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EVALUACION DE OCHO MICROORGANISMOS ENTOMOPATOGENOS
SOBRE LAS POBLACIONES DE Plutella xylostella L. ASOCIADAS AL
CULTIVO DE BROCOLI! (Brassica oleracea var. Italica Plenk) EN LA
ALAMEDA, CHIMALTENANGO 1995.

EVALUATION OF EIGHT ENTOMOPHATOGENIC MICROORGANISMS ON

Plutella xylostella L. POPULATIONS ASOCIATED TO BROCOLI ( Brassica

oleracea var. ltalica Plenk) CROP, IN THE ALAMEDA, CHIMALTENANGO
1995.

RESUMEN

Esta investigacion forma parte del proyecto “Pruebas de patogenicidad con microorganismos
entomopatogenos de plagas horticolas y su uso potencial como agentes de control biologico”
(1,2), realizado por investigadores del Instituto de Investigaciones Agrondmicas -llA- de la
Facultad de Agronomia y la Direccién General de Investigacion -DIGI- de la Universidad de San
Carlos de Guatemala.

El objetivo de la investigacion fue determinar el porcentaje de mortalidad causada por 8
microorganismos entomopatoégenos sobre poblaciones de Plutella xylostella L. en el cultivo
del brocoli, hibrido Marathon.

Se evaluaron nueve tratamientos (ocho microorganismos entomopatégenos y un tratamiento
testigo) en un disefio experimental de bloques al azar con tres repeticiones, para observar su
efecto en las poblaciones de Plutella xylostella L. La variable analizada fue el porcentaje de
mortalidad por unidad experimental. La investigacion se lievé a cabo en la estacion

experimental del ICTA en la Alameda, Chimaltenango.

Los microorganismos evaluados fueron: a) Bacterias (cinco cepas de Bacillus thuringiensis

Berl.) y b) Hongos (géneros Beauveria, Staphylotrichum y Fusarium sp.), se realizé también

un tratamiento testigo, el cual sirvié de comparador.

El microorganisme que alcanzo el mas alto nivel de mortalidad en larvas de Plutella xylostella

L. fue ia bacteria Bacillus thuringiensis Berl. Cepa CB-49L, causando mortalidades que
oscilan entre el 35% en la etapa de introduccion, y alcanzan hasta el 67.5% en la etapa terminal

del cultivo.
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Las Cepas CB-74L y CB-51L de Bt, son cepas que alcanzaron porcentajes de mortalidad de
larvas entre 24.50 y 43.30% y 20.40 y 38.70% respectivamente.

Los hongos entomopatdgenos Beauveria sp. y Staphylotrichum sp. muestran niveles de
control de larvas de Plutella xylostella L. con porcentajes de mortalidad promedio de 24.40%
y 15.40% respectivamente.

Los microorganismos con menor respuesta de control fueron: Bacillus thuringiensis Berl.
-Cepa CB-75L, Fusarium sp. y Bacillus thuringiensis Berl. Cepa CB-53L., aunque esto no

significa que puedan en algin momento mostrar su potencial entomopatégeno en otro
ambiente. Estos microorganismos obtuvieron porcentajes promedio de mortalidad de larvas de
14.8%, 12.8% y 12.00% respectivamente, en comparacion con el testigo el cual obtuvo el 7.7%.
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1. INTRODUCCION

En Guatemala, se ha venido observando en los ultimos diez afos la forma rapida con que los cultivos de
los productos no tradicionales se han introducido al pais, resaltando su importancia el brécoli Brassica
oleracea L. variedad italica Plenk. El brécoli es un cultivo que posee gran demanda internacional,
principalmente Estados Unidos, a donde se destina un 81% de la produccidén nacional. La actividad en
torno a este cultivo genera ingresos y divisas para el pais. En 1996 ingresaron Q. 123.6 millones debido a
las exportaciones de dicho cultivo'.

El mercado externo es muy exigente respecto a la calidad de floretes, pues, no tolera ningun daro fisico,
ni mucho menos danos provocados por insectos, los cuales disminuyen tanto el rendimiento como la
calidad de la inflorescencia, pues la sola presencia de insectos provoca el rechazo del producto por parte
de ias plantas procesadoras. Un ejemplo de este problema es la palomilla dorso de diamante Plutella

xylostella L. ia cual constituye |a principal plaga del cultivo (24).

Ochoa y Leal (30), estiman que del 10% al 156% de la produccién de brécoli es rechazada en las plantas
agroexportadoras, debido a la presencia de Plutella xylostella L. lo cual representa pérdidas anuales
aproximadas entre 13.6 y 21.7 millones de Quetzales.

Debido a la importancia socio-econdmica que el cultivo tiene, surge la necesidad de controlar las
poblaciones del insecto-plaga palomilla dorso de diamante, la cual ademas de provocar los rechazos
antes mencionados, ha provocado el uso excesivo & indiscriminado de plagicidas, teniendo como
consecuencia: a) agroecosistemas disturbados, b) eliminacion de enemigos naturales, ¢) desarrollo de
resistencia del insecto a los insecticidas, d) residuos téxicos en comestibles, e) enfermedades humanas
asociadas a la aplicaciéon de pesticidas, f) contaminacion del suelo y agua, g) disminucidon de la
biodiversidad, h) surgimiento de plagas secundarias, etc. (1 0', 19).

En la siguiente investigacion se pretendio evaluar nuevas cepas de microorganismos que pudieran
convertirse en nuevas alternativas de control, que permitan un equilibrio en los agroecosistemas, como o
es la utilizacion de microorganismos entomepatégenos como parte de un control bioldgico de plagas.

Lo anterior motivé el seguimiento a las investigaciones realizadas por Aguilera, Cérdova y Rodriguez en
1993 y 1994, evaluando a nivel de campo ocho de los microorganismos entomoi:gtégenos con mejor
respuesta de control de larvas de Plutella xylostella L. en condiciones de Iaboré{aﬁo e invernadero
(1,2). " '

! Fuente: ~ Depto. De Procesamiento de Datos, Unidad de Programacion, DIGESA, MAGA/GEXPRONT
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Se evaluaron nueve tratamientos (ocho microorganismos entomopatégenos y un tratamiento
testigo) en un disefio experimental de bloques al azar con tres repeticiones, y la variable
analizada fue el porcentaje de mortalidad de larvas por unidad experimental. La investigacion se
llevé a cabo en la estacidén experimental del ICTA en la Alameda, Chimaltenango.

Los microorganismos evaluados fueron: a) cinco cepas de bacterias pertenecientes a la especie Bacillus
thuringiensis Berl. y b) tres cepas de hongos de los géneros Beauveria, Staphylotrichum y
Fusarium, se evalud también un tratamiento testigo (sin control de plagas y enfermedades, unicamente
control de malezas y fertilizaciones), el cual sirvid de comparador. La evaluacion se realizd en el cultivo
de brocoli del hibrido Marathon.

El microorganismo que alcanzé €l mas alto nivel de mortalidad en larvas de Plutella xylostella L. fue la
bacteria Bacillus thuringiensis Berl. Cepa CB-49L, causando mortalidades que oscilan entre el 35% en
la etapa de introduccion, y alcanzan hasta el 67.5% en la etapa terminal del cultivo.

Las Cepas CB-74L y CB-51L de Bt, son cepas que logran alcanzar niveles de control, mostrando tener
porcentajes de mortalidad de larvas entre 24.50 y 43.30% y 20.40 y 38.70% respectivamente.

Los hongos entomopatégenos Beauveria sp. y Staphylotrichum sp. muestran niveles de control de
larvas de Plutella xylostella L. con porcentajes de mortalidad promedio de 24.40% y 15.40%
respectivamente.

Los microorganismos con menor respuesta de control fueron: Bacillus thuringiensis Berl. Cepa CB-
75L, Fusarium sp. y Bacillus thuringiensis Berl. Cepa CB-53L., aunque esto no significa que puedan

en algun momento mostrar su potencial entomopatégeno en otro ambiente. Estos microorganismos
obtuvieron porcentajes promedio de mortalidad de larvas de 14.8%, 12.8% y 12.00% respectivamente,
comparados con el testigo el cual obtuvo el 7.7%.

El microorganismo que muestra mejor potencial entomopatogeno fue la bacteria Bacillus thuringiensis
Berl. cepa CB-49L alcanzando niveles de control de hasta el 67.5% de mortalidad. Ademas fue el

tratamiento que obtuvo por lo menos una caja con niumero de larvas con nivel aceptable, de acuerdo a
los estandares de las casas agroexportadoras.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El mercado externo del cultivo del brécoli Brassica oleracea var. italica Plenk es muy exigente respecto
a la calidad de floretes, pues, no tolera ningln dafio fisico, ni mucho menos dafios provocados por
insectos, los cuales disminuyen tanto el rendimiento como la calidad de la inflorescencia, pues la sola
presencia de insectos provoca el rechazo del producto por parte de las plantas de procesamiento. Un
ejemplo de este problema es la Palomilla dorso de diamante Plutella xylostella L. el cual constituye la
principal plaga del cuitivo (21).

Segun Ochoa y Leal (31), se estima que del 10% al 15% de la produccién de brécoli es rechazada por las
empresas exportadoras, debido a la presencia de Plutella xylostella t.. en el florete, esto representa

pérdidas anuales aproximadas entre 13.6 y 21.7 millones de Quetzales.

Sin considerar que ademas se hace uso de insecticidas quimicos que tienen efectos colaterales
perjudiciales a los agroecosistemas tales como:

= Desarrollo de resistencia a insecticidas por parte de la poblacion del insecto plaga.
= Eliminacion de enemigos naturates y de insectos benéficos en general.

= Aparecimiento de plagas secundarias

= Residuos toxicos en la cadena alimenticia.

= Enfermedades humanas asociadas al contacto y aplicacién de pesticidas

» Contaminacion de suelo y agua

» Disminucién de ia biodiversidad

Como una altemnativa de solucion a este problema, se estudia y se aplica en la actualidad el control
biolégico de plagas por medio de la utilizacion de microorganismos entomopatégenos. Por tal motivo, es
necesario continuar con el desarrollo de investigacion sobre cepas de microorganismos que alcancen
niveles de control eficientes y especificos, en armonia con el medio ambiente, que en la medida de o
posible estén libres de consecuencias o efectos secundarios, como los que causan los productos

quimicos.
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3. MARCO TEORICO
3.1 MARCO CONCEPTUAL
.3.141 Descripcion del cultivo de Brocoli

El brocoli, Brassica oleracea var. Italica Plenk, pertenece a la familia de las cruciferas, del grupo de las

coles, su inflorescencia se comercializa en fresco, congelado o cocido, siendo su sabor agradable (22).

La planta de brocoli puede llegar a alcanzar alturas de 40 a 85 cm. El tallo de la flor {(pedunculo) y los
botones o primordios florales son comercializados. El color de las hojas e inflorescencias varia de verde
oscuro a azul-verde, lo que depende de la variedad o hibrido. La inflorescencia o cabeza es finamente
granulada, su didmetro oscila entre 12 a 15 ¢m. tiene forma de domo, cipula o media cupula (22).

La forma de reproduccion del cultivo es por semilla, pasando por tres etapas de desarrollo: Semillero,
vegetativa y de inflorescencia, que es la fase de produccién comercial. Su ciclo reproductivo fluctia entre
los B0 y 110 dias (22)

El cultivo del brécoli se desarrolla mejor en climas templados y frios a aititudes de 1,050 a 2,700 metros
sobre el nivel del mar, con temperaturas medias entre 15 a 21°C. No resiste heladas severas y no
produce yemas florales a temperaturas superiores a los 30°C. (22).

A Importancia econémica

El cuitivo del brocoli ha resaltado su importancia en Guatemala durante los ultimos 15 afios, dentro del
rubro de los denominados productos no tradicionales de exportacién (ver figura 1). En 1991 se sembraron
alrededor de 4,900 hectareas. La produccién para la exportacion fue de 15,000 toneladas métricas con
un valor de 31.8 millones de Quetzales . En 1994 se exportaron 40,000 Toneladas métricas con un valor
de 136.18 millones de Quetzales . En 1995 hubo una baja, se exportaron 11,721 Toneladas métricas con
un valor de 40.63 millones de Quetzales . En 1996 se exportaron 24,588 Toneladas métricas con un
valor de 123.62 millones de Quetzales. '

Las zonas tradicionales de produccion son Chimaltenango, Sacatepéquez, Guatemala y Solola,
ampliandose a otros lugares como Totonicapan, Quetzaltenango, San Marcos, Huehuetenango, Jalapa,
Chiquimula, Zacapa y Alta y Baja Verapaz (24).

El cultivo es realizado por pequerios y medianos productores, los cuales ademas de utilizar mano de obra
familiar, emplean mano de obra contratada (31).
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FIGURA 1. Exportaciones de Brécoli Guatemalteco. Afios 1991-1996

Fuente: Dpto. de Procesamiento de Datos, Unidad de Programacién, DIGESA, MAGA / Gremial de Exportadores No
Tradicionales

B Requerimientos de calidad en el mercado de Brécoli

E! botén floral debe estar completamente cerrado, la inflorescencia debe estar compacta y de un diametro
mayor a 13 cm. El tallo debe ser compacto, aunque el tallo hueco es tolerable por las compafiias
agroexportadoras (25).

E! mercado externo es muy exigente respecto a la calidad de floretes, no talera ningin dafio fisico; ni
mucho menos dafios provocados por insectos, los cuales disminuyen tanto el rendimiento como la calidad
de la inflorescencia, ya que la sola presencia de insectos provoca el rechazo del prodcto por parte de las

plantas de rechazo. Un ejemplo de este problema es la Palomilla dorso de diamante Plutella xylostelia

L. la cual constituye la principal plaga del cuitivo (21). \_\

1
rik

il



6

Ochoa y Leal (31), estiman que del 10% al 15% de la produccién de brocoli es rechazado por las
empresas agroexportadoras, debido a la presencia de Plutella xylostella L. en el florete. Esto representa
perdidas anuales aproximadas entre 13.6 y 21.7 millones de Quetzales.

A los datos anteriores, hay que sumarles el gasto realizado en insecticidas en el control de éstas plagas,
el dafio ecoldgico y el dafio a la salud de los pequefios productores y trabajadores dei campo, por lo que
el monto de las pérdidas es mucho mas alto (12).

Tampoco se tolera la presencia de residuos de plaguicidas; por io que para el control de plagas y
enfermedades se recomiendan productos que tengan registro EPA (Agencia de Proteccion Ambiental de
los Estados Unidos)(12). En el Cuadro 1 se presentan algunos valores de residualidad maximos
permisibles de plaguicidas en el cultivo del brécoli.

CUADRO 1. Valores Maximos Permisibles de Residualidad de Algunos Plaguicidas en el Cultivo

Del Brécoli.
Pesticida Valor mglkg Pesticida Valor mglkg

INPHOS-METHYL 1.00 METALAXYL 0.50
[BROMIDE ION 30.0 METHIOCARB 0.20
[CHLORFENVINPHOS 0.05 MEVINPHOS 1.00
[CHLOROTHALONIL 5.00 PERMETHRIN 2.00
|DiAZINON 0.50 PHOSPHAMIDON 0.20
IFENAMIPHOS 0.05 PIRIMICARE 1.00
[FENVALERATE 2.00 QUINTOZENE 0.02
|PRODIGNE 250 TERBUFOS 0.05
IMALATHION 5.00

FUENTE: Estadisticas de la Organizacién para la Alimentacién y fa Agricultura de Naciones Unidas —EAO- Octubre 1997

c Muestreo y niveles criticos

Es recomendable muestrear 60 plantas al azar, siendo el nivel critico de una larva por planta muestreada.
Para bracoli y coliflor en la etapa vegetativa las plantas pueden soportar hasta un 30% de defoliacién sin
tener mermas en el rendimiento. En los muestreos de cosecha, se deben revisar 30 flores semanalmente,
si se encuentran gusanos en tres de ellas se alcanza el nivel critico. En plantaciones comerciales se
debe de examinar toda la planta. Se debe prestar atencién especial en la busqueda de larvas pequeiias,
las cuales se encuentran en el envés de las hojas. Los agujeros encontrados en las hojas no son buenos |
estimadores del niimero de larvas (33).

Los muestreos comerciales de las empresas agroexportadoras se realizan tomando muestras al azar de
las cosechas. Se permite hasta un méximo de siete larvas por muestra de 10 kilogramos. (4, 7, 34).




3.1.2 Informacién general de la palomilla dorso de diamante Plutella xylostela L.

Se ha identificado a Plutella xylostella L. como la plaga principal del cultivo del brécoli en Guatemala.

Sus poblaciones normalmente no llegan a afectar el rendimiento del cultivo, pero si afectan la calidad del
producto final, debido a la presencia de larvas y pupas dentro de la inflorescencia (24).

A Nombre Comun:
Espaniol: Plutella, Palomilla Dorso de Diamante (DDM), Rasquifia
Inglés: Diamondback moth (DBM)

B Nombre Cientifico:

Plutella xylostella (=maculipennis) (Curtis)
(Lepidoptera: Plutellidae o Yponomeutidae)

C Distribucién geogréﬁca:'

- Plutella xylostelia L. esta distribuida en todo el mundo. Esta plaga es mas importante en tierras bajas
en los trépicos y sub-trdpicos. En Zonas templadas no puede sobrevivir el invierno. Esta plaga coloniza
las regiones productoras de cruciferas al final de la estacién de cultivos o por medio de las plantulas de
trasplante que vienen de regiones subtropicales(34)

Es un insecto cosmopolita, ya que muchos investigadores lo reportan causando danos serios en Europa,
Australia, Estados Unidos, América de! Sur y Centroamérica (18,20).

D Reconocimiento y diagnéstico (3, 18, 24, 34):

Huevecillos
1. Tamaio: Miden aproximadémente un milimetro de largo por 0.5 milimetros de ancho, por lo que
son dificiles de observar a simple vista.
Color: crema.
Forma: Oval-aplanados.
Lecalizacién: En el envés de las hojas.

n BN

. Comportamiento: La oviposicién es de forma individual o en grupos no mayores de tres huevos
por postura. Las larvas eclosionan del huevo entre tres y 10 dias después de la oviposicién.

Larvas
1. Tamafio: Cuando eclosionan del huevo miden dos milimetros, llegando a medir de ocho a doce
milimetros de largo cuando estan bien desarrolladas.
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Color: Las larvas recién eclosionadas son de color crema a amarillo claro, con un punto negro que
corresponde a la cabeza. Conforme avanzan los instares de desarrollo, las larvas se van tornando
color verde oscuro.

Forma: Alargada

Localizacion: Debajo de las hojas entre las venas. Cuando son pequefios los gusanos pueden
hacer minas entre las hojas que parecen pequefias galerias blancas. Posteriormente los gusanos
se alimentan debajo de las hojas pero no se comen las venas. A veces los gusanos consumen
Unicamente la superficie inferior de la hoja dejando la parte superior de la hoja intacta aparentando
una ventana. También se pueden alimentar de los puntos de crecimiento de las hojas impidiendo la
correcta formacion de la planta.

Comportamiento: Cuando las larvas se molestan, estas se retuercen y se dejan caer de la hoja
manteniéndose en un hilo de seda. Cuando el momento de peligro pasa, los gusanos suben
nuevamente a la planta trepando por el hilo de seda. Este estado tarda de 14 a 21 dias.

Daiio: La larva constituye el principal problema para el cultivo, forma varios agujeros pequenos en
las hojas, dafio gue normalmente no ’afecta el rendimiento, pero pueden llegar producir
innumerables perforaciones en el follaje y en las cabezas en formacién, estas perforaciones dan
origen a pudriciones secundarias causadas por hongos y bacterias (Alternaria, por ejemplo). Al
iniciarse la formacion de la inflorescencia las larvas tienden a subir y empupar en ellas, lo que dafa
la calidad del producto final, llegando en algunos casos a rechazarse el 100% de la produccion de
pequefios y medianos agricultores.

Tamaiio: De diez a doce milimetros.

Color: Verde oscuro al principio, luego se tomna café amarillento. Se encuentra envuelta en un
capullo de seda bianco, dentro del cual la larva se convierte en palomilla.

localizacién: En las hojas, en basura debajo de la planta o bien en la inflorescencia.

Duracién: Entre siete y catorce dias

Comportamiento: El capullo de seda es adherido fuertemente a la superficie de la hoja siendo
dificil su remocion.

Daito: La presencia de pupas en la inflorescencia es causa de rechazo en la planta de
procesamiento, al igual que la presencia de larvas.

Palomilla

1.
2.

Tamaiio: De diez a doce milimetros.
Color: Café griséceo. Las palomillas son reconocidas por tener tres marcas triangulares a lo largo
del margen intemo de las alas. Cuando las palomillas estan en posicién de descanso éstas marcas

ra————
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se juntan formando tres diamantes a lo largo del dorso de la palomilla.

3. Localizacién: Las palomillas prefieren descansar debajo o dentro de las hojas de brocoli para
protegerse.

4. Comportamiento: Las palomillas son mas activas y visibles al atardecer. Eilas vuelan alrededor de
las plantas buscando compafieros para cruzarse y poner hugvos posteriormente. Los machos son
atraidos a las hembras por medio de feromonas. La hembra puede colocar un promedio de 200
huevecillos durante su ciclo de vida, iniciando la oviposicion en el cuitivo del brécoli de 15 a 20
dias después del transplante.

3.1.3 Estrategias de control de Plutella xylostella L.
A Practicas de control cultural
Estacion de siembra:

Es preferible sembrar brécoli en la estacién lluviosa, cuando tas poblaciones de Plutella xylostella L. son
controladas por las lluvias. (34)

Irrigacién:
El riego aéreo frecuente puede reducir el numero de larvas en el campo. Si se riega al atardecer también
puede limitarse la actividad de los adultos tanto de copulacién como de oviposicion (18, 34).

Lugar de Cultivo:

Es mucho mejor no tener siembras escalonadas ya que los cultivos viejos sirven de reservorio de plaga
para los cultivo nuevos. Si se requiere sembrar escalonado, siembre los nuevos cultivos en contra de la
direccion del viento para que los adultos tengan mayor dificultad de encontrar la nueva plantacién (34).

Transplante:

Los semilleros deben sembrarse lejos de los cultivos viejos y del lugar de siembra del cultivo. Es muy
importante que los transplantes lleguen limpios de larvas al campo. En muchas ocasiones los ataques de
Plutella comienzan porque las plantulas al transplante estaban infestadas desde el semillero (34).

Desechos de cosecha y plantas hospederas:

La palomilla dorso de diamante puede sobrevivir en residuos de cosecha y en plantas hospederas y luego
migrar a otros lotes. Es conveniente destruir y remover rapidamente las partes de la planta que ya se
cosecharon, asi como controlar las malezas hospederas (20, 34).

Cultivo trampa:
Son cultivos de la misma familia como el repollo por ejemplo, los cuales son muy atractivos para la
palomilla dorso de diamante. Deben ser monitoreados con mayor frecuencia que el mismo cultivo y -

LTI
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deben de recibir atenciones de control, antes que la palomilla dorso de diamante pase al cultivo principal.
Si los cultivos trampa no son debidamente manejados, pueden incrementar la poblacion de palomilla
dorso de diamante (33).

Cultivos intercalados:

El intercalar cultivos de diferentes familias es una practica comin para el control de plagas y
enfermedades. Bajo determinadas combinaciones de cultivos se puede alterar el ciclo del insecto plaga,
reduciendo la poblacion del mismo y por lo tanto el dafio provocado. Algunos cultivos recomendados son:
ajo, cebada, eneldo, avena, tomate (18,34).

B Control Quimico

Recomendaciones para el uso de insecticidas:

Debido a la larga historia de desarrollo de resistencia a plaguicidas en esta plaga alrededor del mundo,
se debe disminuir el uso de insecticidas en los programas de manejo integrado de plagas. Es
recomendable que se realicen pruebas de resistencia a insecticidas para poder dar las mejores
recomendaciones. El control quimico debe de aplicarse en rotacién de insecticidas de diferente familia,
desarrollando secuencias toxicoldgicas, disminuyendo de esta manera el riesgo de desarrollar resistencia
en las poblaciones de palomilla dorso de diamante (4, 18, 34).

Técnicas de aplicacion:

Las cruciferas poseen gran cantidad de cera en su follaje, lo que limita la adherencia de insecticidas. Es
recomendable ia utilizacion de adherentes, para lograr una mejor cobertura Y persistencia del insecticida.
Otro problema es que, las larvas viven en el envés de ias hojas, debiendo utilizarse boquillas hidraulicas
para obtener una buena cobertura de ia planta (34).

Desarrollo de resistencia:

Plutella xylostella \.. tiene una propensiéon muy fuerte a desarrollar resistencia a insecticidas utilizados
en su control. En la india se reportan datos de resistencia a los insecticidas DDT y parathion desde los
afios sesentas, en los afos seientas a insecticidas organoclorados y organofosforados; se reconoce la
resistencia a parathion ethyl, al fenitothion y malathion. En los afios ochentas se reporté tolerancia a los -
pyretroides, cypermetrin, fenvalerate, y detalmethrin. El endosulfan es otro insecticida al cual Plutella
xylostella L. ha desarrollado resistencia, segun datos de 1895 (4,6)

El vigilar la resistencia es un requisito previo e indispensable para disefar cualquier programa de manejo
integrado de plagas. La existencia de resistencia a insecticidas desarroliada por Plutella xylostella L. se
ha convertido en un factor limitante en el desarrollo de cultivos comerciales de cruciferas, sobre todo para
el mercado de exportacion (34).

&l
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Ha existido una dependencia muy fuerte de los insecticidas quimicos, lo que ha producido efectos
secundarios indeseables que pueden ubicar a los cuitivos de cruciferas en una crisis. El uso de
insecticidas para el control de Plutella xylostella L. es intensivo, lo que ha provocado que las

poblaciones del insecto sean resistentes a insecticidas pertenecientes a todas las clases de productos
quimicos comercialmente disponibles. El uso indiscriminado de pesticidas ha eliminado a muchos
enemigos naturales como parasitos y depredadores, ademas de contribuir a la contaminacién del
ambiente y de la cosecha misma, siendo un peligro para la salud humana (18,24).

El uso de insecticidas quimicos debe ser reducido al minimo necesario y utilizado como complemento en
otras practicas de control de manejo integrado de plagas (24).

C Control natural

Es el término amplic que incluye la accién de todos los factores ambientales, tanto bioticos como
abidticos, en la ordenacion, determinacién o gobiemo de los promedios de densidades de poblacién (17).

Dentro de los métodos de control natural, sobresale el control biolégico, el cual consiste en la utilizacién
de enemigos naturales (parasitoides, depredadores y patdgenos) en el control de plagas (8).

a Control Biolégico

Es una fase del control natural y se define como: “La accién de parasitos, predadores o patoégenos, para
mantener la densidad de poblacion de otro organismo a un promedio més bajo del que existiria en su
ausencia.” Se basa en la utilizacion de principios ecolégicos para crear ambientes inadecuados para el
desatrollo de plagas (8,14,17).

El contro! biolégico de plagas se basa en la accion de los agéntes de control natural o enemigos naturales
de las plagas (parasitoides, depredadores y patégenos) presentes en el campo, la cual debe optimizarse
mediante practicas de conservacién que provean un habitat favorable para ellos. Virtualmente todo
organismo tiene enemigos naturales que pueden utilizarse para este propésito (8).

El método clasico de control biolégico es introducir o aumentar las poblaciones de enemigos naturales en
areas de cultivos para el control de poblaciones de insectos. Cuando se tiene éxito en el control biolégico,
es el método mas econémico de control y ademds, desde el punto de vista de proteccion de los
ecosistemas, éste es uno de los mas seguros en el control de plagas (17).

El control biclégico tiene que ver con la manipulacion de los enemigos naturales por si mismos a fin de
hacerlos mas eficientes en la regulacion de densidades de poblacion de hospederos. El hombre puede

= P e L



12

ayudar al incremento de enemigos naturales a través de una planeacion cientifica. El incremento de los
enemigos naturales es un campo relativamente nuevo que ha empezado a explorarse, pero falta mucho
por descubrir (17).

Dentro de los atributos de un enemigo natural efectivo tenemos (8,17):
a) Capacidad de busqueda de su huésped.
| b} Especificidad
¢) Propagacion rapida y abundante
d) Ocupacion de todos o de la mayoria de nichos ocupados por el huésped.
e) Debe estar bioldgica, fisiolégica y ecolégicamente bien adaptado al huésped.

Para el control de Plutella xylostella L. se encuentran algunos enemigos naturales, entre ellos (18, 17,
34):

a) Diadegma insularis Cresson avispa parasitoide, puede controlar hasta un 40% de las
larvas cuando se hace uso Iimita-do de insecticidas quimicos, usado en Centroamérica.

b) Bacillus thuringiensis Berl. variedades kurstaki y azaiwai, bacteria, usada en forma
comercial.

c) Entomophthora spp hongo, se ha reportade en algunos ensayos su’ potencial
entomopatoégeno. '

d) Zoophthora spp hongo, se ha reportado en algunos ensayos su potencial
entomopatégeno.

b Control Microbiolégico

El control microbiolGgico es parte del control biologico y consiste en la utilizacion de microorganismos
(hongos, bacterias, virus, protozoos y nematodos) o bien sustancias derivadas de éstos, que alteran el
desarrollo normal de plagas. Estos microorganismos son llamados entomopatogenos, ya que los cuales
provocan enfermedades que pueden ser utilizadas en el control de plagas (11,17).

Es necesario que el hombre promueva y proporcione, en la medida de io posible, los factores
adecuados que intervienen en el desarrolio y mantenimiento de los microorganismos en el campo de
cultive. Hay que ayudar a |a naturaleza produciendo patégencs en forma masiva para lograr el éxito en el
control de plagas (11, 17).

1T
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- Caracteristicas de un buen agente de control microbiolégico {17)

a)
b)
c)
d)
e)
f)

g)
h)
i)

i)

Rapida dispersion, lo que depende del hospedero y del agente transmisor.

Buena capacidad de sobrevivir

Que no sea fitotéxico.

Buenas caracteristicas de virulencia e infectividad.

Ofrecer seguridad para otros organismos, como insectos benéficos y animales mamiferos.
Reproduccion facil y de bajo costo.

Facil de transportar.

Aplicacién facil y con equipo convencional.

Que ofrezca un control a largo plazo

Que su manejo sea facil, tanto en la produccion, almacenamiento y en la aplicacion
directamente en el campo.

Dentro de los microorganismos méas usados en este tipo de control estan: los hongos y las bacterias, su

sintomatologia y signos son faciles de detectar, siendo su diagnostico patolégico més eficiente y seguro

(11, 17).

Ventajas y desventajas de! control microbiolégico (17, 32)

Ventajas:

a)

b}

La naturaleza inocua y no téxica de los patégenos de insectos para otras formas de vida, con
la consecuente ausencia de residuos toxicos.
El relativamente alto grado de especificidad de la mayoria de los microorganismos, lo que
protege a organismos benéficos y al hombre.

¢) Algunos entomopatogenos son compatibles con otros métodos de control. Se ha dado el caso

d)

9)

qgue pueden ser aplicados con insecticidas en forma conjunta y, cuando menos, en forma
sinergética, ya que la infeccion puede originar susceptibilidad al envenenamiento de productos
quimicos.

La facilidad y el bajo costo con que algunos microorganismos pueden ser reproducidos.

La gran versatilidad de los patégenos microbiales en lo que se refiere a los métodos de
aplicacion. Algunos microorganismos pueden ser introducidos y colonizados, dando como
resultado un control permanente. Ofros patdgenos pueden ser ysados en aspersiones o
espolvoreaciones de [a misma manera que los insecticidas. n
En algunos casos se requieren de relativamente bajas dosis para iograr t\i control.

Multiplicacién y dispersion. Los patdgenos tienen la capacidad de dlsperéarse y multlphcarse
\\
N

‘\
0y

en el ambiente a través de los individuos infectados.
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Efectos secundarios: Ademas de producir la muerte, fos patégenos pueden afectar el
potencial de oviposicion, viabilidad de huevos y pueden aumentar iz sensibilidad a otros
agentes de control biclégico y quimico.

Control mas duradero: Después del establecimiento de un patégeno en una determinada area,
el control puede ser de caracter enzobtico, es decir, logrando mantener el control de la plaga
por debajo de los niveles economicos de dario por mucho tiempo (especialmente en cultivos
permanentes y semipermanentes).

Resistencia: Las plagas dificilmente pueden desarrollar resistencia a los patégenos, aunque ya
se han reportado casos de resistencia.

Desventajas:

a)
b)

c)

d)

g)

h)

)

Proceso de infeccion lento.

La marcada especificidad de la mayoria de los patégenos, disminuye el espectro de confrol
para unicamente una especie, en el caso de donde varias plagas estén presentes, comparado
con el amplio espectro de muchos insecticidas.

La necesidad de mantener al patégeno en condiciones viables de alta virulencia Yy en un
estado durable o resistente hasta que se ponga en contacto con el huésped.

La dificultad de producir algunos patégenos, ya sea en grandes cantidades y/o bajos costos.
La tendencia de algunos patégenos a originar que los insectos o partes de ellos permanezcan
adheridos a! follaje de la planta huésped, disminuyendo normas de calidad en algunby
cultivos.

El requerimiento de algunos patégenos de condiciones climaticas favorables {(temperatura,
humedad, luminosidad, etc.).

Los insecticidas microbianos exigen mejores cuidados de almacenamiento (mantener la
virosidad y patogenicidad).

Eluso requiere de mayor educacion, capacitacion y entrenamiento.

Debe de haber buena cobertura de la planta, debido a que la mayoria de los patdgenos deben
ser injeridos para causar la enfermedad.

El tiempo de infeccion hasta causar la muerte, frecuentemente es largo, y por lo tanto el
insecto infectado continta causando dafio.

I
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Los hongos como agentes de control microbiolégico.

Las infecciones causadas por hongos son muy comunes en insectos y son, relativamente faciles de
detectar, ya que muchas veces se encuentra la presencia del micelio o cuerpo fructifero del hongo sobre
el cuerpo del insecto infectado. Hasta el momento se han registrado mas de 400 géneros de hongos
entomopatégenos. Sin embargo, solo unos pocos se han investigado con el fin de usarios en programas
de control microbiolégico. Dentro de ellos estdn: Beauveria, Metarhizium, Entomophthora,

Coelomyces, Cordyceps, Nomuraea, Aschersonia, Hirsutela y Zoophthora. Se reporta en algunos
casos a Fusarium en su fase sexual como Sphaerostible (8,11,16,17).

Los hongos entomopatégenos pueden causar infeccion en cualquier estado de desarrollo del insecto, los
hongos atacan a través del integumento, al entrar en contacto con la cuticula de! insecto, las esporas
inician el proceso de germinacion, el cual requiere de condiciones especificas de temperatura y humedad.

Durante el proceso de germinacion producen enzimas que destruyen la pared celular, permitiendo que el
hongo penetre y llegue a la cavidad homocélica, donde se reproduce vegetativamente, hasta llenar todo
el interior del insecto y matario a) ya sea por el dafic mecanico causado en los diferentes organos o por
b} la liberacion de toxinas resuitantes de su metabolismo (11,17).

El insecto infectado, generalmente se seca, adquiriendo un aspecto momificado, frecuentemente llega a
cubrirse con conidios, y algunas veces contiene esporas en reposo, las que capacitan al hongo para
sobrevivir en periodos de condiciones adversas (17).

A pesar de que las enfermedades fungosas son tan comunes, no se a logrado un manejo consistente y
exitoso, debido a que ia mayoria requieren condiciones precisas de humedad y temperatura para su
desarrollo (11,17).

El uso de hongos en el control microbiolégico de plagas es promisorio, especialmente en integracién con
otras medidas de control, ya que solos es dificil lograr un papel dominante en e control de piagas (11).

- Diagnéstico de enfermedades fungosas:

Los insectos que han muerto por hongos entomopatdgenos varién\ﬂn\ poco en su apariencia,
dependiendo de la clase de hongo en cuestion y de ia etapa de des':-gri‘()llo de éste. Cuando las
condiciones para su crecimiento y desarrollo son 6ptimas, el hongo aparece usﬁ‘algj_ente en las formas de
conidicforos, hifas o micielio sobre ia superficie del cuerpo del insecto, algunas vedes ‘t‘odo el cuerpo del
animal estd cubierto y otras, el hongo aparece solamente en areas donde la paréé.dei cuerpo es
delgada, tales como las membranas intersegmentales. En ausencia de adecuada humedad “tmosférica
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puede no haber evidencia externa del hongo, aunque pueden encontrarse en la cavidad intema del
insecto. (17).

Poco después de la muerte del insecto, la consistencia del contenido de su cuerpo puede coagularse; con
el tiempo se endurece, se vuelve quebradizo y se momifica. A diferencia de la mayoria de la infecciones
causadas por bacterias y virus, el insecto infectado con un hongo retiene la forma y color general del
cuerpo, excepto cuando es cubierto parcial o totaimente por el hongo. De hecho el diagnéstico definitivo
de una enfermedad fungosa puede hacerse generalmente examinando al microscopio el insecto enfermo,
especiaimente cuando es acompariado por un cultivo adecuado del hongo (8, 17).

- Las bacterias como agentes de control microbiolégico

Las bacterias constituyen el grupo més numeroso y quiza el mas estudiado entre los microorganismos
asociados a insectos. Las bacterias mas importantes desde el punto de vista de control de insectos son
las aerdbicas formadoras de esporas del género Bacillus. (11).

En general los entomopatégenos bacteriales se agrupan en aj cristaliferas formadoras de esporas: b)
patdgenos obligatorios; ¢} patdgenos facultativos y d) patégenos potenciales (11,17).

Hasta el momento sélo las bacterias cristaliferas formadoras de esporas son promisorias en el control de
insectos. Dentro de este grupo de bacterias esta la especie Bacillus thurinquiensis Berl. también
llamada Bt. (17).

Enfermedades causados por bacterias cristaliferas; Recientemente las bacterias méas importantes e
interesantes usadas en el control biolégico de los insectos son aquellas que cuando esporulan forman
cristales de proteinas tdxicas. Estos cristales son altamente toxicos para ciertos insectos, principalmente
algunos lepidopteros, pero son al parecer innocuos para otras formas de vida. Dentro de éstas
bacterias tenemos a Bacillus _thuringiensis Berl. aislada en 1911 por Berlinier de larvas de la palomilla
de la harina del mediterraneo, Anagasta _Kiihniellla Zell, recibidas de un molino de Thuringia,
Alemania, otros estudios reaislaron la bacteria: Mattes en 1927 en Alemania. Ishiwata en 1905 en Japén
aisl6 de larvas de gusano de la seda un bacilo cristalifero conocido como Bacillus soto ishiwata Berl,
Toumanoff y Vago, en 1951 reportaron como la causa de la flacheria del gusano de la seda, a una
bacteria que nombraron Bacillus _cereus var. Alest éstas tres formadoras de esporas y relacionadas
entre si; y en 1958, Heimpel y Angus propusieron que las tres bacterias cristaliferas se designaran
como variedades de Bacillus thuringiensis Betl., siendo las siguientes variedades: thuringiensis, sotto y
alesti (17).
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Actualmente se tienen algunas variedades comercialmente disponibles de Bacillus thuringiensis Berl.

» Var tenebrionis -Larvas del escarabajo de la patata del colorado y de Ia hoja del olmo

s Var Kkurstaki -orugas '

= Varisraelensis -mosquito, mosca negra, y larvas fungosas del mosquito

= Var aizawai -larvas de la polilla de la cera, varias orugas y especialmente la palomilla
dorso de diamante (15).

Angus en 1954-1956, establecid la relacién entre la toxina cristalizada de sotto y la paralisis que ocurre
en el insecto después de la ingestion del cristal. También encontré que mientras la proteina toxica causa
la pardlisis por ingestion, ésta no tenia efecto cuando se inyectaba dentro del cuerpo. El cristal es
soluble en soluciones alcalinas; hay una indicacién de una correlacion entre el pH del intestino del insecto
y su susceptilidad a la toxina del cristal. Ha sido demostrada la susceptibilidad del cristal para ciertos
lepidépteros, la bacteria también invade los tejidos y la cavidad del cuerpo, acelerando el proceso letal y
también se produce una sustancia soluble en agua y estable al calor, diferente al cristal y a la lecitinasa,
la cual es téxica para los insectos cuando se les inyecta (17).

Dependiendo del insecto se han llegado a determinar tres tipos diferentes de accién por las que la
bacteria cristalifera puede matar al insecto huésped. El fipo |, de 5 a 20 minutos después de la ingestion,
hay una paralisis del intestino medio, a esto sigue, después de 1 a 7 horas una pardlisis general
acompaiiada del aumento del pH de la sangre de 1 a 1.5, lo que indica que hay una filtracion del liquido
del intestino en la sangre. El tipo Il, difiere en que no hay aumento de pH en la sangre, pero el insecto
muere a los dos o fres dias con una paralisis general. El tipo lll, Gnicamente muere de paralisis general,
pero no muere por la toxina cristalizada de sotto (8, 17).

Entre las especies de insectos mas susceptibles que se conocen estan aquellas que pertenecen a los
géneros: Bombyx, Anagasta, Colias, Pieris, Thaumetopoea,‘ hyphantria, Protoparse, Plodia y Plutella. Se
ha com'probado que no son susceptibles otros invertebrados, asi como vertebradoes y plantas vivas (8,
17).

- Diagnéstico de enfermedades bacteriales:

En la mayoria de las infecciones causadas por pequefios bacilus gram-negativos, los sintomas son los
de la septicemia. Los insectos infectados cesan de alimentarse, se vuelven perezosos en sus
movimientos y mueren en un lapso de 24 a 72 horas. El cadaver toma un color entre café oscuro y
negro, esta lleno con el agente causal y eventualmente se seca, quedando momificado (17).

LTI
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El primer signo es una actividad reducida y pérdida del apetito, seguida por descarga de fluidos
por la boca y ano. La infeccion puede comenzar como una disenteria acompanada con diarrea,
pero en la mayoria de los casos la bacteria invade toda |la cavidad del cuerpo del insecto y causa
una septicemia que determina la muerte del hospedero. Después de la muerte el cuerpo del
insecto, especialmente el de las larvas, se oscurece con una coloracién café o negra
Usualmente los insectos recién muertos estan blandos y, al perder su forma, los tejidos internos
pueden desintegrarse, o tomar una consistencia viscosa, olorosa, pero normalmente no se
derriten o lichan como los insectos muertos por infecciones virosas. El cadaver del insecto,
generalmente se seca y se encoge, el integumento permanece intacio (15,17)

3.14 Efecto de los factores ambientales en el control biolégico

Los factores ambientales son de mucha importancia en la regulacion de los epizootias en las poblaciones
de insectos, pero falta desarrollar mucha investigacién al respecte, pero aun asi, no existe duda alguna
de que los factores ambientales afectan la iniciacién y desarrollo o bien prevencion y supresion de los
brotes de enfermedades. Ei grado de influencia de los factores ambientales puede variar con la
naturaleza de los tres factores primarios: a)} poblacién de patégenos, b) poblacion del huésped y c)
método de transmision (8,17).

A Humedad y lluvia

Es el factor fisico mas frecuentemente citado que afecta la iniciacion y desarrollo de las epizootias entre
las poblaciones de insectos. Esto es especialmente cierto en las enfermedades causadas por hongos,
pero existe evidencia que también puede afectar a otro tipo de enfermedades (8,17).

En forma general las epizootias de las enfermedades fungosas dependen principalmente de la humedad,
teniendo papeles secundarios otros factores fisicos tales como la temperatura, luz soiar, el viento. Se ha
demostrado, en el caso del hongo Beauveria bassiana Bals, que la germinacién éptima de esporas se

presenta a humedades relativas amriba del 94% y a temperaturas de 28°C, obteniéndose bajas
germinaciones a 10°, 38° y 44°C. Para ciertos hongos no es suficiente con la humedad relativa alta, pero
la existencia de rocio libre en contacto con el conidio es necesaria para ia gemrminacion. Es de gran
importancia el estado de salud o resistencia natura! de los insectos (17).

Muchos insectos limitan su actividad a humedades relativas menores de 40%, asi como muchos insectos
fambién son afectados por exceso de lluvia. La humedad es importante para bacterias no formadoras de
espbras que para las que si forman esporas, las cuales son mas resistentes a condiciones adversas de
humedad (8).
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En condiciones de campo, la humedad relativa alta, favorece la diseminacion de bacterias y hongos
entomopatdgenos , tanto el rocio como la lluvia contribuyen la diseminacién de bacterias y hongos de una
planta a otra, o bien dentro de una misma pianta. Con lluvias de alta intensidad después de una
aplicacién se disminuye Ia eficacia de los productos, pues los mismos son lavados y llevados ai suelo

8).

Se han hecho estudios en donde los hongos tienen una mayor eficacia cuando actuan con humedades
relativas entre el 70 y 100% (8).

B Temperatura

No se conoce adecuadamente ef efecto directo la temperatura sobre las epizootias en las poblaciones de
insectos. Sélo dentro de ciertos rangos de temperatura, la humedad es importante en Ia iniciacién de [as
enfermedades fungosas. De manera general, a temperaturas altas el progreso de la infeccion se acelera
considerablemente dentro del individuo. En ciertas enfermedades las temperaturas altas pueden
incrementar la resistencia de los insectos a las infecciones. En ofras los patégenos invaden el cuerpo del
insecto huésped mas frecuentemente cuando el huésped se encuentra bajo la influencia adversa de una
temperatura alta (8,17).

La temperatura éptima para el desarrollo de los insectos se encuentra alrededor de 25°C, pudiéndose
encontrar buen desarrollo y actividad en un rango de 15° a 38°C. Debajo o arriba del rango antes
mencionado, las condiciones son desfavorables, los insectos entran €n un proceso de diapausia temporal
o bien permanente (8).

Los patégenos en general, encuentran condiciones favorables en un rango de temperatura de 20° a 30°C.
La temperatura ideal en condiciones de campo para Bacillus thuringiensis Berl. es de 25° a 28°C. los
hongos durante la fase de produccion se desarrollan bien con temperaturas de 20° a 30°C. Beauveria
tiene un buen desenvolvimiento a temperaturas entre 22° y 26°C, soportando temperaturas de hasta 45°

(8).

C Luz solar

Especialmente [os rayos Uitra Violeta pueden tener un efecto directo sobre los batégenos de insectos.
Esto es especialmente cierto con patogenos que no tienen estados resistentes durante su ciclo de vida.
El desarrolio de algunos microorganismos se ven afectados por la exposicién a la radiacion solar, a otros
les favorece su desarrollo y reproduccién al encontrarse en lugares oscuros (8,17).

-
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D Caracteristicas del suelo

En el caso de insectos que viven en el suelo, las epizootias pueden estar asociadas con ias
caracteristicas fisicoquimicas del suelo, ademas de factores como la temperatura y la humedad. Se ha
observado que algunos patégenos son mas efectivos en suelos organicos, ricos en humus, que en suelos
arcillosos y arenosos, podria ser que los coloides del suelo, ayudan a fijar al suelo las esporas del
microorganismo patégeno. Ademas, los suelos organicos conservan la humedad, lo que favorece sobre
todo a las enfermedades fungosas (8).

315 Perspectivas del control biolégico

Las perspectivas del control biolégico en Guatemala son, hoy en dia, mucho mejores, puesto que hay
varios factores que han incidido en su desarrollo. La exigencia de los consumidores mas fuertes de
productos nacionales (Estados Unidos y otras naciones industrializadas) de demandar productos
agricolas de buena calidad y libres de residuos toxicos, debido al uso de pesticidas, ademas del
desarrollo de poblaciones plagas resistentes (19).

Los anteriores aspectos se combinan con la labor de educacion y formacion de conciencia realizadas por
organizaciones interesadas en la proteccion y conservacién ambiental, como o son universidades,
escuelas agricolas, asociaciones de profesionales, organizaciones no gubemamentales y otros sectores
de opinién puablica. También los productores mismos han ten'ido experiencias positivas en el uso de
control biolégico para control de plagas y se han ido convenciendo de los beneficios ambientales,
sociales y econémicos que esta técnica ofrece. (19).

Se abre también un panorama muy halagador con el aumento del mercado de productos agricolas

denominados orgénicos, el cual esta en aumento dia con dia y ofrece al productor un nuevo segmento de
mercado para su produccion (19).
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3.2 MARCO REFERENCIAL
3.2.1 Descripcion del 4rea experimental
A Localizacion
La investigacion se realizé en la estacién experimental del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricola —

ICTA-, localizado en la Alameda, Chimaltenango, ubicado geograficamente en las coordenadas 14°39'38”
Latitud Norte y 90°49'10” Longitud Oeste (3).

B Condiciones climéticas

La altura de la region es de 1,768 metros sobre el nivel del mar, con una temperatura maxima media
anual de 26.38°C y una minima media anual de 15.35°C, manteniéndose constante durante casi todo el
ano, teniendo algunos descensos en diciembre, enero y febrero, con algunos riesgos de heladas (23).

En la figura 2 se muestra el comportamiento de las temperaturas maximas y minimas que prevalecieron

durante la realizacién del ensayo, desde la fecha del transplante {05-04-1995) hasta la cosecha del
cultivo del brécoli (16-06-1995).
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FUENTE: Registros del INSIVUMHE, Estacién La Alameda, Chimaltenango
FIGURA 2. Condiciones de temperatura que predominaron durante la realizacion del
experimento (del 05/04/1995 al 16/06/1995)

El area tiene un clima templado, con una precipitacion media anual de 987.79 mm, distribuidos en un
nimero promedio de 114 dias y concentrandose de junio a septiembre (23).

En la figura 3 se muestra el comportamiento de precipitacion pluvial que prevalecié durante |a realizacién
del ensayo, de lafecha de transplante (05-04-1995) a la cosecha del cultivo del brécoli (16-06-1995).
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FIGURA 3. Condiciones de Precipitacion que predominaron durante la realizacién del
experimento (del 05/04/1995 al 16/06/1995)

En la figura 4 se muestra el comportamiento de humedad relativa que prevalecié durante la realizacién
del ensayo, de la fecha de transplante (05-04-1995) a la cosecha del cultivo del brécoli (16-06-1995).
Debido a que la estacion meteorolégica de la alameda no tiene datos de humedad relativa, se tomaron
datos de Ia estacion Santa Cruz Balanya (la mas proxima). '
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FIGURA 4. Condiciones de humedad relativa que predominaron durante la realizacién del
experimento (del 05/04/1995 al 16/06/1995)

1T




23

C Condiciones edaficas

Segun Simmons, Tarano y Pinto (35), los suelos del area corresponden al grupo de la altiplanicie central
de Guatemala; los cuales son profundos, desarrollados sobre ceniza volcanica y de color claro,
pertenecen a la serie Tecpan, la que se caracteriza por su profundidad y buen drenaje.

Segun analisis de suelos del area experimental, éstos son ligeramente acidos, con un pH de 5.8, con
buen contenido de fosforo, potasio, calcio y magnesio; lo que hace suponer que son suelos muy fértiles.
Los resultados del analisis de suelos aparecen en el cuadro 2.

CUADRO 2. Analisis de suelo del area experimental del ICTA, La Alameda, Chimaltenango, 1995,

mg/ml Meq/100 mi suelo
Profundidad en cms. pH P K Ca Mg
30 58 11.7 119 3.74 0.5

FUENTE.: Laboratorio de Suelos del ICTA

3.2.2 Antecedentes Relacionados con la investigacién

Arias (3), realizé una investigacién en 1993, en donde recomienda el uso de Bacillus thuringiensis Berl.

en el confrol de la palomilla dorso de diamante Plutella xylostella L. y ademas fue uno de los
tratamientos que presentd la mayor tasa marginal de retormo.

Aguilera, Rodriguez y Cérdova (1, 2). Durante 1993 y 1894, trabajaron con pruebas de patogenicidad con
microorganismos entomopatdégenos de plagas horticolas y su uso potencial como agentes de controf
biolégico a nivel de invemadero y laboratorio. Aislaron ocho microorganismos entomopatogenos de la
palomilla dorso de diamante, de los cuales cinco son bacterias y tres son hongos. Los microorganismos a
aislados y los resultados de las pruebas de patogenicidad se muestran en cuadro 3.

CUADRO 3. Microorganismos Entomopatégenos de larvas de Plutella xylostella L. aislados y
evaluados a nivel de laboratorio e invernadero por Aguilera,Cérdova y Rodriguez

(1,2).
TIPO DE NOMBRE CIENTIFICO PORCENTAJE DE PORCENTAJE DE
. MORTALIDAD MORTALIDAD
MICROORGANISMO VAS SUPAS CORREGIDA
Bacteria (CB-49L) | Bacillus thuringiensis Berl. 100 — 100
Bacteria (CB-53L) |Bacillus thuringiensis Berl. 29 71 100
Bacteria (CB-75L) |Bacillus thuringiensis Berl. 50 50 100
Bacteria (CB-51L) | Bacillus thuringiensis Berl. 72 14 75
Bacteria {CB-74L) |Bacillus thuringiensis Berl. 72 14 75
Hongo (CB-60L) | Fusarium sp. 100 | - 100
Hongo  (CB-61L) |Staphylotrichum sp. 27 73 100
Hongo  (CB-91L) |Beauveriasp. 71 29 100
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3.23 Microorganismos Entomopatégenos a Evaluar
A Bacillus thuringiensis Berliner

Se utilizo las cepas CB-49L, CB-53L, CB-75L, CB-51 y CB-74L de Bacillus aisiadas por Aguilera,
Cérdova y Rodriguez, las cuales se presentan en el cuadro 4 (1,2).

CUADRO 4. Aislamientos de Bacterias efectuados por Aguilera, Cérdova y Rodriguez, evaluados
en el ensayo a nivel de campo en la estacion experimental del ICTA en La Alameda,
Chimaltenango 1995.

Cadigo insecto Plaga Cultivo | Lugar de colecta | Fecha colecta | Fecha aislamiento
CB-49L | Plutella xylostella Repollo | Patzicia, Chimaltenago. 27-03-1993 12-04-1993
CB-53L | Plutella xylostella Repollo | Patzicia, Chimaltenago. 27-03-1993 12-04-1993
CB-75L | Plutella xylostella Repollo | Los Encuentros, Solola 26-05-1993 28-05-1993
CB-51L | Plutella xylostella Repollo | Patzicia, Chimaltenago. 27-03-1993 12-04-1993
CB-74L | Plutella xylostella Repollo | Los Encuentros, Solola 26-05-1993 28-05-1993

E| Bacillus thuringiensis Berl. es una bacteria esporulante de dos a tres micras. Perienece a la familia
Bacillaceae. Se encuenira naturalmente en el medio ambiente y existen unas 35 variedades
pertenecientes a 30 serotipos. (27).

La bacteria tiene forma de bastén, pertenece al grupo gram negativo, formadora de esporas cristaliferas
en el momento de la esporulacién. Estos cristales son altamente toxicos para algunos insecios,
especialmente lepidopteros, pero son al parecer inocuos para otras formas de vida. Es una bacteria que
se desarrolla en condiciones aerdbicas, pudiendo facultativamente crecer en condiciones anaerobias (8). -~

Almacenamiento:

Los productos comerciales de Bacillus thuringiensis Berl. almacenados a temperaturas entre 21 y 24°C
mantienen su poder insecticida durante dos afios. Por ser un insecticida biologico puede ser afectado por
temperaturas elevadas. No almacenar a temperaturas mayores de 30°C.(27).

Compatibilidad:

En las formulaciones comerciales se recomienda no mezclar con fungicidas, productos quimicos y
coadyuvantes que alteren e} rango de pH entre 6 y 7.5. En cualquier mezcla debe probarse previamente
su compatibilidad (27).
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Aplicaciones:

Puede aplicarse con los métodos convencionales de aspersion. Las aplicaciones deben realizarse
preferiblemente entre 6:00 y 10:00 a.m. y después de las 4:00 p.m. o cualquier hora en dias nublados
para evitar al maximo los rayos ultra violeta. Puede ser usado hasta el momento de la cosecha (27)

Modo de Accion:

El modo de accién de Bacillus thuringiensis Berl. es Unicamente por ingestion. La accién insecticida es
debida a la presencia de un cristal proteico producido durante [a esporulacién de la bacteria llamado delta
endotoxina. En el intestino de las larvas susceptibles, bajo condiciones de pH alcalino, las enzimas
descomponen el cristal en fracciones de peso molecular, causando una paralisis del estomago, creando
desbalances osmoticos, causando la destruccion de las células del aparato digestivo y la muerte (27).

La muerte de las larvas ocurre durante los primeros cinco dias. Las larvas afectadas que sobreviven los
primeros dias, no causan dafio al cultivo, ya que no pueden alimentarse. Las larvas que ingieren dosis
sub-letales algunas veces logran empupar pero los adultos que emergen son estériles (27).

" Insectos Atacados.
Son atacados por Bt principalmente larvas de lepidoptera, algunas larvas de escarabajos y moscas. Las
formulaciones estan disponibles para el control de muchos parasitos de orugas, perforadores y
cortadores, larvas del escarabajo de la patata de Colorado, escarabajos adultos de la hoja del olmo,
larvas de la polilla de la cera, es muy importante en el control de la palomilla dorso de diamante, la cual
ha empezado a crear resistencia a la variedad kurstaki en algunas areas (15).

Variedades de Bacillus thuringiensis Berl. comercialmente disponibles (13)
s Var. tenebrionis |
= Var. kurstaki

s Var. Israelensis

= Var. aizawai.

Alfa Endotoxina

Cristal proteico descubierto por Hannay (1953), es un agregado de moleculas , generalmente en forma
bipiramidal, con un peso molecular de aproximadamente 230.000 daftons. Este cristal representa el
componente principal de Baciilus thuringiensis Berl. siendo considerado como una prototoxina (8,29).
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B Fusarium sp.
Se utilizé la cepa CB-60 de Fusarium aislada por Aguilera, Cérdova y Rodriguez, la cual se presentan en
el cuadro 5 (1,2).

CUADRO §. Aislamiento del hongo Fusarium efectuado por Aguilera, Cérdova y Rodriguez
evaluado en el ensayo a nivel de campo en la estacién experimental del ICTA en La
Alameda, Chimaltenango 1995.

Cadigo Insecto Plaga Cultivo | Lugar de colecta | Fecha colecta | Fecha aislamiento
CB-60L | Plutella xylostelfa L. Repollo | Patzicia, Chimaltenago. 27-03-1993 12-04-1993

Es un hongo que no forma cigotos, ascosporas y basidiosporas, su coloracién en medio de cultive de
Papa, Dextrosa Agar es blanca. Posee conidias en forma de bananas. Su clasificacién es la siguiente:

Clase: Deuteromicetes
Orden: Moniliales
Familia: Moniliacea

Algunas especies de Fusarium han sido reportadas como entomopatégenas, éstas han sido clasificadas
como Atractium, Mirocera o Sphaerostible. Las conidias de Fusarium son consideras como fases
asexuales de estos géneros. Se han separado razas de Fusarium Lanvarum vy Fusarium

Coccophylum, Fusarium Solani fue reportado como un patégeno débil de escarabajos 'y ofros

invertebrados. Fusariumy Myrothecium se encontraron contaminando granos, pero a su vez afectan a
la larva de Tenebrio molitor L, este insecto se ve afectado por un retardo en su desarrollo, tal parece

que estos hongos producen toxinas tales como Trichothenes y Zearalenone (9).

Los Trichothenes son compuestc muy importantes del grupo de las mycotoxinas del género Fusarium.
Los Trichothenes y Fusarium causan toxicidad a larvas de Aedes aegypti (9).

Zeralenone también conocido como F-2, proviene de Fusarium sp., su ingestion reduce la fecundidad en
muchos insectos. Dentro del género se encuentran consideradas como entomopatdégenas las siguientes
especies: Fusarium equiseti Corda, Fusarium larvarum, Fusarium moniliforme Shelton, Fusarium

solani Martius (9).

C Beauveria sp.
Se utilizé la cepa CB-91 de Beauveria aislada por Aguilera, Cérdova y Rodriguez, la cual se presentan
en el cuadro 6 (1,2).
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CUADRO 6. Aislamiento del hongo Beauveria efectuado por Aguilera, Cérdova y Rodriguez,
evaluado en el ensayo a nivel de campo en la estacion experimental del ICTA en La Alameda,
Chimaltenango 1995.

Cédigo Insecto Plaga Cultivo | Lugar de colecta | Fecha colecta | Fecha aislamiento
CB-91L | Plutella xylostella L. Repotle | Patzicia, Chimaltenago. 22-07-1993 29-07-1993

Hongo con micelio blanco o levemente coloreado con aspecto polvoriento. Es un hongo imperfecto que
pertenece a la subdivisién Deuteromycotina, clase Hyphomycetes. Se caracteriza por la formacién de
micelio septado con produccion de conidias de aproximadamente 0.5 a 0.8 micras de diametro.
Asexualmente se reproduce en coniditforos que nacen a partir de la hifas ramificadas (8, 26)

Almacenamiento

Los productos comerciales almacenados a temperaturas entre 2 y 9°C. pueden mantener su poder
insecticidé hasta unos 12 meses. Por ser un bioinsecticida, puede ser afectado por temperaturas
elevadas. A temperaturas de 27°C. el porcentaje de viabilidad presenta una disminucién del 50% a los 15
dias. A 37°C la disminucién de la viabiiidad casi es general a los 8 dias de almacenamiento (26).

Compatibilidad
No debe ser mezclado con fungicidas, productos quimicos o coadyuvantes que alteren el rango de pH
entre 6y 7.5. Para cualquier mezcla se recomienda hacer pruebas previas de compatibilidad (26).

Aplicaciones

Se puede aplicar con productos convencionales, equipados con boquillas conicas de baja descarga. Se
prefiere que las aplicaciones se realicen entre 6:00 y 10:00 a.m. , después de ias 4:00 p.m. o bien dias
nublados para evitar al maximo los rayos ultra violeta del sol que afectan a las conidias. Puede ser usado
hasta el momento de la cosecha sin problemas de residualidad (8, 26).

Modo de accion

La fase patogénica ocurre cuando el hongo entra en contacto con el tejido vivo del huésped vy ia
humedad en el microclima es del 85% 0 mas. La penetracion al hospedero es por la cuticula o por via
oral. Cuando la penetracion se da por la cuticula intervienen lipasas, quitinasas y proteasas. E! tubo
germinativo de la conidia invade directamente, se producen apresorios, penetrando la epicuticula, dando
lugar a cuerpos hifales, los cuales se desarrolla en el homocelo y circulan en la hemolinfa (8, 26).

Se ha reportado en algunas especies la liberacion de metabdlitos toxicos como Beauvericin,
Beauveriloides, Bassianoide, Isarolide, Enniaticinas y Qosporeina. Los sintomas de la enfermedad se
manifiestan en pérdida de la sensibilidad, descoordinacién de movimientos y paralisis. Cuando el insecto
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muere se queda momificado. Algunas veces se presentan zonas pigmentadas que corresponden a los
sitios de penetracion de la conidias en el tegumento (18, 26).

Insectos atacados (33)

Orden Lepiddptera (mariposas y palomillas)

Orden Coledptera (escarabajos)

Orden Homoéptera (&fidos, moscas blancas, saita hojas)
Orden Hemiptera

Orden Hymenoptera (hormigas, abejas, avispas)

3.23.3 Staphyloctrichum
Se utilizé la cepa CB-61 del género Staphyloctrichum aislada por Aguilera, Cérdova y Rodriguez, la cual
se presentan en el cuadro 7 (1,2).

CUADRO 7. Aislamiento del hongo Staphqucgrichcin efectuado por Aguilera, Cérdova y
Rodriguez, evaluado en el ensayo a nivel de campo en la estacién experimental del
ICTA en La Alameda, Chimaltenango 1995.

Cdédigo Insecto Plaga Cultivo | Lugar de colecta | Fecha colecta | Fecha aislamiento
CB-61L | Plutella xylostella L., Repollo | Patzicia, Chimaltenago. 27-03-1993 12-04-1993

Es un hongo del orden Moniliales. Es de micelio blanco a ligeramente pigmentado. Con coniditforos
erectos con ramificaciones irregulares en la porcién superior. Las conidias son unicelulares, globosas. Se
ha reportado como saprofito (5).

No hay mayor literatura sobre este hongo, en Guatemala no es un hongo muy estudiado y tampoco
aparece en los listados de hongos entomopatégenos de la Universidad de Cornell. La literatura
consultada y los especialistas en el tema consultados, no tienen referencia de dicho microorganismo.

3.2.4 Caracteristicas del cultivo de Brécoli a utilizar

El hibrido de brocoli que se utilizd es el llamado Marathon, es de los que mas se han utilizado, esta
catalogado entre los precoces, ya que su ciclo dura 97 dias, desde la siembra hasta la cosecha, es una
planta de altura mediana, azul-verde, de domo denso y forma simétrica. Las plantas procesadoras lo
promueven por su aito rendimiento (21).

Es un hibrido de alto potencial de rendimiento, sus producciones estan entre 12,800 a 14,000 kilogramos
por hectarea. Sus inflorescencias son grandes y compactas, con un didmetro de 20 centimetros, de grano
fino, tallos fuertes y gruesos. Las plantas llegan a alcanzar una altura entre 60 y 70 centimetros (21, 25).
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4, OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de ocho microorganismos entomopatégenos sobre las poblaciones de Plutella
xylostella L. asociadas al cultivo del brocoli Brassica oleracea var. italica Plenk.

4.2  Objetivos Especificos

= Determinar el porcentaje de mortalidad provocado por cada uno de los ocho microorganismos
entomopatdgenos evaluados sobre las poblaciones de Plutella xylostella L.

= Determinar el efecto de la aplicacién de los 8 microorganismos entomopatégenos evaluados
en el cultivo de brécoli Brassica oleracea var. italica Plenk en muestreos comerciales de
control de calidad.

5. HIPOTESIS

Al menos uno de los ocho microorganismos entomopatégenos evaluados alcanza porcentajes de
mortalidad de Plutefla xylostella L. lo suficientemente altos como para mantener ef nimero de larvas por

debajo de los niveles permitidos en los muestreos comerciales.
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6. METODOLOGIA
6.1 Metodologia experimental

6.1.1 Disefio experimental

Se utilizé un disefic experimental de bloques al azar, con 9 tratamientos y 3 repeticiones, haciendo un
total de 27 unidades experimentales. Respondiendo al modelo estadistico siguiente (13, 28, 30):

Y

U + Ti + B, + Eu

Yu= Variable respuesta asociada a la ij-ésima unidad experimental
U = Efecto de la media General

Ti= Efecto del i-esimo tratamiento (i=1,2,3,4,5,6,7,8,8)

Bj= Efecto del J-iesimo blogue (j=1.11,1II)

Eij= Error experimental asociado a la ij-ésima unidad experimental.

6.1.2 Descripcion de tratamientos a evaluar

Los fratamientos evaluados son aislamientos de entomopatdgenos realizados por Aguilera, Cordova v
Rodriguez en 1994 (1). Estos se efectuaron en los laboratorios de Proteccion de Plantas de la Facultad
de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, obteniéndose 8 microorganismos
evaluados a nive! de laboratoric e invernadero, con potencial entomopaidégenc sobre larvas de Plutelia
xylostella L. de los cuales 5 son bacterias y 3 son hongos( Ver Cuadro 8).

Tratamiento testigo

Ademas de los microorganismos entomopatogenos, se procedid a evaluar un noveno tratamiento,
utilizado como testigo. A este tratamiento no se le aplicd ningun tipo de control de plagas y
enfermedades, unicamente se realizaron las labores de fertilizacién y control manual de malezas. E!
tratamiento testigo sirvié de comparador para los 8 tratamientos restantes (ver resultados en el cuadro
14A del apéndice).

A Identificacién de cepas utilizadas como tratamientos

E! trabajo consistid en determinar a nivel de género a los ocho microorganismos aislados por Aguilera,
Cérdova y Rodriguez (2). Se realizaron siembras, montajes y observaciones al microscopio
estereoscopio y microscopio compuesto de las 8 cepas evaluadas para poder ser identificadas. En el
cuadro 3 se presenta la descripcién de los tratamientos, los codigos de las cepas, asi como su
identificacion a nivel de género. En el caso de las bacterias, se identificaron a nivel de especie. "

——
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CUADRO 8. Descripcion de los tratamientos Evaluados.

No. TIPO DE NOMBRE CIENT FICO CONCENTRACI(N DEL

MICROORGANISMO IN CULO/Bomba de 5,678 litros
aplicados en un area de 84 m®
1 |Bacteria (CB-49l.) |Bacillus thuringiensis Berl. 1.14 X 10° Bacterias *
2 |Bacteria (CB-53L) |Bacillus thuringiensis Berl. 9.60 X 10° Bacterias *
3 |Bacteria_ (CB-75L) |Bacillus thuringiensis Berl. 1.28 X 10° Bacterias *
4 |Bacteria (CB-51L) |Bacillus thuringiensis Berl. 4.90 X 10° Bacterias *
5 |Bacteria (CB-74L) |Bacillus thuringiensis Berl. 1.14 X 10° Bacterias *
6 |Hongo (CB-60L) |Fusarium sp. 4.30 X 10° Conidias*
7 |Hongo  (CB-61L) |Staphylotrichum 1.50 X 10° Conidias*
8 |Hongc  (CB-91L) [Beauveria sp. 2.10 X 10° Conidias*
9 | Testigo

*

Los calculos de las concentraciones del inoculo por centimetro cibico se realizaron por ! método
de conteo directo, usando la camara de Petroff-Hausser (8).

En el caso de Bacillus thuringiensis Berl. se evaluaron 5 cepas, las cuales se presume, puedan ser de
diferente variedad, o bien su grado de virulencia puede ser diferente, segin los resultados obtenidos por
Aguilera, Cérdoba y Rodriguez (2).

6.1.3 Unidad experimental

La unidad experimental tuvo un area neta de 28 metros cuadrados con las siguientes dimensiones: 7
metros de largo y 4 metros de ancho, con un total de 98 plantas. La parcela neta tuvo un area de 18
metros cuadrados, con las siguientes dimensiones: 6 metros de largo y 3 metros de ancho, con un total
de 60 plantas. El distanciamiento entre surcos y entre plantas fue de 0.50 metros. El distanciamiento
entre blogues y unidades experimentales fue de 1 metro. El area total del experimento fue de 864 metros
cuadrados ( 36 metros de largo y 24 metros de ancho).

6.1.4 Variables respuesta
1). Porcentaje de mortalidad de larvas de Plutella xylostella L. en los diferentes tratamientos
evaluados en el cultivo de brocoli.

2). Numero de Cajas de 10 Kg. de brécoli cosechado con nivel permisible de larvas de Plutella
xylostella L. segun estandares comerciales de compafias agroexportadoras (ver pag. 6
Muestreo y niveles criticos).

o 1
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6.2 Metodologia de produccién y aplicacion de los microorganismos entomopatégenos
utilizados
6.2.1 Revigorizacién

Se recolectaron larvas de Plutella xylostella L. ias cuales se colocaron en recipientes plasticos, donde
se hicieron aplicaciones de los microorganismos entomopatogenos. A los 4-5 dias de la aplicacion se
recolectaron las larvas muertas, realizando siembras directas y las diluciones  1:10, 1:100 y 1:000 en
cajas de petri con medio de cultive Papa Dextrosa Agar (PDA), para el desarrollo de los hongos y Agar
nutritivo para el desarrollo de bacterias, posteriormente se aislaron los microorganismos y se pudo
observar que tenian las mismas caracteristicas de las cepas aplicadas a las larvas.

6.2.2 Produccion masiva
Esta actividad se realizé a intervalos de tiempo de 7 dias, realizandose en e Laboratorio de Fitopatologia
de la Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

a) Preparacién del medio de cultivo

Los medios de cultivo utilizados fueron: Papa Dextrosa Agar (PDA) para la reproduccién de hongos y
Agar nutritivo para la reproduccién de bacterias (came, extracto de levadura, péptona, cloruro de sodio,
agar y agua destilada). Después de preparado el agar, se esterilizd en envases de 0.75 de litro,
utilizando un autoclave.

b) Siembras de los microorganismos

Las siembras se realizaron en los medios de cultivo contenidos en los envases de 0.75 litros, tomando en
cuenta todas las medidas de asépcia que se exigen en esta labor: Uso de campanas de aislamiento,
material y equipo esterilizado en autoclave. Posteriormente a Ia siembra en los envases, se procedio al
almacenamiento.

c). Almacenamiento de los microorganismos

L.uego de la reproduccién de las diferentes cepas, éstas se almacenaron por 7 dias en una encubadora
manteniendo un rango de temperatura de 21-24°C. Temperatura Optima para la reproduccion de los
microorganismos en los medios de cultivo. Luego del periodo de encubacion se aplicaron al cultivo.

6.2.3 Aplicacién de los tratamientos a las unidades experimentales

La aplicacién se realizé en forma masiva, asperjando los microorganismos en el follaje del cultivo de
brécoli. Se licué el medio de cultivo contenido en el envase de 0.75 de litro y luego fue diluido en una
asperjadora de 5.678 litros, la cual se aplicé a las unidades experimentales. Las aplicaciones se
realizaron después de las 4:00 p.m. para evitar la radiacion de rayos ultra violeta y ademas obtener

S ETITI

P
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condiciones propicias de humedad y temperatura para la sobrevivencia y desamollo de los
microorganismos aplicados. Con la intension de disminuir el grado de diseminacién de los
microorganismos hacia otras unidades experimentales se utilizaron, en el momento de las aplicaciones,
pantallas de plastico de un metro de altura. Las aplicaciones empezaron 10 dias después del
transplante.

6.2.4 Desinfeccion de asperjadoras

Por no contarse con una asperjadora para cada tratamiento, se procedio, después la aplicacién de cada
uno de los microorganismos evaluados a lavar la asperjadora con una solucion de cloro. A un litro de
agua se le agregé 10 mililitres de una solucion de cioro comercial al 0.05%. Luego, esta solucién se dejo
reposar por 15 minutos en el depésito de la bomba de fumigar, realizandose varias agitaciones. Después
se lavé el depdsito con abundante agua a modo de eliminar los residuos de cloro.

6.2.5 Intervalos de aplicacion
La aplicacion de los microorganismos entomopatégenos evaluados se realizd cada 7 dias, efectuandose
la primera aplicacion 10 dias después del transplante, durante dos meses y medio.

6.2.6 Toma de datos

Para la variable respuesta numero uno la toma de datos consistio en la revision de las 60 plantas que
conforman la parcela neta. Muestreando cada una de las mismas una vez cada siete dias, hasta
completar el ciclo del cultivo. Los muestreos de toma de datos se iniciaron 15 dias después del
transplante. La informacién obtenida en estos muestreos fue: nimero de larvas muertas por planta y
numero de larvas vivas por planta.

Para la variable respuesta nimero dos la toma de datos se realizo6 en el momento de la cosecha y
consistio en la revision del numero de larvas presentes en cajas de 10 kilogramos brécoli.

6.2.7 Diagnéstico de larvas muertas

Las larvas encontradas muertas durante la realizacion de los muestreos de toma de datos fueron
recolectadas y llevadas a laboratorio para determinar la presencia de los microorganismos
entomopatdgenos aplicados en cada tratamiento.

6.3 Manejo del Cuitivo del Brécoli

a) Obtencidn de plantulas

Las plantulas se obtuvieron en una empresa privada, la cual se dedica a la produccion de plantulas de
hortalizas en piloncito. El sistema de piloncito facilita la labor de transplante y la hace mas exitosa,
evitando significativamente el impacto del transplante y obteniendo un alto porcentaje de sobrevivencia.
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b) Preparacion del terreno
Se realizé una labor de arado y dos de rastra, trabajando el suelo a modo de dejarlos bien suelto. Luego
se hizo el trazo y delimitacion de las unidades experimentales, de a cuerdo al disefio experimental.

c) Transplante

Se realizé un riego profundo a saturacién un dia antes del transplante, para que el suelo estuviera
himedo y aumentar el éxito del transplante. E! transplante se realizé por |z tarde, en horas en donde los
rayos solares no son tan fuertes y las temperaturas tienden a descender. Después del transplante se
aplico otro riego para mantener la humedad en el suelo. El nimero de plantas sembradas por postura
fue de una y se dejé una distancia entre plantas y entre surcos de 0.5 metros.

d} Fertilizacion

Se hizo la primera fertilizacién a los 10 dias después del transplante con 45 kilogramos por hectarea de
fertilizante compuesto (15-15-15) y a los 30 dias después del transplante se realizé una aplicacién con
160 kilogramo por hectarea de Urea. El fertilizante se aplico en forma localizada a 5 centimetros de la
base del tailo y a2 5 centimetros de profundidad a razén de 10-12 gramos por pianta.

e) Contro! de malezas
El control de malezas se hizo en forma manual, realizando limpias en forma frecuente. La primera limpia
a los 20 dias después del transplante y ia segunda a los 40 dias después de! transplante.

f) Control de plagas y enfermedades

No se realizé ningun control de plagas y enfermedades, Gnicamente se aplicaron los microorganismos
entomopatégenos en forma masiva sobre el cultivo. La intension de determinar Gnicamente el efecto de
los tratamientos sobre las poblaciones de Ia palomilla dorso de diamante Plutella xylosteljz L.

g) Riego

El riego se realizé por gravedad, con la intencién de evitar algun tipo de efecto en las poblaciones de la
palomilla dorso de diamante que podria causar el riego por aspersidn, ademas del lavado de los
micreorganismos entomopatogenos aplicados en cada tratamiento. La frecuencia del riego fue de 8 dias

h) Cosecha

La cosecha se realizé cuando las inflorescencias alcanzaron su madurez fisiolégica adecuada para el
efecto. Se realizaron Unicamente dos cortes. A cada corte se le aplico su respectivo control de calidad,
para determinar ia presencia de larvas o bien de pupas de la palomilla dorso de diamante.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Andlisis de la variable respuesta porcentaje de mortalidad
En el Cuadro 14A {ver anexos), se presentan los resultados obtenidos en cada uno de los 9 muestreos
semanales realizados

Se realizé un andlisis de varianza (ANDEVA) para la variable porcentaje de mortalidad de Plutella
xyiostella L. causado en cada uno de los tratamientos evaluados. El analisis de datos se hizo para cada
uno de los muestreos realizados, asi como para datos fotales acumulados (ver cuadros 1A y 9).

Debido a que los datos obtenidos se expresan en porcentajes, fue necesario ajustarios,

transformandolos por medio de ia siguiente formula (13, 28):
L

Y = Sen” 1100

Donde: X = Porcentaje de mortalidad/Unidad Experimental

Por regia general, lo datos expresados en porcentaje tienen una distribucién binomial, por tai razén
necesitan de la transformacion angular o de arcoseno, de manera tal que se ajusten a una distribucion
normal. La transformacién aumenta confiabilidad a los resultados obtenidos, sobre todo si la mayoria de
datos observados (en porcentaje) caen fuera del rango entre 30% y 70%. Si puede cbservar en la tabla ‘
1-A, que la mayoria de datos observados estan en un rango por debajo del 30% (13, 28).

CUADRO 9. Resumen de los andlisis de varianza realizados a los registros semanales de la
Variable Porcentaje de Mortalidad de Plutella xylostelia L. causada por cada uno de

los nueve tratamientos aplicados al cultivo de Brécoli, en la estacion experimental
del ICTA, La Alameda, Chimaltenango, 1995.

NURSERO Grados de | Coeficiente de | F. Calculada F. de Tablas Grado de
MUESTREO le?Errt:; del Variacion 95% 99% Significancia
1 16 10.51 61.33 2.59 3.89 Alta Significancia
2 16 8.66 79.12 2.59 3.89 Alta Significancia
3 18 18.27 21.32 2.59 3.89 Alta Significancia
4 18 9.01 63.2 2.59 3.89 Alta Significancia
5 16 12.53 35.37 2.59 3.89 Alta Significancia
8 16 11.45 38.85 2.59 3.89 Alta Significancia
7 16 12.60 35.77 2.59 3.89 Alta Significancia
8 16 1171 254.3 2.59 3.89 Alta Significancia
9 16 10.76 165.18 2.59 3.89 Alta Significancia

Existe aita significancia al 98% de confiabilidad, 1% de error.

T




El analisis del cuadro 9 se puede observar lo siguiente: el coeficiente de variacién es bastante aceptable,
pues su comportamiento oscila entre el 8.66% y 15.27%,; se evidencia que existe deferencias
significativas por efecto de la aplicacion de los microorganismos entomopatégenos evaluados.
Posteriormente se realizdé un andlisis de varianza para la variable porcentaje promedio total de
mortalidad de larvas de Plutella xylostella .., causada por los microorganismos entomopatogenos

evaluados (ver cuadros 10y 11).

CUADRO 10. Porcentaje promedio total de mortalidad de Larvas de Plutella xylostella L. causada
por los microorganismos entomopatégenos evaluados en la Estacion Experimental
del ICTA, La Alameda, Chimaltenango, 1995.

Repeticion Tratamientos
- 1 2 3 4 5 6 7 8 9
i 45.413| 17.706] 20.699{ 32.048[ 35412 21.313] 17.472| 31.029{ 10.308}
i 44.979| 16.393] 20.609] 31.149] 36.363| 20.183} 18.301] 29.416{ 10.814
il 46.844| 17.747] 20.352{ 33.64| 36.258| 21.447{ 17.83| 26.858{ 10.351

CUADRO 11.Analisis de varianza para la variable Porcentaje promedio de Mortalidad de Larvas de
Plutella xylosteila L. causada por los microorganismos entomopatogenos evaiuados
en la Estacién Experimental del ICTA, La Alameda, Chimaltenango, 1995.

Fv GL SC CM Fc Ft Grado de Significancia
95% | 99%
Blogues 2 0.74 : ,
Tratamientos 8 2925.54 365.69 35547 | 2.59 | 3.89 | Altamente signigicativo
Error 16 16.46 1.03
Total 26 2942.74
icv 3.96%

£l analisis que se presenta en el cuadro 11, indica que existen diferencias altamente significativas por el
efecto de la aplicacién de los microorganismos entomopatégencs evaluados, o que conduce a una
prueba de medias de Tukey para determinar estadisticamente cuaies son los tratamientos que tienen
mayor incidencia en la mortalidad de larvas de Plutella xvlosteila L. Los Resultados de la prueba de
medias de Tukey se presentan en el cuadro resumen 12.
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CUADROQ 12.Resumen de la Prueba de Comparacion Mﬁltiple de Medias (Método Estadistico de
Tukey) para la Variable Porcentaje Promedio Total de Mortalidad de Larvas de Plutella
xylostella L. causada por los microorganismos entomopatégenos Evaluados en la
Estacion Experimental del ICTA, La Alameda, Chimaltenango, 1995.

No Descripcion Cepa |Porcentaje promedio de mortalidad de larvas
1 |Bacillus thuringiensis Berl. | CB-49L| 48.30 la

5 |Bacilius thuringiensis Berl. | CB-74L | 34.20 B
4 |Bacillus thuringiensis Berl. | CB-51L} 28.80 c
8 |Beauveria sp. CB-81L | 24.40 d

6 |Staphylotrichum sp. CB-60L] 15.40 f

3 |Bacillus thuringiensis Berl. | CB-75L] 12.00 f g

7 _|\Fusarium sp. CB-61L ] 12.80 h

2 h

w0

Bacillus thuringiensis Berl. | CB-53L{ 12.00 i
I Testigo 7.70 i

Segun los resuitados obtenidos en el cuadro 12 y el comportamiento de la figura 4, el tratamiento Gue

caus0 una mayor mortalidad de larvas de Plutella xylostelia L. en el cultivo del brécoli fue la bacteria

entomopatégena Bacillus thuringiensis Berl. cepa CB-49L con un 48.30% promedio total de
mortalidad de larvas, seguida de la cepa CB-74L con un 34.20% promedic de mortalidad de larvas.
Luego sigue la cepa CB-51L con un 28.80% promedio total de mortalidad de larvas. Los tratamienios
Beauveria sp y Staphylotricum sp. muestran porcentajes promedio de mortalidad de larvas de 24.40%
y 15.40 respectivamenie. Los tratamientos Fusarium sp. y Bacillus thuringiensis Berl. Cepa CB-53L,

los cuales pueden ser utilizados como parte del un programa de control integrado de plagas. El
tratamiento testigo, el cuai no tuvo ninguna practica de control de Plutella xylostella L. obtuvo un 7.70%
promedio de mortalidad debido a causas no detectadas, en algunas larvas recolectadas se observo ia
presencia del parasito Diadegma insularis. '

En la figura 4 se presenta el comportamiento de los microorganismos entomopatdgenos evaluados en el
control de larvas de _Plutella xylostella .. en el cultivo del brécoli. Para obtencion de la gréfica se

trabajé con el porcentaje de mortalidad de larvas promedio por tratamiento en cada uno de los muestreos
realizados.

|

|
ek d
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FIGURA 5. Porcentaje promedio de mortalidad de larvas de Plutella xylostella L. por muestreo

realizado (Dias después del transplante), en el cultivo del brécoli por accién de los
microorganismos entomopatégenos evaluados, La Alameda, Chimaltenango 1995.

Segun Ia literatura consultada, las diferencias pueden deberse a la especificidad de cada uno de los
microorganismos entomopatogenos, ademas de su potencial de virulencia. En el caso de Bacillus
thuringiensis Berl., este es un microorganismo usado en el control de plagas del orden Lepiddpetera,
en comparacion de Beauveria sp. y Fusarium sp. 10s cuales se utilizan mas en el control de plagas del
orden Coledptera, aunque sé ha demostrado que Beauveria sp. tiene potencial entomopatégeno para
plagas del orden Lepidoptera. El hongo Staphylotrichum sp. se reporta Gnicamente como sapréfito y no
existe mayor informacién sobre el mismo, parece ser que el género no se asocia ni a enfermedades de
plantas (Fitopatégeno), ni a enfermedades de insectos (Entomopatégeno).

El tratamiento testigo, no tuve ninglin programa de control de plagas y, al igual que los demas
tratamientos tampoco se le dio ningun manejo de control de enfermedades. Las causas de que este
tratamiento hubiera alcanzado el 7.7% mortalidad promedio, se debe probablemente, a algun otro
microorganismo parasito, patégeno o depredador.

Todos los microorganismos evaluados muestran un potencial como agentes de control biolégico de
plagas y son susceptibles de ser usados como formas de control de larvas de la palomilla dorso de
diamante Plutella xylostella L. La bacteria Bacillus thuringiensis Berl., es ya un microorganismo
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usado comerciaimente en el control de larvas de la palomilia dorso de diamante. Beauveria sp. es otro
microorganismo que se encuentra disponible en formulaciones comerciales, aunque su uso es dirigido
especialmente para plagas del orden Coleoptera y Homoptera, especialmente para el control de mosca
blanca. Fusarium sp. aunque ha sido reportado como entomopatégeno, en el medio no se conoce de
ningun producto comercial disponible y muestra un porcentaje promedio de mortalidad 5% arriba del
tratamiento testigo, lo cual podria utilizarse como un método complementario en un programa integrado
de plagas. Staphylotrichum sp, s un microorganismo del cual no se pudo encontrar mayor informacion:
parece ser que no tiene mayor impacto econémico (no posee ningun uso, no es fitopatégeno y tampoco
entomopatégeno). Este hongo tubo un porcentaje promedio de mortalidad 7.7% arriba del tratamiento
testigo, lo que demuestra que no es simplemente un hongo saproéfito, sino que tiene algun efecto como
entomopatdgeno de la palomilla dorso de diamante.

En términos generales se puede decir que las condiciones climaticas que imperaron durante ia
realizacion de la evaluacion tendieron a beneficiar mas el desarrollo de 1a poblacién del insecto plaga que
el de los microorganismos entomopatégenos evaluados.

Las condiciones de temperatura que imperaron durante ia realizacién de la evaluacién, favorecieron de
alguna manera tanto el desarrollo de los microorganismos entomopatégenos, como el de las poblaciones
de Plutella xylostella L. La temperatura promedio fue 18.3°C comportandose en un rango de 12 a 25°C.
La temperatura dptima para el desarrollo de Plutella xylostella L. es entre 17 y 25°C y para el desarrollo
de microorganismos entomopatégenos es generalmente de 20 a 30°C. Bacillus thuringiensis Berl.

tiene rangos optimos de temperatura que oscilan entre 25-28°C, mientras que Beauveria sp. tiene
rangos Optimos de 22 a 26°C. Se puede observar que el promedio de temperatura que prevalecié durante
el experimento favorece ligeramente mas el desarrollo del insecto plaga que el de los microorganismos
entomopatdégenos evaluados.

Las condiciones de humedad relativa y de precipitacién favorecieron el desarrollo de Piutella xylostella
L. en contraposicion de! desamollo de los microorganismos entomopatégenos evaluados. Las poblaciones
de Plutella xylostella L. aumentan drasticamente en condiciones secas de baja precipitacion. En el

periodo en el cual se realizé la evaluacion hubo una precipitacion de 271 milimetros con promedio de
3.76 milimetros por dia. En el 70% del tiempo que duré la evaluacién, no hubo precipitacion,
concentrandose fa lluvia en el 30% del tiempo (Gltimos 24 dias:). La humedad relativa promedio fue del
72%, comportandose de la siguiente manera: el 68% del tiempo predominé una humedad relativa menor
del 75% y un 25 % del tiempo predominé una humedad relativa inferior al 70%. En ningtin momento la
humedad relativa alcanz6 niveles superiores al 79%. Por lo general [as condiciones de humedad relativa
que favorecen el desarrollo de microorganismos estan por arriba del 70%. Beauveria Sp se desarrolia

il
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mejor en condiciones de humedad relativa alrededor del 80%. Las condiciones de humedad relativa mas
adecuadas para e! desarrollo de microorganismos entomopatégenos, sobre todo hongos esta arriba del
85-80%. Por lo anterior podemos decir que las condiciones de humedad relativa gue predominaron en la
realizacién el experimento no favorecieron el desarrollo de los microorganismos evaluados.

7.2  Andlisis de ia variable muestreo de cosecha segin estandares comerciales

LLos muestreos comerciales de las empresas agroexportadoras se realizan tomando muestras al azar de
tas cosechas. Se permite hasta un maximo de 7 larvas por muestra de 10 kilogramos (caja de 22 libras).

En el ensayo se obtuvo un rendimiento total de brécoli de 598 kilogramos por area neta (486 metros
cuadrados), equivalentes a un rendimiento de 12,300 kilogramos por hectérea. La produccién en cajas de
10 Kilogramos (22 libras) fue de 60 cajas.

El total de cajas cosechadas por tratamiento fueron revisadas, realizando conteos de larvas de Pluteila
Xylostella L. Los niveles de poblacién de larvas de Plutella _xylostella L. fueron tan elevados, que
ninguno de los fratamientos evaluados logré pasar el estdndar de muestreo comercial. (7 larvas por caja
de 10 kilogramos). El cuadro 13 muestra .ios resultados obtenidos en e! muestreo.

CUADRO 13. Total de cajas de brécoli cosechado y niimero de cajas aceptadas segln estandares

comerciales
No. TIPO DE NOMBRE CIENTI FICO TOTAL DE CAJAS | NUMERO DE CAJAS
MICROORGANISMO COSECHADAS ACEPTADAS

1 |Bacteria (CB-49L) |Bacillus thuringiensis Berl. 6.7 1
2 |Bacteria (CB-53L) |Bacillus thuringiensis Berl. 7.0 0
3 |Bacteria (CB-75L) |Bacillus thuringiensis Berl. 6.8 0
4 |Bacteria (CB-51L) |Bacillus thuringiensis Berl. 6.2 0
5 |Bacteria (CB-74L) |Bacillus thuringiensis Berl. 7.0 o
6 |Hongo (CB-60L) | Fusarium sp. 6.3 0
7 {Hongo (CB-61L) |Staphylotrichum sp. 7.2 0
8 !Hongo (CB-91L) |Beauveria sp. 6.3 0
9 |Testigo 6.5 0

Total 60 1

*Numero de cajas aceptadas: Cajas con menos de 7 larvas de Plutella xylostella L.
El tratamiento que obtuvo por [o menos una caja con nimero de larvas con nivel aceptable, de acuerdo a

los estandares de las casas agroexportadoras fue fa cepa CB-49L Bacillus thuringiensis Berl.,
tratamiento que alcanzo el nivel mas alto de mortalidad de larvas.
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8. CONCLUSIONES

El microorganismo que alcanzé el mas alto nivel de mortalidad en larvas de Plutella xylostella L.
fue la bacteria Bacillus thuringiensis Berl. Cepa CB-49L, causando mortalidades que oscilan
entre el 35% en la etapa de introduccién, y alcanzan hasta el 67.5% en la etapa terminal del
cultivo.

Las Cepas CB-74L y CB-51L de Bt, son cepas que logran alcanzar niveles de control, mostrando
tener porcentajes de mortalidad de larvas entre 2450 y 4330% y 2040 y 38.70%
respectivamente.

Los hongos entomopatégenos Beauveria sp. y Staphylotrichum sp. muestran niveles de control
de larvas de Plutella xylostella L. con porcentajes de mortalidad promedio de 24.40% y 15.40%
respectivamente.

Los microorganismos con menor respuesta de control fueron: Bacillus thuringiensis Berl. Cepa
CB-75\, Fusarium sp.y Bacillus thuringiensis Berl. Cepa CB-53L., aunque esto no significa
que puedan en algun momento mostrar su potencial entomopatégeno en otro ambiente. Estos
microorganismos obtuvieron porcentajes promedio de mortalidad de larvas de 14.8%, 12.8% y
12.00% respectivamente, comparados con el testigo el cual obtuvo el 7.7%.

Ninguno de los tratamientos evaluados logré pasar el estindar de muestreo comercial. (nivel
maximo 7 {arvas por caja de 10 kilogramos).

E! tratamiento que obtuvo por io menos una caja con nimero de larvas con nivel aceptable, de
acuerdo a los estdndares de las casas agroexportadoras fue la cepa CB-49L Bacillus
thuringiensis Berl., tratamiento que alcanzé el nivel mas alto de mortalidad de larvas.
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9. RECOMENDACIONES

Es necesario desarrollar mas investigacién sobre los microorganismos evaluados, sobre todo
realizar comparaciones con productos comerciales existentes, a base de Beauveria sp. y
Bacillus thuringiensis Berl..

Es necesario realizar investigaciones sobre épocas de aplicacién, frecuencias de aplicacién vy
evaluacion de dosis a aplicar y sobre todo combinaciones con otras formas de control de la plaga
Piutella xylostella L. para la generacién de programas més eficientes de manejo integrado de
plagas.

Es conveniente realizar investigacion, especificamente en el hongo del género Staphylotrichum
Sp. ya que del mismo no existe mayor informacién, tal parece que es un hongo sin importancia
econdmica, pero en esta evaluacién da indicios de un potencial entomopatégeno.

Uno de los hallazgos de la investigacion es el nivel de mortalidad del 24.50% que alcanzo el
hongo Beauveria sp. Seria conveniente desarrollar mas investigacion sobre este hongo, dirigida
hacia el control de Plutella xylostella L. ya que este hongo se produce actuaimente en forma
comercial y existen varios productos en el mercado.

Se recomienda desarrollar investigacién con la cepa CB-49L Bacillus thuringiensis Berl.,
tratamiento que obtuvo por lo menos una caja con numero de larvas con nivel aceptable, de
acuerdo a los estandares de las casas agroexportadoras, y el que alcanzé el nivel mas alto de
mortalidad de larvas.
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11. ANEXOS

ANEXO 1
RESULTADOS DE CAMPO
CUADRO 1-A.Registros semanales de porcentaje de mortalidad de Plutella Xylostella L.causada
por cada uno de los nueve tratamientos aplicados al cultivo de Brécoli, en la
Estacion Experimental del ICTA, La Alameda, Chimaltenango, 1995.

Ndmero de Nimero de Numero de Tratamiento
Muestreo Repeticién
1 2 3 4 5 6 7 8 9
| 35.6 8.4 12.3 15.5 20.1 7.3 22 10.4 3.0
1 | 308 7.3 11.9 21.9 23 4.0 - 35 128 20
. m 334 6.7 86 23.9 24.0 2.9 1.2 13.0 16
Promedio de tratamientos 33.3 7.6 10.8 20.4 221 4.7 23 121 22
| 354 8.0 13.2 220 256 6.8 55 14.7 341
2 it 41.2 3.2 12.8 16.4] 24.8 5.0 6.8 14.2 28
1] 423 4.3 10.9 23.2 27.0 2.0 89 15.9 37
Promedio de tratamientos 39.6 52 12.3 20.5 258 6.9 71 14.9 3.2
I 369 9.9 1.3 19.0 212 39 7.8 17.8 22
3 | 28.6 8.4 13.7 25.0 32.4 8.0 8.8 18.7 20
n 431 6.5 11.8 237 349 99 79 7.4 37
Promedio de tratamientos 36.2 83 123 2286 29.5 7.3 8.2 146 2.6
1 47.# 7.3 13.9 26.8 35.6 19.8 8.2 213 32
4 il 49.8 8.5 14.3 27.4 31.8 15.3 10.3) 238 40
m 54.2 8.2 9.8 28.0 343 8.6 14.3 24.2 3.7
Promedio de tratamientos 50.6 8.3 127 274 33.9 14.6 10,8 231 386
| 535 8.9 4.5 28.7 37.5 11.2 1.3 257 26
5 Il 520 6.3 15.3 29.3 39.0 13.0 12.1 299 31
m 439 118 14.8 30.4, 25.4 12.5 6.4 10.2 33
Promedio de tratamientos 516 9.0 14.9 29,5 34.0 12.2 8.9 219 30
1 56.8 10,2 135 3.0 39.8 16.5 13.5 293 39
6 1l 57.3 10.9 6.3 27 425 15.2 14.2 29.0 8.3
mn 59.0 115 14,2 337 40.6 17.8 15.6 14.9 37
Promedio de tratamientos §7.7 10.9 11.3 29.1 41.0 16.5 4.4 24.4 5.3
1 59.8 7.2 8.7 329 38.8 18.3 14.8 420 40
7 1l 62.8 11.5 9.2 N2 32.0 18.2 15.9 15.0 7.9
1n 65.8 13.5 10.3 35.0 430 21.0 12.3 325 35
Promedio de tratamientos 62.8 10.7 9.4 3.7 40.3 19.5 14.3 29.8 51
| 65.8 1.2 11.2] 375 435 19.9 11.3 40.2 3.9|
8 it 66.3 12.5 14.3 36.9 423 14.3 52 41.3 13.0]
1] 64.3 6.2 8.9 39.7 44.6 223 13.6 41.0 1.6
Promedio de tratamientos 65.5 10.0 11.5 38.0 435 18.8 10.0 40.8 6.2
1 65.0 12.8 14.5 33.0 428 219 200 44.5 341
9 i 70.0 54 21.0 37.8 44.2 18.5 6.2 383 8.0
L] 67.4 11.9 16.0 40.3 429 239 9.8 34.5 3.3
Promedio de fratamientos 67.5 10.0 17.2 38.7 433 21.4 12.0 39.1 4.8
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