencia de sustancias antifiingicas y nutricionales. Los hongos pueden penetrar en el
interior de los insectos a través de la region bucal, del ano y de Tlas regiones
intersegmentales (Alves, 1986). A veces, los liquidos digestivos de los insectos pueden
destruir la espora o la hifa germinativa. En algunos casos, la digestién de estructuras
ﬁjﬁgicas puede ocasionar la muerte por toxicidad mas que por micosis (Ferron, 1978).
Los hongos invaden los tejidos de los insectos entre tres y cinco dias después de _.la

penetracion y producen sustancias toxicas las cuales provocan su muerte. Entre éstas
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toxinas s¢ han encontrado (dextrusinas, demetildextrusinas y- protodextrusinas) que
tienen una baja toxicidad para los humanos pero al mismo tiempo son muy toxicas para
los écaros, los insectos y los nemdtodos (Monzon, 2001). La muerte también es
provocada por dafios mecénicos producidos por el desarrollo del micelio (Alves, 1986;
Ferron, 1978, Tanada y Kaya, 1993). Los hongos secretan sustancias bactericidas que
momifican al cadaver (a veces lo cambian de color) y empiezan a esporular sobre éste si

las condiciones de temperatura y humedad son favorables.

_ \
2.4.{._ Formulaciones de los hongos entomopatégenos/

< La formulacién del hongo es el proceso mediante el cual el mgrediente activo, es
decir las conidias del hongo, se mezclan con materiales inertes, tales como vehiculos,
solventes, emulsificantes y otros aditivos (Monzon, 2001). Todos estos materiales
ayudan a que la aplicacién logre una buena homogeneidad y una correcta distribucién
de las particulas del hongo. La formulaci6n liquida utiliza un liquido solvente v un
emuisificante, E! liquido empleado tiene la funcién de mantenef suspendidas las
conidias en el medio para lograr una mezcla homogénea que garantice una buena
aplicacion. Ademds este liquido debe evitar la absorcién de agua por las conidias y
mantener su viabilidad (Monzén, 2001). Después de haber aplicado el bio-insecticida, la
capacidad de sobrevivir de las .sporas del hongo determina la persistencia del inoculo

en ¢l campo asi su efectividad, )

ios hoﬁgos Verticillium lecanii, Paecilomyces spp y Beauveria spp. han sido
encontrados en la naturaleza atacando a las moscas blancas (Osborne y Landa, 1992), y
hay muchos estudios orientados hacia la bisqueda y seleccion de cepas promisorias de
estos hongos. Sin embargo, la informacién sobre Metarhizium anisopliae es escasa 'y
solo algunos estudios como el de Herrera ef al., (1995) presentan resultados promisorios
con este hongo quienes demostraron que Metarhizium anisopliae podia tener una alta
capacidad patogénica asi como una virulencia contra Bemisia tabaci sobre plantas de
frijol. En ese experimento se obtuvieron unos indices de mortalidad superiores al 73%
legando incluso al 95% utilizando cepas de Metarhizium anisopliae tales como 5/89 y
NB.

Los resultados obtenidos por Hidalgo er al(2004) registraron un nivel de

mortalidad del 60% utitizando la cepa 5/89 del hongo M. anisopliae sobre ninfas IV en
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plantas de frjjol. Ante estos resultados, se hace promisorio lIa utilizacion de cepas del
hongo M. anisopliae para el control de la mosca blanca en cultivos tales como el

tomate o el melon.

En relacion al Paecilomyces sp., un grupo de investigadores espafioles realizaron
unas investigaciones a fin de controlar a Bemisia tabaci mediante el uso de este hongo
entomopat6geno en el cultivo del tomate. Los resultados obtenidos por Padilla et al.
(2003) mostraron que este agente microbiano alcanzaba un indice de mortalidad del
100% en ninfas de cuarto estadio al igual que era capaz de producir infecciones a gran
escala en los adultos de mosca blanca. No obstante, los resultados fueron altamente
significativos con respecto al insecticida quimico cuyo niimero de adultos/foliolo
después de aplicar éste fue de 24, mientras que con el bioinsecticida fue de 54 y, sin

realizar ningiin tipo de aplicacién fue de 110.

La busqueda de un nuevo producto biologico eficaz contra los insectos es, a
escala mundial, un tema de prioridad y necesidad. La tendencia de estas investigaciones
ha sido también emprendida por los investigadores del INIA en Peri (Velasquez y
Navarro, 2002) Los autores consiguieron identificar y caracterizar hongos
entomopatogenos atacando a la mosca minadora Liriomyza huidobrensis, plaga muy
importante del frijol cultivado en la costa peruana. El hongo aislado y utilizado en este
ensayo fue Paecilomyces sp. a una concentracion de 1,89x107. EI porcentaje de
infeccién sobre adultos de este insecto fue del 60%, sin embargo no encontraron ningtin

efecto en los otros estados de desarrollo de la plaga.

Ruiz Vega y Aquino Bolafios (1999), realizaron un estudio en México sobre la
combinacion de barreras vivas y el hongo Paecilomyces fumosoroseus para el control de
B. tabaci. Estos autores sefialaron que las barreras vivas (maiz, sorgo, girasol o
cempastichil) pueden servir como barreras fisicas o como limpiadores del estilete de
insectos vectores de virus de tipo no persistente, lo cual puede incrementar los
rendimientos al disminuir la incidencia de virosis. Estos investigadores obtuvieron un

control del 51% usando dicho hongo en combinacién con una barrera de maiz.

Mas recientemente, la casa comercial Biobest Biological Systems ubicada en
Bélgica, ha sacado al mercado un nuevo pesticida bioldgico que contiene esporas del

hongo entomopatdgeno Paecilomyces fumosoroseus, con el nombre de PreFeRal ®
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WG. Este nuevo producto consigue un excelente control de las moscas blancags 7
vaporiorum y B. tabaci en hortalizas como tomate y pepino. De hecho, se trata de un
bioinsecticida de contacto, cuyas esporas se adhieren a la cuticula de los insectos y
germinan poco después de la aplicacion. Dicho producto, debe mantenerse refrigerado a

una temperatura comprendida entre los 4 v 6°C, y tiene un limite de caducidad de seis

meses,




16

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. LOCALIZACION

El primer experimento fue realizado en la comuna de La Orieta (Turrialba,
Costa Rica), zona himeda y poco estacional, cuya altitud tiene un umbral de 1200

msnm. La temperatura media es de 17°C y la humedad relativa es 91%.

Para el segundo experimento utilizamos los laboratorios de Fitoproteccion de
CATIE (Turrialba, Costa Rica) situados a 9° 53 latitud norte, 83° 38’tongitud oeste y
602msnm. Ta temperatura media anual es de 21.9°C. El promedio mensual de la

humedad relativa (%) es 89.8 y la precipitacion mensual expresada en mm. es 237.5.
3.2. PLANTAS HOSPEDERAS

El " material vegetal utilizado para evaluar los aislamientos de hongos
entomopatogenos sobre ninfas y adultos de mosca blanca correspbndié a plantas de
tomate de la variedad Hay Lip obtenidas a partir de semillero asi como plantas de melén
de la variedad Cantalupo sembradas directamente en potes plasticos prescindiendo del

semillero.
3.3, CRIA DE MOSCA BLANCA

La cria de Bemisia tabaci tuvo lugar en las instalaciones de CATIE. Este
criadero consiste en un invernadero cerrado de 4 m® con plantas de berenjena donde las
densidades de Bemisia tabaci son muy altas. Dichas plantas fueron introducidas

periodicamente en los invernaderos donde se encontraba el tomate y el mel6n para los

experimentos a fin de provocar el desarrollo de la plaga.
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3.4. REPRODUCCION DEL HONGO
3.4.1. Medio de Cultivo

El medio de cultivo utilizado para Ia reproduccién de los hongos en placas petri
estaba constituido de: 39g/1 de PDA, 10g/1 de quitina y 5 g/l de extracto de levadura.
La solucion preparada fue autoclavada a 121°C y una presién de 15 bares durante 30

minutos.
3.4.2. Recolecta de los Hongos

Respecto a los hongos utilizados, Metarhizium anisopliae (5/89) proviene de la
collecion del CATIR pero su origen s Nicaragua, mientras que Paecilomyces sp
{0485) fue aislado a partir de adultos de mosca blanca recolectados en Ia Tegion
noroeste del pafs (Guanacaste). Enseguida, las muestras fueron transportadas al

laboratorio para su aislamiento. Ambos se encuentran conservados en refrigeracion
ad°C.

3.4.3. Produccién masiva del Hongo

Después de haber inoculado las placas PDA con los respectivos hongos, éstas
fueron selladas con Parafilm ® y colocadas a una incubadora durante 5 dias a una

temperatura de 25 °C, un fotoperiodo de 12:12 y una humedad relativa de 5010 %,

Al cabo de 5 dias, se preparé el inoculo para iniciar el proceso de produccién
masiva de los hongos. Para esto, se recuperd con una espatula esterilizada el
méximo de conidias de cada hongo y se suspendieron en 500 ml de agua destilada

previamente autoclavada.

Por ofro lado, bolsas de polipropileno conteniendo 200 gramos de arroz
previamente sumergido en agua por una hora fueron autoclavados durante 30
minutos. A continuacion, 20 ml de la solucién que contenfan las conidias junto a

una gota de tween 80 ® al 0.5 % fueron inoculados en ef arroz y guardados en una

sala poco ventilada y bien desinfectada durante 3 dias a temperatura ambiente (26°C
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promedio). Después de este periodo, el atroz fue colocado en bandejas de pléstico
previamente desinfectadas con cloro y cerradas en una bolsa de plastico a fin de
promover la esporulacién. Una malla de alambre también desinfectada en el horno
durante 15 minutos se utilizé con el fin de evitar el posible contacto entre el hongo

y la bolsa de plastico.

Quince dias despugs, las conidias fueron extraidas del arroz con un tamiz, de 60
mesh. Gracias a la ayuda de wn agitador, durante 20 minutos, una gran parte.de las
conidias foeron recuperadas en un papel encerado previamente colocado entre el
tamiz y el agitador. Todas las conidias recogidas fueron enseguida guardadas en el

refrigerador a una temperatura de 4 °C hasta el momento de la utilizacién.
3.4.4. Determinacion de la concentracién de conidias

Se prepar6é una suspensién de 0.03g de polvo de conidias en 10 ml de agua
destilada con Tween 80 ® al 0.5%. Después de haberlas agitado en un vértex
durante un minuto, se utilizé un hematocimetro a fin de proceder con el conteo en
un microscopio de luz. En cada conteo se determiné la cantidad de conidias en 40 de
los 400 cuadros (de 1/400 mm®) del hematocimetro repitiendo este conteo 4 veces

para cada suspension de conidias.

Con el microscopio en 40 X se observaron muestras de las diluciones para
calcular la concentracién de la solucién madre y por dilucién se obtuvo la
concentracién del inéculo requerido para cada aplicacion. Para las diluciones se

utilizé 100 pl de suspension del inoculo en 900 ul de agua

Se determind la concentracion de conidias por mililitro utilizando Ia siguiente

formuia;

Conidias/ml =N x 1x10°

En donde N es ¢l promedio de conidias en los cuatro conteos y 1x10° es un

factor calculado que toma en cuenta el area y profindidad de la cuadricula de conteo

y ¢l factor de dilucién, Mediante la multipticacién del valor de conidias/m! por el
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volumen de la suspension se estimo la cantidad de conidias en los 0.03 g de polvo de

conidias y por regla de 3 se estimé la cantidad de conidias por gramo.

Para la preparacién de la suspension de conidias de 107 se utilizé la siguiente

formula:

(Y mlx 107 N° de conidias/g de polvo

Y = Volumen deseado o aplicado por parcela.
107 = Concentracién deseada o que se quiere aplicar

N° de conidias/g de polvo = Concentracién de la solocién madre

3.4.5. Porcentaje de germinacién del hongo

Para realizar dicha prueba, se tomd con una espatula previamente esterilizada
0.03 gramos de esporas del hongo a analizar y se mezclé con 10 ml de agua destilada
esterilizada. Después de haberlo agitado en un vortex, se esparci6 la solucion en tres
placas petri con PDA. Estas placas se incubaron a 25°C durante 24 h. Una zona de la
placa escogida al azar conteniendo esporas fue analizada en el microscopio a 40X, Se
contaron tanto las esporas germinadas como las no germinadas y se aplic la signiente

férmula:

%o = [esporas germinadas / esporas totales (germinadas + no germinadas)]*100

3.4.6. Formulaciones de Hongos Entomopatégenos

La formulacidn del hongo es el proceso mediante el cual el ingrédiente activo, es
decir las conidias del hongo, se mezclan con materiales inertes, tales como arcilla,
aceites, nutrientes emulsificantes y otros aditivos. Estos materiales inertes ayudan a que
el hongo este mas protegido al momento de la aplicacién. Todo esto se hace con el fin

de lograr una buena homogeneidad y distribucion de las particulas del hongo, para

poder ser manipuladas y aplicadas adecuadamente (Monzon, 2001). Para nuestros -

ensayos se¢ utilizaron tres formulaciones;
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A. Suspension directa de las conidias en agua.
B. Conidias preparadas como concentrado emulsificable utilizando aceite de soja.

C. Solucién acuosa mas aceite de soja.

3.5. ENSAYOS REALIZADOS EN INVERNADERO

3.51. ENSAYO I Evaluacion de la formulacion de dos hongos
entomopatégenos para el manejo de mosca blanca en tomate bajo condiciones de

invernadero en La Orieta.

3.5.1.1. Establecimiento del ensavo,

Fl invernadero utilizado para nuestro primer ensayo de tomate tenia una
superficie total de 300 m’. La distancia de siembra entra hileras era de 1,20 m y la
distancia entre plantas de 0,30 m. Las plantas eran irrigadas de forma generalizada
mediante riego por goteo durante una hora al dia. El aporte de nutrientes estuvo
formado por N-P-K-Mg (12-12-17-2).

Las plantas, de variedad Hay Lip y de crecimiento indeterminado, eran
sostenidas con postes de bamba amarradas con hilo a un tendido de hierro a fin de
mejorar la aireacién general de la planta, favorecer el aprovechamiento de la radiaciony

la realizaciéon dg las labores culturales,

En este ensayo no s¢ llevo a cabo ningin tipo de liberacién artificial de mosca
blanca ya que desde el origen se contd con un estado j)oblacional bastante elevado. El
insecto encontrado en este invernadero pertenecia al gemeto de Trialeurodes

Vaporiorum.

3.5.1.2, Tratamientos v disefio experimental.

Qe utilizaron 7 tratamientos: Metarhizium anisopliae y Paecilomyces sp en
aceite y agua (con una concentracién de 107 conidias/ml), un insecticida quimico

(Endosulfn) cuyo volumen utilizado correspondia a 1,2 ml por cada litro de agua (10

litros utilizado en nuestro ensayo para las tres parcelas) y un testigo en aceite (al 1%
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v/v) y agua, Cada formulacién excepto el testigo absoluto fue mezclada con 2.5 ml/l de
adherente (Cytowet). La aplicacién se reahiz6 de forma aleatoria mediante bombas
hidriulicas marca Carpi ® de una capacidad de 17 litros, con boquilla de cono hueco D2
y disco #45. |

Para calcular la capacidad de reproduccidon sobre las ninfas y adultos tres
aplicaciones con intervalos de una semana entre cada aplicacion fueron necesarias. El
terreno experimental fue separado en 21 parcelas (10 m de largo x 6 de ancho) con un

arreglo de bloques al azar.

De cada formulacion utilizada, tres repeticiones fueron necesaﬁés a fin de
proceder posteriormente a un analisis estadistico de nuestros resultados. Los datos
fueron analizados por anélisis de varianza y las medias fueron comparadas con la
prueba de Duncan (p a 0,05).

Cuadro 2: Distribucion aleatoria de las parcelas bajo condiciones de

invernadero en La Orieta. P. = Paecilomyces sp/ M. = Metarhizium anisopliae

1 Agua 8 M.+ Agua 15 Quimico
2M. + Agua | 9 Quimico 16 M. + Ac.
3P +Agua | 10P. +Ac. 17 Agua

4 M.+ Ac. 11 Aceite 18 Quimico
5P +Agua | 12M. + Ac. 19 Aceite

6 Agua 13 Aceite 20 P. + Ac.
7P +Agua | 14 M. tAgua | 21 P.+ Ac.

3.5.1.3. Variables evaluadas.

1- Estado poblacional de adultos de mosca blanca (Trialeurodes vaporiorum)

presente en el tomate antes y una semana después de efectuar las aplicaciones.

El muestreo se realiz6 escogiendo tres hojas al azar de la hilera central

correspondiente a cada parcela, previamente sefializadas con cintas marcadoras. El
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conteo de adultos se realiz6 de manera visual considerando una poblacion baja si el
nimero de adultos estaba comprendido entre 0-20, una poblacién media si se
encontraba entre 20-50, y por dltimo una poblacién elevada si el niunero de adultos por
hoja correspondfa a wn niimero mayor de 50. Dicho conteo se efectud en el envés de las
hojas, ya qué es ahi donde se desarrollan los insectos. Transcurrida una semana después
de realizar la tiltima aplicacidn efectuamos un conteo idéntico al primero con el objetivo
de determinar si la poblacién de adultos al cabo de tres semanas de aplicaciones habia

disminuido.

2- Porcentaje de infeccion. Esta evaluacion se realizé una semana después de
haber efectuado las aplicaciones. Se recogieron tres hojas de cada parcela y se colocaron
en bolsas de papel cerrados a fin de evitar la escapada de adultos vivos presentes en las
hojas. Una vez en el laboratorio se cortaron tres circulos de 3,14 cm?® de las hojas de
cada parcela y se dispusieron en placas petri sin medio (PDA). Las 21 placas
correspondientes a cada repeticién fueron colocadas en bandejas de plastico con papel
absorbente hﬁr’nedecido y cerradas en bolsas de plastico transparentes y guardadas en
una habitacién oscura durante una semana a {in de provocar una mayor y més rapida
esporulaciéon de los hongos entomopatogenos y asi facilitar la determinacién del

porcentaje de infeccion,

Transcurrida la semana, las muestras fueron evaluadas con la aynda de mn
microscopio estereoscdpico. Las variables analizadas fueron: ninfis de cuarto estadio
vivas, muertas y parasitadas por los hongos al igual que adultos vivos, muertos y

parasitados.

Para determinar dicho porcentaje, empleamos la siguiente formula:

% = ninfas o adultos infectadas/ ninfas o adultos totales (vivas + muertas + parasitadas)

3- Determinacion de la produccion de conidias del hongo sobre adultos de
mosca blanca encontradas en las plantas de tomate. Transcurridos 45 dias después de la

{iltima aplicacion, se recogieron las muestras con elevada presencia-de adultos y se llevo

al laboratorio para ser analizado.
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Se escogieron tres hojas de cada parcela y se colocaron en sacos de papel
cerrados. Una vez en el laboratorio se realizaron tres circulos de 3,14 em® para
uniformar un 4rea especifica. A continvacidn se efectud un conteo de adultos vivos,

muertos y parasitados.

Después, colocamos 10 adultos parasitados de cada tratamiento y se colocaron
en 10 ml de agua esterilizada. Se procedid al conteo (4 repeticiones) de conidias por
adulto con la ayuda de un microscopio estereoscopico. Para calcular dicha variable,

utilizamos la siguiente formula;

Produccién conidia / adulto = (N x1x107 /10 (N° adultos)

N = Promedio de conidias en los cuatro conteos
107 = Factor calculado teniendo en cuenta ef 4rea y profimdidad de la cuadricula de conteo y el factor de
dilucion

3.5.2. Ensayo II: Evaluacién de la persistencia de dos hongos entomopatégenos

sobre Bemisia tabaci nsando diferentes formulaciones.

3.5.2.1, Establecimiento del experimento.

Para estos ensayos se utilizaron las instalaciones de CATIE, tanto los
mvernaderos como las parcelas al aire libre. El invernadero utilizado tenia una
dimension de 30m”. En €l habia una capacidad para 7 mesas de una superficie de 4 x
im. Para el ensayo de tomate colocamos en cada mesa 30 plantas sembradas en
~ maceteros de plastico de 10 cm de didmetro y para el ensayo de melon solamente 15

plantas con maceteros de idéntico didmetro.

La distancia entre plantas fue de 10 cm. El sistema de riego implicado en las
experimentaciones fiile manual, realizdndolo una vez cada dos dias. El fertilizante N-P-

K (10-30-10) fue introducido en el momento de la siembra, Para evitar posibles vuelcos

de las plantas de tomate se las sostuvo con estacas de bamb.
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La variedad de tomate utilizada en el ensayo fue Hay Lip, obtenidas a partir de
semillero, mientras que las plantas de melon fueron de la variedad Cantalupo, obtemdas

por s1embra directa de la semilla en los maceteros

Para proceder con las liberaciones de mosca blanca, se colocaron plantas de
berenjena altamente infestadas. Se sacudieron las plantas de berenjena para obligar a la
mosca a pasar a las plantas de tomate y melon. Este tiempo sirvié para que los insectos
se extendieran hacia las otras plantas. Més tarde, las berenjenas fueron retiradas. En

total se hicieron dos liberaciones, con intervalo de una semana.

Las parcelas ubicadas al aire libre tenian una dimension de 100 m®
aproximadamente y estaban situadas cerca del 4rea de invernaderos. Las plantas fueron
separadas unas de otras en 10 cm. El riego fue también manual con un intervalo de dos
dfas.

3.5.2.2. Tratamientos v disefio experimentat

A, Persistencia de los hongos en plantas con presencia de mosca blanca

(Bemisia tabaci)

A1). Determinacion de persistencia del hongo en invernadero

Para ambos ensayos se emplearon 5 tratamientos diferentes:
Metarhizivm en suspension acuosa

Metarhizium + aceite de soja

Paecilomyces en suspension acuosa

Paecilomyces + aceite de soja

mo owp

Testigo absoluto

Cada hongo fue aplicado a una concentracién de 107 conidias/ml El volumen de
aceite aftadido a los dos bio-insecticidas fue del 1% v/v. Cada formulacién fiue mezclada

con 2.5 ml/l de adherente (Cytowet). Solamente se efectué una aplicacién de los

tratamientos al inicio de los ensayos.
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- Se utilizd un disefio en bloques completamente al azar. Cada unidad
expérimental consté de seis plantas con tres repeticiones para un total de 90 plantas en
tomate. En el caso de meldn, las unidades ¢xperimentales consistieron de 3 plantas para

un total de 45 plantas.

A.2). Determinacién de la persistencia de los hongos al aire Iibré

La liberacién de mosca blanca en las plantas de mel6n para ser evaluadas al aire
libre se realizd dentro del invemadero. Alli, se colocaron junto a todas las demas
durante 15 dias a fin de obtener una mayor infestacion. Después de este periodo, las

plantas se sacaron al exterior para poder ser aplicadas con los bio-insecticidas.

Para este ensayo se¢ utilizaron 5 tratamientos: Metarhizium anisopliae y
Paecilomyces sp en aceite y agua y un testigo absoluto. La concentracion de conidias y

el volumen utilizado fue igual que para los ensayos descritos en la seccion A1),

B. Persistencia de los hongos en plantas sin liberacién de mosca blanca (B.

tabaci)

Este ensayo se realizé con plantas de tomate, en una parcela fuera del
mnvernadero en la cual se aplicaron los mismos tratamientos y tamafio de unidades
experimentales descritos para el ensayo homénimo con liberacidon de mosca blanca

{seccion A).

3.5.2.3. Variables evaluadas.

En estos ensayos se evalud la persistencia de los dos hongos entomopatogenos
Metarhizium anisopliae y Paecilomyces sp tanto en haz como en envés de los cultivos

de tomate y melén.,

Se realizaron tres muestreos a los 7, 14 y 21 dias después de la aplicacion de los
hongos. Para cada repeticién se tomaron 6 submuestras circulares de 3,14 cm® por

planta tanto del haz como del envés y se colocaron en placas petri con PDA. Estas

fueron incubadas a 26°C durante 7 dias para provocar el crecimiento de los hongos
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sobre los insectos. Finalizado este periodo, las submuestras fueron analizadas en
microscopio para poder determinar la supervivencia o no de los dos hongos. Con base
en estas evaluaciones se determiné el porcentaje de supervivencia calculado de Ia

siguiente manera.

De las 6 submuestras de cada tratamiento y repeticion (haz y envés) se anotd el
ntimero de ellas que estaban infectadas por los hongos y se dividié por el nimero total
de circulos. El valor fue multiplicado por cien afin de obtener el porcentaje de

supervivencia,

X =(N° de circulos con presencia del hongo /6) *100

X =Porcentsie de persistencia,
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4. RESULTADOS

Todos los datos han estado sometidos a un analisis de varianza (ANAVA), con
dos factores a un nivel de significancia del 95%, analizados con ¢l logicial de analisis
InfoStat (Versién 1.5., 2003). En los casos donde el test era significativo, las medias

fueron comparadas y clasificadas segin la prueba de Duncan (o= 0,05).

Se realizo un analisis de varianza, utilizando un modelo de parcelas divididas
con repeticiones completamente aletorizadas. La parcela principal identificoé los

tratamientos y en la subparcela se modelaron los tiempos de muestreo (semanas).

4.1. ENSAYO I: Evaluacion de la formulacion de dos hongos entomopatdgenos
para ¢l manejo de mosca blanca en tomate bajo condiciones de invernadero en La

Orieta.
4.1.1. Poblacién de adultes de mosca blanca
Después de haber efectuado las aplicaciones, el miimero de adultos se vio

reducido en las parcelas en las que se aplicé el agroquimico Endosulfan y ef hongo

Paecilomyces, no asi en las que se aplico et hongo Metarhizium (Figura 2).

Nivel Peblacional

&

o
O‘-" @ Antes
Tratamiento D Después

) o
Q Q §.\'~ \},’?‘

Figura 2: Estado poblacional de adultos de mosca blanca antes y una semana despuds
de la tercera aplicacion semanal. El nivel 3 muestra una poblacion Alta (<50 adultos), el

nivel 2 muestra una poblacién Media (20-50 adultos por hoja) y el Nivel 1 una

poblacion Baja (>20 adultos). Los tratamientos fueron: Agua (Ag), Aceite (Ac),
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Paecilomyces + Agua (P+Ag), Paecilomyces + Aceite (P+Ac), Metarhizium: + Agua” o

- (M+AR), Metarhizium + Aceite (M+Ac) y el agroquimico Endosulfan,

4.1.2. Porcentaje de Infeccién

4.1.2 1. Durante las 3 primeras semanas

Los tratamientos evaluados durante las tres ptimeras semanas no mostraron
ninguna diferencia estadistica significativa en cuanto al nimero de adultos infectados
(p>0,05), aunque el tratamiento que presentd ¢l mayor porcentaje de parasitismo (59%)
correspondié al formulado con Paecilomyces + Aceite. Sin embargo, si se encontr6 una
diferencia altamente significativa entre las semanas (p = 0.0073), produciéndose las
mayores infecciones al final de la tercera semana alcanzando niveles de infeccion de

adultos del (59%) con el tratamiento Paecilomyces en Aceite (Figura 3).

Por otra parte, las ninfas de cuarto estadio (Figura 4) si presentaron diferencias
| altamente significativas entre los distintos formulados (p = 0.014), siendo los
formulados basados en Metarhizium + Agua y Paecilomyces tanto en agua como en
aceite, los que presentaron un mayor indice de infeccion (17%, 11% y 10%
respectivamente). Los valores obtenidos en las diferentes semanas no presentaron
diferencias significativas entre ellos (p = 0,076), aunque durante la segunda y tercera

semana se produjo el mayor nivel de parasitismo.

4.1.2.2. Observaciones posteriores al ensayo

Al cabo de la 8” semana el porcentaje de parasitismo en los adultos de todos los
tratamientos fue del 100%. Se encontrd que los adultos en los foliolos de tomate fueron
infectados con el hongo Paecilomyces pero no se encontrd infeccion por el hongo
Metarhizium, debido principalmente a una baja competitividad por parte de

Metarhizium (Figara 3).

Los resultados encontrados en las evaluaciones de ninfas de cuarto estadio no

mostraron tampoco una significancia entre los tratamientos (Figura 4).
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Nota: debido a un error de comunicacion con los agricultores, el ntimero de

parceles experimentales se vio reducido debido a una poda bastante severa.

5 100 -
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Figura 3: Porcentaje de Infeccion producido sobre adultos de mosca blanca durante las
3 primeras semanas y a la 8* semana. Los tratamientos fireron: Agua (Ag), Aceite (Ac),
Paecilomyces + Agua (P+Ag), Paecilomyces + Aceite (P+Ac), Metarhizium + Agua
(M-+Ag), Metarhizium + Aceite (M+Ac) y el agroquimico Endosulfan,
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Figura 4: Porcentaje de Infeccion producido sobre ninfas IV de mosca blanca durante
las 3 primeras semanas y a la 8" semana. Los tratamientos fiieron: Agua (Ag), Aceite
(Ac), Paecilomyces + Agua (P+Ag), Paecilomyces + Accite (P+Ac), Metarhizium -+
Agua (M+Ag), Metarhizium + Aceite (M+Ac) y el agroquimico Endosulfan.

4.1.3. Produccion de Conidias por adulto de mosca blanca

El anélisis realizado en los foliolos de tomate con infeccion de hongos sobre
mosca blanca muestra que el hongo Paecilomyces mezclado con agua produce el mayor
mimero de conidias por cada adulto infectado (1,025 x 10%. Podemos constatar

igualmente que ¢l valor promedio obtenido por Paecilomyces + Aceite (0,75 x 10%) es

ligeramente superior (Figura 5) a los formulados con ¢l hongo Metarhizium. Debemos
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seflalar que el hongo encontrado en los adultos tratados con Metarhizium pertenecia a
Paecilomyces, ya que éste es capaz de imponerse a Metarhizium debido a su alto poder
de competitividad. Sin embargo, debido a esta competencia, el porcentaje de produccion
de conidias es siempre superior en las plantas que han sido tratadas directamente con

Paecilomyces.
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Figura 5: N° de conidias producidos por el hongo sobre el estado adulto de mosca

blanca.

4.2. ENSAYO II: Evaluacion de la persistencia de dos hongos entomopatégenos

sobre Bemisia fabaci usando diferentes formulaciones.

4.2.1. Prueba en tomate con liberacion de Bemisia tabaci bajo condiciones

de invernadero

La germinacion de los hongos en la parte inferior de los foliolos (envés) mostré
una diferencia significativa, reflejado en el anélisis de varianza. El porcentaje de la
germinacion difirio mucho entre los tratamientos (p<0,05) indicando que Paecilomyces
fue mas persistente que Metarhizium con un 44% y un"6% respectivamente después de

{res semanas.

Los resultados indican que al cabo de las tres semanas se produjo una
esporulacion significativa en relacién a la primera semana (p<0,05). No se observé una

diferencia significativa entre las formulaciones con agua y aceite (p = 0.648),

pudiéndose recomendar ambas a los agricultores (Figura 6).
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Figura 6: Porcentaje de Germinacién del hongo a partir de foliolos con liberacion de B.
tabaci durante 3 semanas después la aplicacion en el envés de la hoja. Los tratamientos
fueron: Agua (Ag), Paecilomyces + Agua (P+Ag), Paecilomyces + Aceite (P+Ac),
Metarhizium + Agua (M+Ag) y Metarhizium + Aceite (M+Ac).

En cuanto a los resultados obtenidos en la parte superior de los foliolos (haz), s¢
presentd, al igual que anteriormente, una diferencia altamente significativa entre los
tratamientos (p<0,05) y entre las semanas (p<0,05), presentando una mayor cantidad y
velocidad de crecimiento del hongo en las aplicaciones realizadas con Paecilomyces en
agua (39%) y Paecilomyces en aceite (44%). Se demuestra que al cabo de los 21 dias, el
microorganismo estd presente de forma constante. Sin embargo, la aparicion del hongo

no difiri¢ en los tratamientos con agua y con aceite (p = 0.479) (Figura 7).
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Figura 7: Porcentaje de Germinacion del hongo a partir de foliolos con liberacion de B.
tabaci durante 3 semanas después 1a de aplicacion en el haz de 1a hoja. Los tratamientos
fueron: Agua (Ag), Paecilomyces + Agua (PtAg), Paecilomyces + Aceite (P+Ac),
Metarhizium + Agua (M+Ag) v Metarhizium + Aceite (M+Ac).
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4.2.2. Prueba en tomate sin liberacion de Bemisia tabaci al aire libre

En dicho experimento, los anlisis realizados en el envés de los foliolos (Figura
8) muestran diferencias altamente significativas entre los tratamientos (p = 0.0002),
teniendo un mayor valor de germinacién aquellos que fueron tratados con el hongo
Paecilomyces. No hubo diferencia entre las semanas (p = 0.743), observandose asi, que
los valores de germinacion de los hongos se mantuvieron constantes durante las tres
semanas de evaluacion. Los dos mejores tratamientos fueron Paecilomyces + Agina y
Aceite (33%), aunque no se produjo una diferencia significativa entre ambas

formulaciones (p = 0.57).
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Figura 8: Porcentaje de Germinacién del hongo a partir de foliolos sin liberacion de B.
tabaci durante 3 semanas después la de aplicacién en el envés de la hoja. Los
tratamientos fueron: Agua (Ag), Paecilomyces + Agna (P+Ag), Paecilomyces + Aceite
(P+Ac), Metarhizium + Agua (M+Ag) y Metarhizium + Aceite (M+Ac).

Respecto a los resultados obtenidos en el analisis de varianza en el haz de las foliolos
(Figura 9), se muestra un efecto altamente significativo en los tratamientos (p = 0.0002)
pero no significativo en las semanas (p = 0.62) y tampoco se encuentra una diferencia

significativa entre las formulaciones de Paecilomyces con agua y con aceite (p = 0.67).
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Figura 9: Porcentaje de Germinacion del hongo a partir de foliolos sin liberacién de J.
tabaci durante 3 semanas después la aplicacién en el haz de la hoja. Los tratamientos
fueron: Agua (Ag), Paecilomyces + Agua (P+Ag), Paecilomyces + Aceite (P+Ac),
Metarhizium + Aguna (M+Ag) y Metarhizium + Aceite (M+Ac).

4.2.3. Prueba en melén con liberacién de Bemisia tabaci bajo condiciones de

invernadero

Las evaluaciones realizadas en la parte inferior de las foliolos (Figura 10),
presentaron una diferencia altamente significativa entre los diferentes tratamientos
(p = 0.009), observandose la mayor persistencia en aquellos formulados con
Paecilomyces (agua y accite). Sin embargo, no se mostré una diferencia significativa
cntre las tres semanas (p = 0.122), no obstante, los tratamientos de la Gltima semana
presentan un nimero de muestras con germinacion del hongo alcanzando valores de
germinacion de 67% y 44% para Paecilomyces en agua y aceite respectivamente. No se
observo tampoco diferencia significativa entre los tratamientos formulados con agua v

con aceite ( p = 0.999),
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Figura 10: Porcentaje de Germinacion del hongo a partir de foliolos con liberacion de
B. tabaci durante 3 semanas después la aplicacion en el envés de la hoja. Los
tratamientos fucron: Agua (Ag), Paecilomyces + Agua (P+Ag), Paecilomyces + Accite
(P+Ac), Metarhizium + Agua (M+Ag) y Metarhizium + Aceite (M+Ac).

Las plantas analizadas por el haz (Figura 11) mostraron difcrencias altamente
significativas entre los tratamientos (p = 0.0028), al igual que las semanas (p = 0.031),

observandose de esta manera que los mejores tratamientos son Paecilomyces + Agua, y

Paecilomyces + Aceite, al cabo de la tercera semana con valores de persistencia del
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56% en ambos formulados. No se presentaron diferencias significativas entre las
formulaciones hechas con agua y con aceite, como fue reflejado en el analisis de
varianza (p = 0.39).
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Figura 11; Porcentaje de Germinacién del hongo a partir de foliolos con liberacion de
B. tabaci durante 3 semanas después la aplicacion en el haz de la hoja. Los tratamientos
fueron: Agua (Ag), Paecilomyces + Agna (P+Ag), Paecilomyces + Aceite (P+Ac),
Metarhizium + Agua (M-+Ag) y Metarhizium + Aceite (M+Ac).

4.2.4. Prueba en meldén con liberacién de Bernisia tabaci al aire libre

Los resultados de germinacion evaluados para el envés de los foliolos (Figura
12), resultaron con diferencias altamente significativas entre los tratamientos
(p =0.0001). En este bioensayo, las aplicaciones efectuadas con el hongo Paecilomyces
tanto en agua como en aceite siguieron las mismas tendencias que las observadas
anteriormente con unos valores de persistencia del 44% y 56% respectivamente.
También hubo diferencias entre las semanas (p = 0.0041), siendo en la tltima donde la
planta presenté un mayor nimero de muestras germinadas con el hongo. Sin embargo,

los resultados para los tratamientos mezclados con agua o con aceite, no mostraron

ningin tipo de significancia (p = 0.075).
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Figura 12: Porcentaje de Germinacién del hongo a partir de foliolos con liberacién de
B. tabaci durante 3 semanas después la aplicacién en el envés de la hoja. Los
tratamientos fueron: Agua (Ag), Paecilomyces + Agua (P+Ag), Paecilomyces + Aceite
(P+Ac), Metarhizium + Agua (M+Ag) y Metarhizium + Aceite (M+Ac).

Los resultados referentes a la parte superior del foliolo (Figura 13), presentaron
diferencia entre los diferentes tratamientos (p = 0.014), con los mayores valores de
germinacion (33%) observados para ambas formulaciones de Paecilomyces. También se
observaron diferencias entre semanas de muestreo {p = 0.0003) observiandose ausencia
total de germinacion en la segunda semana de muestreo y reaparicion de la germinacion
en la tercera semana aunque con valores peores a los observados en la primera semana.
Los tratamientos mezclados con agua y con aceite no fueron estadisticamente diferentes
(p = 0,999).
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Figura 13: Porcentaje de Germinacion del hongo a partir de foliolos con liberacion de

B. tabaci durante 3 semanas después la aplicacion en el haz de la hoja. Los tratamientos

fueron: Agua (Ag), Paecilomyces + Agua (P+Ag), Paecilomyces + Aceite (P+Ac),
Metarhizium + Agua (M+Ag) y Metarhizium + Aceite (M+Ac).
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5. DISCUSION

Los hongos entomopatogenos han sido citados en la literatura por ser buenos
agentes biocontroladores gracias a su alta capacidad patogénica y virulenta contra

mosca blanca (Herrera y et al., 1999; Ruiz Vega y Medina, 2001).

El Manejo Integrado de Plagas, y concretamente la lucha bioldgica nos ha
permitido reducir considerablemente estos insectos mediante el uso de hongos
entomopatogenos. El ensayo realizado en la Orieta nos permitié darnos cuenta de la
eficacia presentada por los agroquimicos al reducir o erradicar el nimero de adultos
después de su aplicacion, no obstante, los resultados obtenidos por el hango
Paecilomyces indican que éste tiene un alto potencial, ya que consiguid reducir también
considerablemente la poblacién de la plaga. La cepa 5/89 de Metarhizium, por su parte,
no mostrd ser eficaz en el control de mosca blanca bajo las condiciones del ensayo,
contrario al 95% de control reportado en la literatura por Herrera et al,, 1999 y a los
valores observados por Hidalgo ef af (2004) cuyos valores miximos observados en este
trabajo fueron de 60%. La virulencia por parte de este agente microbiano habia sido
evaluada por los distintos investigadores, en cultivos de fifjol, café, berenjena y

algodon, pero no en tomate y meldn.

Nuestros resultados no coinciden ni con los obtenidos i)OI' Herrera et al. (1999),
ni con los de Hidalgo et al. (2004) ya que las investigaciones realizadas en CATIE y
ORIETA nunca contaron con la presencia de éste hongo, aunque las plantas hayan sido
aplicadas con Metarhizium. Esto ha podido ser debido al bajo nivel de competitividad
frente al otro hongo entomopatdgeno utilizado (Paecilomyces sp.). Lé concentracién de
hongos utilizados en nuestros ensayos correspondia al 1#10 conidias/ml mientras que
otros autores tal como Wraiht ef al. (1995), sugieren una concentracion de 1*#108
conidias/ml, -ya que a esa concentracion aumenta el estrés que hace a los insectos més

susceptibles v anmenta la probabilidad de contacto con conidias mas viables.

Los resultados obtenidos respecto al hongo Paecilomyces concuerdan con los de

Padilla ef al., (2003). Ellos demuestran que dicho hongo es capaz de producir

infecciones a lo largo del ciclo biolégico de 1a mosca blanca, aunque con mayor énfasis
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en los adultos. Ademas, seglin estos autores, la fabricacién del bio-insecticida consigue

unt excelente control del insecto en hortalizas de invernadero.

El primer pardmetro evaluado en el estudio, la persistencia, demostrd que es al
cabo de tres semanas cuando mayor germinacion de esporas v desarrollo del micelio se
produce. Sin embargo, en los ensayos de tomate realizados fuera de invernadero y sin

liberacion artificial del insecto, no hubo diferencia significativa entre las semanas.

Esta explicacién podria deberse a la aparicion de hongos saprofiticos
encontrados en las parcelas al aire libre impidiendo el desarrollo normal de
Paecilomyces. Otra posibilidad seria la exposicidn directa de la luz solar, ya que bajo
condiciones de radiacion solar, la viabilidad de las conidias se reduce a pocos dias e
incluso a horas (Shannon, 1996). Ademds, si en las parcelas exteriores, se produce
mucha circulacién de aire, la humedad relativa de las hojas disminuye y en
consecuencia, podria producirse una alteracién negativa respecto a la eficacia del
hongo. En cuanto a la efectividad de los formulados con agua y con aceite, no se
encontraron diferencias significativas entre ambos, por lo que se podria recomendar a

los agricultores los dos tratamientos.

Respecto al segundo pardmetro, la capacidad de reproduccién (porcentaje de
parasitismo), los resultados obtenidos en las evaluaciones llevédas a cabo en la Orieta
demostraron que transcurridos 45 dias, se¢ produce un porcentaje de infeccién del 100%
en Jos adultos encontrados. Estos datos nos orientan hacia una expectativa en la que los
hongos necesitan.mas de tres semanas para conseguir una total y eficaz espornlacion,
repercutiendo de esta manera en la muerte exhaustiva del insecto. Respecto a las ninfas
de cuarto estadio, no se encontrd una diferencia sigmficativa entre los tratamientos,
aunque los basados en esporas de Paecilomyces faeron los que presentaron un mayor

indice de parasitismo.

La produccién de conidias en cadaveres de insectos infectados por Paecilomyces
(1,025 x 10°%) fue superior a los de Metarhizium (0,85 x 10%) indicando de esta manera

que Paectlomyces tiene una mayor capacidad para establecerse en las plantaciones que

Metarhizium.




38

6. CONCLUSIONES

* El hongo més virulento sobre mosca blanca ha sido Paecilomyces,
por presentar los mayores niveles de infeccién sobre ninfas de cuarto
estadio y sobre adultos, por 1o que lo hace promisorio para el control
de esta plaga.

* Laalta capacidad de Paecilomyces para colonizar y producir conidias
sobre estadios vivos y exoesqueletos de mosca blanca, le permite una

mayor capacidad de establecimiento en el cultivo ¥ una mayor

capacidad para control de la plaga.

* La alta capacidad de dispersién y colonizacién de Paecilomyces pudo
haber enmascarado o incluso obstaculizado el efecto de Metarkizium
en los ensayos realizados en esta investigacion.

*  Paecilomyces mostréd un incremento en el porcentaje de infeccion a
partir de la tercera semana de aplicacion.

* La eficacia de los hongos formulados tanto en aceite como en agua
no difieren entre si, siendo entonces ambos recomendados a los

agricultores.

7. PERSPECTIVAS

= Comparar eficacia de Metarhizium sobre mosca blanca, en tomate y
fifjol para detectar si la baja efectividad observada en este estudio
esta relacionada con el cultivo sobre el cual se aplice.

* Aumentar las concentraciones de Ios hongos a 1*10® conidias/ml
(probar diferentes concentraciones de conidias a nivel de campo para

determinar si hay aumento en efectividad al aumentar concentracion)

* Estudiar las interacciones entre Paecilomyces y barreras vivas (maiz,
berenjena) a fin de comprobar si este método ayuda a reducir los
dafios de mosca blanca.

* Continuar con la busqueda de cepas promisorias de hongos

entomopatogenos para el control de mosca blanca.
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9. ANEXOS

PAECILOMYCES

FOTQO 1. Conidiophores y conidias de Paecilomyces.

METARRHIZIUM

FOTO 2. Conidiophores y conidias de Metarhizium anisopliae.
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TABLONES CON LOS ANALISIS DE VARIANZA OBTENIDOS EN LOS
EXPERIMENTOS EFECTUADOS EN CATIE.

» Tomate Dentro Posicion Envés. Variable: Germinacion.

Cuadro de Andlisis de la Varianza p-valor
Tratamiento 0,0001
Semana 0,0007

Test: Duncan Alfa:=0,05

Tratamiento Letras distintas indican diferencia p<0,05
M +'Agua A
M +Aceite A
Agna B
P + Aceite B
P+Agua B

» Tomate Dentro Posicion Haz. Variable: Germinacion.

Cuadro de Anélisis de la Varianza p-valor
Tratamiento 0,0001
Semana 0,0112

Test: Duncan Alfa:=0,05

Tratamiento Letras distintas indican diferencia p<0,05
M+ Agua A

M +Aceite A, B

Apua B

P+ Agua C

P + Aceite C

% Melén Dentro Posicion Envés. Variable: Germinacion.

Cuadro de Andlisis de la Varianza p-valor
Tratamiento 0,009
Semana 0,12




Test: Duncan Alfa;=0,05
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Letras distintas indican diferencia p<0,05

Tratamiento

M+ Agua A
M +Aceite A
Agua A
P + Aceite B
P+ Agua B

¥ Meldén Dentro Posicion Haz, Variable; Germinacidn,

Cuadro .de Analisis de la Varianza

p-valor
Tratamiento 0,003
Semana 0,03

Test: Duncan Alfa:=0,05

Tratamiento

Letras distintas indican diferencia p<0,05

M+ Agua

M +Aceite

Agua

P+ Agua

P + Aceite

eejivelieg g

» Melén Fuera Posicion Envés, Variable: Germinacion.

Cuadro de Analisis de la Varianza p-valor
Tratamiento 0,0001
Semana 0,0041

Test: Duncan Aifa;=0,05

Tratamiento Letras distintas indican diferencia p<0,05
M+ Agua A
M +Aceite A
Agua A
P+ Agua B
C

P + Aceite
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> Melén Fuera Posicion Haz. Variable: Germinacién.

Cuadro de Andlisis de la Varianza p-valor
Tratamiento 0,0143
Semana 0,0003

Test: Duncan Alfa:=0.05

Letras distintas indican diferencia p<0,05

Tratamiento

M+ Agua A
M +Aceite A
Agua A B
P+ Agua B

P + Aceite B

» Tomate Fuera Posicion Envés. Variable: Germinacién.

Cuadro de Andlisis de la Varianza p-valor
Tratamiento 0,0002
Semana 0,743

Test: Duncan Alfa:=0,05

Tratamiento Letras distintas indican diferencia p<0,05
M+ Agua A
M +Aceite A
Agua A, B
P+ Agua B
B

P + Aceite
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» Tomate Fuera Posicion Haz. Variable: Germinacion.

Cuadro de Andlisis de la Varianza p-valor
Tratamiento (,0002
Semana 0,628

Test: Duncan Alfa:=0,05

Tratamiento Letras distintas indican diferencia p<0,05
M -+ Agua A
M +Aceite A
Agua A
P+ Agua B
B

P+ Aceite






