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INTRODUCCION

Origen, distribucion del cultivo de soja

La soja cuyo nombre cientifico es Glycine max (L.) Merr. es nativa del este asiatico.
Las primeras plantaciones en el pais se hicieron en 1862, pero no encontraron eco
en el campo argentino de aquellos afios (Piquin, A. 1968; Zeni, E. R. 1971). En 1909
se comenz6 a ensayar en distintas Escuelas Agricolas y entre 1910 y 1920 se
realizaron ensayos en la Estacion Experimental Agrondémica de Cordoba, anexa a la
Escuela de Agronomia y Ganaderia de la Provincia (Pascale, A. J. 1989).

En las ultimas décadas la soja se ha convertido en el cultivo con mayor distribuciéon
(Fig. N° 1.), tanto espacial como temporal, debido a la gran plasticidad que presentan
las distintas variedades disponibles en el mercado para adaptarse a los diversos sitios
y fechas de siembra. También es importante por cuestiones ambientales, desde que
existen controversias respecto de los impactos que su expansion y la tecnologia de
produccion tienen sobre suelos, aguas y la salud humana. (Dotti de Araujo, V., 2019)

La soja es el principal cultivo de la Argentina no sélo por la produccion, sino por la
superficie ocupada. En la actualidad representa el 55% de los casi 37 millones de
hectareas que se siembran, seguida muy de lejos por los cultivos de maiz y trigo que
en conjunto representan el 26%, menos de la mitad. (Ybran, R., et al., 2016).

Area sembrada y produccién de soja Argentina
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Fig. N° 1: Area sembrada y produccion de soja en Argentina. Fuente: BCCBA. En base a datos de la Secretaria
de Agroindustria

La agricultura moderna implica la simplificacion de la estructura ambiental de grandes
areas, reemplazando la biodiversidad natural por un pequefio nimero de plantas
cultivadas y animales domésticos. Las consecuencias de la reduccion de la
biodiversidad (Nastis, S. et al., 2013) son particularmente evidentes en el control de
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plagas agricolas (Altieri, M. y Nicholls, C. 2007; Letourneau, D. et al., 2011). Una de
las manifestaciones de la inestabilidad de los agroecosistemas es el incremento en la
agresividad de las plagas y enfermedades, intimamente ligado al monocultivo y al uso
intensivo de agroquimicos. Ademas, aumento el uso de agua y la pérdida de las capas
mas superficiales y mas fértiles del suelo. Es decir que el aumento de la produccion
obtenido por las nuevas tecnologias, fue posible con un alto costo para el medio
ambiente (Relyea, R. 2005; Blann, K. et al., 2009; Foley, J. et al., 2011).

En Argentina, el mercado de agroquimicos muestra una evolucion creciente y
sostenida. En 1991 se utilizaron 100 millones de litros de productos quimicos,
mientras que en 2012 se aplicaron 317 millones de litros. La produccion de soja
acaparo casi el 62 % del total de los productos aplicados (Zarrilli, A. 2008). (Fig. N°2).

Debido a que en general los efectos son mas rapidos que otras formas de controly a
gue son facilmente manejables, los agroquimicos constituyen un recurso fundamental
contra las plagas y enfermedades. Desafortunadamente, la utilizacion de los
pesticidas produjo fendmenos no previstos (Georghiou, G. 1990; Sparks, G. y Nauen,
R. 2015). La falta de especificidad de dichos productos afecta a organismos
benéficos, como predadores naturales y polinizadores, por un efecto directo o
indirecto por alteracion de su habitat. La aplicacién continua de plaguicidas ejerce
ademas una presion de seleccion sobre las plagas favoreciendo la aparicion de
individuos resistentes, obligando asi al uso de dosis mayores. Igualmente, el uso de
agroguimicos constituye una de las fuentes de contaminacion del medio ambiente
poniendo en riesgo la salud del hombre y de los recursos genéticos de nuestro planeta
(Rifkin, J. 2011; Villaamil Lepori, E. et al., 2013).

TRIGO y PASTURAS  OTROS
HORTICOLAS

CAEBADA = 2% 4%
59 2%

GIRASOL
4%
CITRICOS
1% FRUTAS de
CANADE CAROZOy
AZUCAR  PEPITA

Fig. N° 2: Distribucion del uso de agroquimicos en diferentes cultivos en Argentina.

La recopilacion de datos en la literatura permite concluir que: (i) es recomendable la
aplicaciéon de una estrategia de manejo integrado de orugas en soja, (ii) el primer paso
hacia el uso de un conjunto de estrategias es el correcto monitoreo, (iii) emplear
insecticidas sélo cuando sea necesario, evitando los convencionales no selectivos,
(iv) priorizar los denominados IGR (Insect Growth Regulator), que afectan la muda del
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insecto y son altamente especificos para orugas y por ende no afectan la fauna
benéfica, y (v) profundizar el conocimiento de las herramientas de control bioldgico,
incluyendo a los parasitoides y hongos entomopatdégenos como enemigos naturales
efectivos. (Dotti de Araujo, V., 2019)

Entre los factores adversos que afectan la productividad aparecen los ataques de
plagas insectiles, especialmente las "orugas defoliadoras" que, si bien no se
presentan todos los afos, pueden generar dafios en la produccion. Las especies que
predominan son Rachiplusia nu (oruga medidora) y Anticarsia gemmatalis (oruga de
las leguminosas) a las que en las ultimas campafias se han agregado Helicoverpa
gelotopoeon (oruga bolillera), y Spodoptera frugiperda (Smith) (oruga cogollera, oruga
militar tardia) Spodoptera cosmiodes Walker (oruga del yuyo colorado). (Dotti de
Araujo, V., 2019)

Control bioldgico: utilizacion de hongos, virus y bacterias.

El control biolégico puede definirse como: "El uso de organismos vivos para reducir la
densidad poblacional o el impacto de un organismo plaga especifico, haciendo a esta
menos abundante o menos perjudicial de lo que seria de otra manera” (Eilenberg, J.
et al., 2001).

En los ultimos afios ha sido de gran importancia para la comunidad cientifica, buscar
formas de preservar el ambiente y evitar el desbalance ecologico al introducir
sustancias sintéticas nocivas. Por este motivo se exploré desde hace algunas
décadas la incorporacion de microorganismos como bacterias, hongos, nematodos y
virus como bioinsecticidas (Valenzuela, E. 1987)

De los diferentes microorganismos empleados, los hongos tienen mecanismos de
invasion unicos que les permiten atravesar de forma directa la cuticula o la pared del
tracto digestivo de los insectos, lo que los hace excelentes agentes de control
biolégico actuando como insecticida de contacto (Charnley, A. y Collins, S. 2007).

A nivel mundial, las dos especies mas frecuentes y estudiadas de hongos
entomopatdégenos son Beauveria bassiana y Metharhizium anisopliae, debido a su
eficiencia y facilidad de multiplicacion, (Allendes, G. 2007; Rodriguez, M. et al., 2006),
por lo cual éstos pueden servir de agentes entomopatdgenos, contra organismos
patégenos causantes de enfermedades, o de organismos que sirven de vectores de
otros microorganismos que causan dafio a plantaciones, animales y al propio ser
humano (Scholte, E. et al., 2004)

Los baculovirus junto con la bacteria esporulada Bacillus thuringiensis y algunas
especies de hongos, representan los tres grupos de entomopatdogenos que mayor
atencion han recibido para su desarrollo como bioinsecticidas (Salvador, R. 2010).



Beauveria bassiana.

El hongo Beauveria bassiana es considerado uno de los agentes de control biolégico
con mejor eficiencia en el sector agricola. Existen experiencias en todas partes del
mundo sobre el control exitoso de varios tipos de plagas, que causan dafio y grandes
pérdidas en el sector. Los insectos infectados se los observa cubiertos totalmente en
una especie de polvo blanco formado por micelio y conidios (Fig. N° 3). La colonia de
Beauveria en Agar papa glucosado (APG) a los 14 dias es algodonosa a polvorienta,
blanca y a medida que va pasando el tiempo se vuelve amarillenta y cremosa (Fig. N°
4). El revés es de color rojizo al centro y amarillento alrededor. Se caracteriza por
presentar conidiéforos sencillos, aproximadamente de 1-2 ym de diametro (Cafiedo,
V y Ames, T. 2004), estan irregularmente agrupados o en grupos verticilados, en
algunas especies hinchados en la base y adelgazandose hacia la porcién que
sostiene la conidia, la cual se presenta en forma de zig-zag, después de que varias
conidias se producen; las mismas son hialinas, redondeadas a ovoides y unicelulares
(Alean Carrefio, 1. 2003) midiendo aproximadamente de 2 a 3 X 2 a 2.5 ym (Cafiedo,
V.y Ames, T. 2004). (Fig. N° 5).

ks @slb o PP GRS
Fig. N° 5: Descripcion morfologica de

Fig. N° 3: Larva momificada por
Beauveria bassiana. Extraido del
Banco de imagenes 123RF, (sf.) | Fig. No 4: Colonias de Beauveria Beauveria  bassiana.  Extraido
Foto: Zhang YuanGeng. bassina sobre medio de cultivo | Bermudez, J. etal., 2015.

APG. Lab. Fitopatologia FCA-
UNC. Foto: Milene Barcenilla.

Mecanismos de accion de los hongos entomopatégenos

El desarrollo de la enfermedad en el insecto esta dividido en tres fases: (1) adhesion
y germinacion de la espora en la cuticula del insecto, (2) penetracion en el hemocele
y (3) desarrollo del hongo, que generalmente resulta en la muerte del insecto. (Fig. N°
6).
(1) Adhesién de la espora a la cuticula del hospedero y germinacion de la
espora
El proceso de adhesion ocurre en tres etapas sucesivas: adsorcion de la espora a
la superficie mediante el reconocimiento de receptores especificos de naturaleza
glicoproteica en el insecto. La espora germina y se desarrolla hasta la formacion



del apresorio para comenzar la fase de penetracion (Tanada, Y. & Kaya, H. 1993;
Pedrini, N. et al, 2007).

(2) Penetracion en el hemocele
La penetracion, se lleva a cabo por la accion combinada de dos mecanismos uno
fisico y uno quimico, el primero consiste en la presion ejercida por una estructura
fungica denominada apresorio, la cual deforma primariamente la capa cuticular
rompiendo luego las &reas esclerosadas y membranosa de la cuticula. EI mecanismo
guimico consiste en la accidén enzimética, principalmente de actividades hidroliticas
tales como proteasas, lipasas y quitinasas, las cuales degradan el tejido en la zona
de penetracion, facilitando la entrada de hongo (Monzén, A. 2001).

(3) Replicacion en el hemocele
Después de llegar a la hemocele la mayoria de los hongos realizan transicion
dimorfica de micelio a levadura y una vez que han evadido el sistema inmune del
insecto, se produce una septicemia.
La micosis induce a sintomas fisiol6gicos anormales en el insecto tales como
convulsiones, carencia de coordinacién, comportamiento alterado y paralisis. La
muerte sobreviene por una combinacién de efectos que comprenden el dafio fisico de
tejidos, toxicosis, deshidratacion de las células por pérdida de fluido y consumo de
nutrientes (Bustillo, A. 2001).
Los metabolitos insecticidas producidos por hongos tienen varios modos de accion y
en muchos casos suelen ser la causa directa de la muerte del insecto, actuando sobre
las células especializadas del sistema inmune para evitar su ataque a las estructuras
invasivas de los hongos. (Téllez—Jurado, A. et al., 2009).
Por ultimo, cuando las condiciones de humedad y temperatura son las adecuadas,
las hifas del hongo emergen nuevamente al exterior del cadaver del insecto, donde
esporula. La esporulacion ocurre generalmente en cadaveres, pero puede también
ocurrir en insectos vivos (Tanada, Y. y Kaya, H., 1993).

s 2
p La esporagerminay
< penetra en el cuerpo del
~ ) insecto
El hongo se adhiere al st
cuerpo del insecto y lo J NS :

invade.

El hongo se multiplica y libera toxinas en el
cuerpo del insecto, causandole la muerte

Fuente : Inia Quilamapu

Fig. N° 6: Ciclo de desarrollo de un hongo entomopatégeno. Extraido de Redagricola (2017).



HIPOTESIS

El hongo Beauveria bassiana controla eficientemente el complejo de orugas
defoliadoras en soja.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de Beauveria bassiana sobre el complejo de orugas defoliadoras
en soja.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar una multiplicacion masiva de Beauveria bassiana para poder ser
utilizada a gran escala.

Medir pardmetros de calidad de Beauveria bassiana: concentracion, viabilidad,
y pureza.

Realizar ensayos in vitro sobre insectos del género Tenebrio.

Realizar ensayos in vivo sobre el complejo de orugas defoliadoras en soja.
Medir el efecto de Beauveria bassiana en parametros fisioldgicos tales como
porcentaje de defoliacion.
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MATERIALES Y METODOS

1. Producciény formulacién de Beauveria bassiana (Bb)

Beauveria bassiana cepa Bb, pertenece a la coleccion de hongos del Centro del
Transferencia de Bioinsumos (CeTBio) de la FCA-UNC, aislada de insectos
recolectados de la provincia de Cérdoba, de un campo cercano a la localidad de Jesus
Maria. La seleccion se realizdé considerando sus aptitudes en el control de orugas
defoliadoras.

Se partié de placas Petri con colonias provenientes de cultivos monospdricos de la
cepa Bb seleccionada, utilizando como medio de cultivo general agar papa glucosado
(APG). Posteriormente se multiplico en un sustrato sdlido y estéril a base de maiz.
Por ultimo, se obtuvieron las esporas y micelio en una suspension liquida (agua
destilada) para su aplicacion.

-Produccién de Bb a partir de sustrato sélido. (Anexo- Fig. N° 24)

Se utiliz6 como sustrato granos de maiz sin residuos de pesticidas, el cual fue
previamente hervido hasta obtener una consistencia semi-blanda, el tiempo de
coccion fue de media hora. Posterior a esto se procedio a triturar los granos de maiz
en una licuadora industrial, colocando 50 gr. en frascos de 360cc., con tapa perforada
y un tapdn de algodon para permitir el intercambio de oxigeno, recordando que este
hongo crece en condiciones de aerobiosis.

Por dltimo, se llevaron los frascos a la autoclave durante 40 minutos a 1,5 atmosferas
de presién y 120°C. A partir de los frascos esterilizados y en camara de flujo laminar
se colocé un disco de 0,5 cm de didmetro de agar con esporas de Bb por frasco,
incubando los mismos durante 7 dias en camara de cria a 25C° y con una alternancia
de luz/oscuridad de 12hs. esta metodologia es la que se utiliza en CeTBio para
fermentar varios hongos Fitopatdégenos y Biocontroladores.

-Formulacion a partir del sustrato sélido para obtener una suspensién de
conidios en agua destilada esterilizada. (Anexo- Fig. N° 25)

Este proceso se adaptd de la metodologia que se usaba en CeTBio para formular
otros microorganismos.

En un balde previamente sanitizado con hipoclorito de sodio al 1%, se vaciaron 13
frascos de maiz inoculados, con la finalidad de obtener 10 litros de una suspension
de conidios de concentraciéon 1x10° conidios/ml (este valor de referencia es en base
a una recopilacién bibliografica que se realizé a diferentes productos comerciales). En
los frascos vacios, se coloco 50 ml de agua destilada y se lo agitd bien para
desprender los restos de hongo que pudieran haber quedado. Se vacio el liquido de
cada uno en el balde con maiz. Utilizando guantes y mascara con filtros de carbon
activado, se procedio6 a agitar y apretar la mezcla hongo y maiz, para extraer la mayor
cantidad de esporas e hifas que pueda estar contenida en esa masa de maiz triturado.
Una vez que el maiz quedd totalmente limpio, sin parte de hongos se procedio al
colado, usando el colador de granulometria gruesa. El liquido ya colado se colocé en
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un balde de 20 litros con canilla. Mientras tanto, sobre el colador, a medida que cayo
el maiz mas el liquido, se siguio friccionando en el interior del colador. Para terminar
de sacar las esporas que podrian haber quedado en el grano. Seguidamente se
colocé debajo de la canilla del balde de 20 litros, un bidén con un embudo en la boca
y sobre éste se coloco el colador de menor granulometria. Se abrié lentamente la
canilla para que salga el formulado. El liquido pasé por el colador y terminé de filtrarse.
Se cerrd bien el bidén y se enjuago por fuera. Finalmente, los envases con Bb se
guardaron en camara fria a 4° C y en oscuridad.

2. Determinacion de la calidad de Beauveria bassiana

Para una correcta aplicacion de Bb a campo, se procedi6 a determinar la
concentracion, viabilidad y pureza del inéculo fungico. Dichos parametros se midieron
por el método de dilucion seriada con recuento de esporas en camara de Neubauer y
posterior siembra en placa de Petri en medio APG.

Recuento de esporas mediante el método de dilucion seriada y recuento en
camara de Neubawer. (Anexo- Fig. N° 26)

Adaptado de Caballero, W.A., Senés, P. J., Toumanian, A. G, 2016. Se determind la
cantidad de conidios tipicos de Bb presente en 1 g de producto final. De cada 10
frascos preparados, se tomé un frasco al azar y se llevo a la camara de flujo laminar,
se abrié y se tomd 1 g de sustrato de maiz con conidios, colocandolo en un tubo con
10 ml. de agua destilada esterilizada obteniendo la suspension madre.

Luego de esa suspension madre contenida en el tubo de ensayo se tomé 1 ml con
una pipeta y se coloco en otro tubo de ensayo que tenia previamente 9 ml de agua
estéril. Siendo esto la dilucién 101 v/v. De la misma manera se hicieron las diluciones
102y 107 v/v, tomando como suspension a extraer 1 ml de la anteriormente realizada
(método de diluciones seriadas).

De la suspension correspondiente a la diluciéon 103, se extrajo con una micropipeta
50 ul, previa agitacion del tubo de ensayo en agitador de tipo vortex, y se determiné
la concentracion de conidios con una camara de Neubauer (Fig. N°7) a través de la
observacion en microscopio 6ptico, y de acuerdo al protocolo de lectura utilizado en
CeTBio, el cual consistié en realizar las lecturas en forma diagonal (Figura N°8).

Fig. N° 7: (A) camara de Neubauer, Extraido de Caballero, W.A., Senés, P. J., Toumanian, A. G, 2016.
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Fig. N° 8: Camara de recuento de Neubawer. 1) vista general de la camara. 2) cuadrantes para el conteo. 3)
descripcién del recuento en diagonal. Extraido de Caballero, W.A., Senés, P. J., Toumanian, A. G, 2016.

La ecuacién de conteo de esporas utilizada segun el protocolo de trabajo fue la
siguiente:

X esporas contadas x # cuadros cAmara x 1000 mm3= UFCml
Y cuadros volumen camara 1 cm3

Dénde: X es el numero promedio de esporas contadas, es decir el total contado dividido 4
Y es el mimero de cuadros. en nuestro caso 16
# cuadros cimara es igual a un valor constante de 400 cuadros

Volumen de cimara corresponde a un valor de 0.1 mm?3

= Porcentaje de germinacion o viabilidad.

Con éste se determind el porcentaje de conidios tipicos que estan en condiciones de
germinar en un periodo de tiempo determinado, después de ser sembrado en medio
de cultivo APG.

Se tomé6 0,2ml de la dilucién 1023y se sembré en placas de Petri con APG, incubé
durante 12 horas. (Anexo- Fig. N° 27)

Luego en la camara de flujo laminar con un asa, se corté una porcion de agar de mas
0 menos 1 cm? y se colocd sobre un porta objeto, se agregd una gota de colorante,
azul de lactofenol, se cubrio con el cubreobjeto. Se saco de esta manera 5 muestras
por placa, se llevo al microscopio y realizo el recuento de conidios germinados y no
germinados, contando como minimo 200 conidios por cada muestra.

Se registro los datos, se saco el promedio de las 5 lecturas y se calcul6 el porcentaje
de conidios germinados y no germinados, mediante la siguiente formula:
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a
% Germmacion = ——--—- - 100
a+b
a = numero de comdios germuinados

b = nimero de comdios sin germinar

Resultados igual o superior al 90 % se considero que la viabilidad del producto como
adecuado.

= Pureza

Se realizaron diluciones seriadas hasta 10!, se sembré 0.2 ml de la dltima dilucién
en placas con medio de cultivo APG, tres placas, se incubaron durante cinco dias a
temperatura de 25 £1° C. Se evalud y saco6 el promedio del niumero de unidades
formadoras de colonias UFC de los contaminantes y el numero de UFC del hongo
evaluado. Se multiplicé por la inversa de la dilucién y el volumen empleado.

Se aplico los datos obtenidos a la siguiente formula:

UFC he

% Pureza = —-——-——- . 100
UEC t

UFC he = Unidades Formadoras de Colonias del hongo evaluado
UFC t= Umdades Formadoras de Colomnias totales

Se determiné si el producto final era puro o contenia contaminantes. Contribuyendo a
mejorar el proceso de produccion y formulacién de los entomopatdégenos.
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3. Ensayos in vitro sobre Tenebrio molitor (Tenebrios).

Estos ensayos se realizaron en el Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la UNC. Se utilizaron insectos criados en el laboratorio,
por su facilidad de manejo y crianza.

Los ensayos in vitro, se realizaron mediante dos métodos, uno asperjando los
insectos con una suspension de esporas de una concentracion conocida y el segundo
sumergiendo los insectos en la suspension de esporas.

Luego se coloct a los insectos en frascos con alimento previamente autoclavado, se
los acondicion6 en una cadmara de cria a temperatura 25 +1° C y se los reviso
diariamente retirando los insectos que mostraban sintomas de infeccion. Una vez
muertos, se esterilizaron en una solucion de hipoclorito de sodio al 1%, se enjuagaron
tres veces en agua destilada estéril, se los puso sobre un papel toalla estéril para
eliminar el exceso de humedad y se colocaron en una placa Petri con APG. (Anexo-
Fig. N° 28).

4. Ensayo in vivo sobre el complejo de orugas defoliadoras

4.1.En invernadero
En cuanto a las orugas defoliadoras, se recolectaron en el campo escuela de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias y se colocaron en macetas con plantas de soja,
las que se mantuvieron en invernaculo. Las larvas fueron pulverizadas con Bb una
vez colocadas sobre las plantas simulando una pulverizacion a campo. Los dias
siguientes se tomaron datos del comportamiento alimenticio de las mismas. Una vez
muertas se las desinfecto con hipoclorito retirando el residuo del desinfectante con
agua destilada esterilizada, luego se las colocé en caja Petri con APG+ antibiético
(Fig. N° 9), con la finalidad de controlar la proliferacion de bacterias saprofiticas que
puedan tener las larvas.

Fig. N° 9: (A) Spodoptera frugiperda infectada con Beauveria bassiana, (B) placa petri con APG+antibiotico, (C)
papel para secar las larvas, (D) hipoclorito al 1%, (E) agua destilada esterilizada.

4.2.A campo
El ensayo se llevd a cabo en el Campo Escuela de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias durante la campafia agricola 2019-2020.
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La siembra del cultivo de soja se realiz6 6 de diciembre del 2019 y el ensayo conto
con una superficie de 32 ha. (Beauveria bassiana + testigo 0,05 ha y Clorantraniliprol
31,95 ha).

El ensayo estuvo compuesto por tres tratamientos: 1) Clorantraniliprol 20%; 2)
Beauveria bassiana y 3) testigo absoluto (sin aplicacion de insecticidas). (Fig. N° 10).
El clorantraniliprol se aplicé con una pulverizadora autopropulsada, mientras que Bb
y el agua del testigo fue con mochila a COx.

La unica aplicacion con clorantraniliprol fue el 19 de enero, la dosis utilizada fue de
50 cc/ha, mientras que la aplicacién de Bb se realizé el 24 de enero y se repitié cada
15 dias haciendo un total de tres aplicaciones en el ciclo del cultivo, utilizando 4 I/ha.
a una concentracion de 1X10° conidios/ml, excepto en la repeticion B4, donde la dosis
fue de 8 I/ha con la finalidad de comprobar eficiencia de accién del hongo a dosis
mayores. En las repeticiones del testigo, se aplico 4 I/ha de agua. El estadio fenoldgico
del cultivo al momento de la Unica aplicacion del clorantraniliprol y de la primera dosis
de Bb fue R1.

Como variables respuesta se midieron, porcentaje de defoliacién, nimero de orugas
defoliadoras por metro y orugas parasitadas ya sea por Beauveria bassiana como por
otros microorganismos u organismos entomopatdgenos.

En cuanto a los muestreos se hicieron antes de la aplicacion, para tener la informacion
base y posterior a la aplicacién cada 15 dias hasta madurez fisiol6gica del cultivo.

Muestreos.

Se tomaron 9 muestras con pafio vertical en cada parcela, discriminando por insecto,
tamafio y grado de parasitismo. Para los insectos benéficos voladores se hizo un
paneo general, verificando la presencia de algunas especies de importancia en el
control biologico, como por ejemplo familia Tachinidae y micro Himendpteros.

Para el monitoreo de los dafios de defoliadoras, se utilizé un patron de defoliacion del
E.E.A. Pergamino (Anexo- Fig. N° 29) a fin de determinar el grado de defoliacién que
presenta el lote. Se tomaron 27 muestras al azar (9 en la parcela Clorantraniliprol, que
se encuentra rodeando a los otros tratamientos, 9 en la parcela con Bb y 9 en la
parcela testigo) Cada muestra formada por 15 foliolos, se recolectaron sectorizadas
y no de plantas individuales. Se tomaron al azar 5 foliolos del tercio superior, 5 foliolos
del tercio medio y 5 foliolos del tercio inferior, se midié cada foliolo comparativamente
con dicho patrén para finalmente sacar un promedio de defoliacién en las parcelas.
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Clorantraniliprol

Fig. N° 10: Esquema de aplicacion foliar, donde B1, B2, B3y B4 son las repeticiones del tratamiento con Beauveria
Bassiana, T1, T2 y T3 son las repeticiones del Testigo y Clorantraniliprol rodeando a los demas tratamientos con
una bordura 10 m.

A modo general se compar6d Clorantraniliprol vs. testigo por un lado y Bb vs testigo
por otro, ya que el tiempo de acciébn de ambos tratamientos fue diferente (Bb fue
aplicado 5 dias después del Clorantraniliprol).

Se ajustaron modelos lineales generalizados (GLM) para el analisis de los efectos del
tratamiento. La variable % de defoliacion se analiz6 considerandola como
“quasibinomial”.

La significancia del efecto del tratamiento se evalu6 mediante el test de chi-squared
para la diferencia de devianzas (analogo a varianza, pero en GLM). El numero de
orugas normales o bien parasitadas se analizé considerando distribucién Poisson
(conteos: numeros enteros mayores o iguales a 0).

Gréficos y ajustes de modelos se realizaron con el software estadistico R (R Core
Team, 2021).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de la calidad: Recuento de esporas, porcentaje de germinacién
o viabilidad y pureza.

Los resultados arrojados por el método de dilucion seriada con recuento de esporas
en camara de Neubauer y siembra en placa de Petri en medio Agar Papa Glucosado
(APG) arrojaron en todas las formulaciones una concentracién de 1 x 10° conidios por
mililitro. El porcentaje de conidios germinados en medio de cultivo en cada una de las
formulaciones que se realizaron, mostré una viabilidad superior al 90 %. No se
encontraron contaminantes fangicos ni bacterianos.

Ensayos in vitro sobre Tenebrio molitor.

En cuanto a los ensayos in vitro sobre Tenebrios, se pudo comprobar una disminucion
en la alimentacion a las 72 hs. de inoculados y a las 80 hs. perdieron totalmente la
movilidad.

En la Fig. N° 11 representa las 96 hs, se observa como el micelio de Bb emerge por
las articulaciones para luego esporular a las 120 hs. (Fig. N° 12) y sequir el ciclo de
infeccidn ya que es un hongo muy patogénico, es policiclico, genera varios ciclos de
infeccion en un ciclo de cultivo. Pudiendo alternar fases parasiticas (insectos) y
saprofiticas (medio en el que se encuentre).

Pasadas las 192 hs, se pudo observar el gran desarrollo de Bb sobre el insecto y la
placa Petri, como lo muestra la Fig. N° 13, sin desarrollo de otros contaminantes, un
aspecto “momificado” quedando envueltas por un moho algodonoso de color blanco
puro que termina por cubrirse de una abundante eflorescencia de aspecto
pulverulento, semejante al yeso molido, como lo describe Marchionatto, J. (1932).
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Fig. N° 11: Micelio Beauveria | Fig. N° 12: Esporulacion de Beauveria
bassiana emergiendo por las | bassiana.
articulaciones.

Fig. N° 13: (A) método de asperjado y (B) método de sumergido

Ensayo in vivo sobre el complejo de orugas defoliadoras.

En Invernadero

En relacién al ensayo llevado a cabo sobre orugas defoliadoras en invernadero (Fig.
N° 14), se pudo observar que el cese de alimentacion fue a partir de las 96 hs. de
inoculadas y a las 120 hs. las larvas se encontraban totalmente quietas fuera de la
planta (Fig. N° 15). Una vez colocadas en caja de Petri, al cabo de 48 hs, se observo
la colonizacién de micelio blanco, perteneciente al género Rhizopus y a las 72 hs se
pudo visualizar la emergencia de micelio perteneciente a Bb. (Fig. N° 16). Bacca, T.y
Lagos, C. (2014) indican que existe una competencia intraespecifica de los
organismos involucrados en esta relacion, existe desarrollo del hongo, pero la
esporulacion es mas baja en comparacion cuando se aplica solo Beauveria bassiana.
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Fig. N° 14: Pulverizacion con Beauveria bassiana en | Fig. N° 15: Spodéptera frugiperda infectada
invernadero. fuera de la planta.

Fig. N° 16: (A)Spoddptera frugiperda cubierta por el saprofito Rhizopus sp. (B) micelio de Beauveria bassiana.

A campo

En cuanto a los muestreos de larvas con el pafio vertical sobre las parcelas donde se
aplico Bb, no se recolectaron larvas afectadas, pero se observaron orugas
momificadas sobre hojas y frutos, la mayor cantidad se detecto en el entre surco (Fig.
N° 17 y 18). Esto explicaria el resultado obtenido a laboratorio sobre orugas
defoliadoras, que las larvas al estar infectadas por el hongo, no se mantienen en la
parte aérea de la planta, sino que bajan al suelo.

Es importante mencionar que ademdas de las larvas parasitadas por el
entomopatégeno en estudio, se encontraron en el lote, larvas de Anticarsia
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gemmatalis parasitada con Metarhizium sp y de Rachiplusia nu parasitadas con
especies de la familia Tachinidae y Eulophidae (ectoparasito). (Fig. N° 19 y 20).

Fig. N° 18: Larvas momificadas por Beauveria bassiana, ubicadas en el entre surco.

L AT

B e

Fig. N° 20: Anticarsia gemmatalis momificada por

Fig. N° 19: Rachiplusia nu afectada por un
Metarhizium sp..

ectoparasito de la familia Eulophidae.
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En la fig. N° 21, se observé que a partir de la aplicacion de Clorantraniliprol hubo una
disminucién marcada de la poblacién y a partir de los 31 dias demuestra para los
diferentes tratamientos un incremento en el numero de larvas y en mayor proporcion
larvas chicas (<1,5 cm).

A partir del analisis estadistico se observo que solo hubo diferencias significativas en
el numero de R.nu debido al tratamiento insecticida (P=0.007).
Se observaron menos orugas chicas debido a la aplicacion de Clorantraniliprol a los
31 dias. Si bien la media observada para el numero de R.nu fue menor en el
tratamiento Bb, estas diferencias no fueron significativas (P < 0.05). (Ver anexo-
analisis de datos estadisticos).

Tratamiento Beauveria bassiana —— Clorantraniliprol —— Testigo

Dias desde aplicacion de B. bassiana

0 26 38 0 26 38 0 26 38 0 26 38
Anticarsia gemmatalis Rachiplusia nu S. cosmioide S. frugiperda
6-
4- b o
=)
o
2 =
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S'6-
O
4 «Q
S
=
ol
(0]
5 31 43 5 31 43 5 31 43 5 31 43

Dias desde aplicacién de Clorantraniliprol
Fig. N° 21: orugas recolectadas por metro, donde los puntos de colores representan los datos recolectados en

cada muestra para cada tratamiento, y las lineas de colores son las medias.

En la fig. N° 22, se observa en Bb y testigo, para larvas chicas, un mayor nimero de
larvas parasitadas, esto indicaria que hubo mas actividad de los insectos
parasitoides en estos tratamientos en comparacion a la parcela de Clorantraniliprol.
Si bien se mostré esa tendencia no esta relacionado al disefio del ensayo y tampoco
se ha demostrado que el principio activo de clorantraniliprol tenga efecto repelente.

A partir del andlisis estadistico hubo diferencias significativas a favor del testigo vs

Clorantraniliprol para el numero de R.nu parasitadas por insectos a los 5 y 43 dias
(P=0.009).
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A los 26 dias desde aplicado Bb hubo mayor numero de R. nu parasitada 0,17 vs O
en el testigo. Se revierte a los 38 dias, siendo mayor en el testigo 0,33 vs 0,16 en el
tratamiento Bb. (Ver anexo- andlisis de datos estadisticos)

Tratamiento < Beauveria bassiana —=— Clorantraniliprol -+ Testigo

Dias desde aplicacion de B. bassiana

9 216 3.8 9 216 318
Anticarsia gemmatalis Rachiplusia nu
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- v [
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0.0l ————— - || - —s
5 31 43 5 31 43

Dias desde aplicaciéon de Clorantraniliprol

Fig. N° 22: orugas parasitadas por insectos, donde los puntos de colores indican los datos recolectados en cada
muestreo para cada tratamiento.

Medicion del efecto de Beauveria bassiana en el porcentaje de defoliacion.
El muestreo previo realizado en las parcelas de los tratamientos Clorantraniliprol y

testigo arrojaron los resultados que se observan en la tabla 1. Los porcentajes de
defoliacion para todas las fechas de muestreo, fueron muy similares a pesar que
desde el tratamiento Clorantraniliprol hasta el primer relevamiento de datos pasaron
5 dias, esto se puede deber a que la franja de 10 metros entre Clorantraniliprol y el
testigo, no fue una barrera efectiva pudiendo llegar el producto de sintesis quimica a
la parcela sin aplicacion. Por otro lado, también puede deberse a una disminucion de
su poblacion de larvas grandes (que causan mayor dafio) para empupar y dar lugar a
una nueva generacion (ciclo natural), al haber larvas menores a 1,5 cm, disminuyendo
la presion de defoliacion.

Tabla 1: Cuadro Resumen del porcentaje de defoliacién promedio de los diferentes tratamientos.

24/01/20 19/02/20 02/03/20
Clorantraniliprol  11% 8% 5,6%
Testigo 10% 4,5% 7%
Beauveria (B) 6% 6,2%
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En lafigura N° 23, se observo luego de la aplicacion del insecticida de sintesis quimica
una disminucion marcada en la defoliacion para los tres tratamientos. En cambio, a
los 31 dias de haber aplicado el clorantraniliprol, hay una disminucion abrupta de la
defoliacion y no asi en el testigo y Bb donde se observd un pequefio incremento de
defoliacion.

No hubo diferencias significativas en el % de defoliacion debido a la aplicacion de
(P=0.063).

B. bassiana solo se comparé con el testigo ya que él tuvo mas tiempo de accion.
Tampoco hubo diferencia en la defoliacion debido a la aplicacion de Bb respecto al
testigo sin tratar (P=0.5881). (Ver anexo- andlisis de datos estadisticos)

Tratamiento === Beauveria bassiana === Clorantraniliprol === Testigo

Dias desde aplicacion de B. bassiana
0 26 38

16 1

—_—
N
1

Defoliacion (%)

Dias desde aplicacion de Clorantraniliprol

Fig. N° 23: Porcentaje de defoliacion, donde los puntos de colores representan los datos recolectados para cada
tratamiento y las lineas representan las medias.
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CONCLUSIONES:

La multiplicacion masiva de Beauveria bassiana, se logr6 multiplicar con bajo
costo y alta calidad dicho entomopatégeno, llegando a valores de 1 x 10° conidios
ml1, con una pureza del 100% y una viabilidad superior al 90%.

Al realizar los ensayos in vitro sobre los tenebrios se pudo comprobar la accién
insecticida de Beauveria bassiana mostrando que a partir de las 72h. ya habria
control de los insectos en estudio.

Respecto a los ensayos in vivo sobre el complejo de orugas defoliadoras se pudo
verificar la accién insecticida, ya que se encontraron en las parcelas de Bb, orugas
momificadas por Beauveria bassiana. Por otro lado, podria sugerirse que al estar
infectada por el hongo bajan de la planta y permanecen en el suelo.

En relacidn a los enemigos naturales no se encontré ningun insecto afectado por
las aplicaciones de Beauveria bassiana.

En cuanto al monitoreo de defoliacion, se determiné que no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos, ya que a partir de la aplicaciéon de
clorantraniliprol hubo una marcada disminucién en el porcentaje de defoliacion,
podria sugerirse que estuvo relacionado con la deriva del insecticida de sintesis
guimica. Si bien en los sucesivos muestreos se observd una disminucion en el
porcentaje esto no esta relacionado con el efecto repelente del producto de
sintesis quimica, debido a que los adultos de las defoliadoras pueden desplazarse
a mas de 1000 metros, por lo que se descarta el efecto bordura en los tratamientos
(Bb y testigo), pudiendo estar relacionados a la no preferencia de los insectos a
ese lote.

Si bien, es necesario profundizar en la investigacion en el uso de Beauveria
bassiana, se concluye que la aplicacion del hongo entomopatégeno en estudio
sobre los insectos plagas, permite reducir la aplicacién de productos de sintesis
guimica, como lo hemos observado en los ensayos llevado a cabo a laboratorio.
Es necesario mejorar el disefio de ensayo a campo para trasladar mejor los
resultados de laboratorio a campo.

A medida que fuimos desarrollando este trabajo, nos fuimos formando tanto en lo
personal como en lo profesional. Esta experiencia nos permitio interactuar con
zoblogos, fitopatdlogos, estadisticos, amigos y compafieros, aprender de cada uno
de ellos, desarrollar una metodologia de trabajo, la capacidad de comunicacién y
conocer la rama de la investigacion, la cual pretendo seguir como profesional en
esta linea de trabajo.
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ANEXO

Producciéon de Beauveria bassiana.

Fig. N° 24: (A) Placa de Petri con Beauveria bassiana. (B) Sustrato en base de maiz triturado. (C.D) Inoculacién
del sustrato con Beauveria bassiana. (E) Termémetro en camara de cria 24°-25°C. (F) Camara de produccién de
Beauveria bassiana. (G) Sustrato totalmente cubierto por Beauveria bassiana.

Formulacién de Beauveria bassiana

Fig. N° 25: (A) Sustrato a base de maiz cubierto de micelio y esporas de Beauveria bassiana. (B) Elemento
necesarios para la formulacion. (C) Friccion y estrujado del sustrato de maiz+hongo. (D) Filtrado con granulometria
mayor. (E) Suspension lista para el 2do filtrado. (F) Filtrado de granulometria fina. (G) Llenado de los bidones. (H)
Beauveria Bassiana en bidén de 5 L.
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Determinacion de la calidad de Beauveria bassiana

Fig. N° 26: Recuento de esporas mediante el método de dilucién seriada y recuento de esporas en camara de
Neubauer. (A) Elemento para la dilucion y el recuento de esporas. (B) dilucién de la madre (C) agitado en agitador
tipo Vortex (D) 1. Solucion madre 10ml. 2. Dilucién 10-1 3. Dilucién 10-2. 4. Dilucién 10-3. (E) Lectura con
microscopio 6ptico. (F) Camara Neubauer.

Fig. N° 27: Porcentaje de germinacion o viabilidad. (A) 1. Solucion madre 10ml. 2. Dilucién 10! 3. Dilucién 10-2. 4.
Dilucién 103 (B) Estriado en placa Petri (C) Colonias de Beauveria bassiana puras.
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Ensayos in vitro sobre Tenebrios molitor (Tenebrios).

Fig. N° 28: (A) Elementos a utilizar en la inoculacion. (B) Alimento y Tenebrios esterilizados. (C) Insectos
asperjados y sumergidos en la solucién de esporas conocidas, con sus testigos asperjados y sumergidos en agua.
(D) Tenebrio momificado por Beauveria bassiana(E) Camara humeda. (F) Esporulacion de Beauveria bassiana en
los insectos momificados.

Monitoreo de los dafos de defoliacion

Patrdn de defoliacion en sofa

é ¢
b &

Fig. N° 29: (A) Patron de defoliacion en soja. Extraido de lannone, N. 2012 (E.E.A. Pergamino). (B) Comparacion
entre el patrén y los foliolos recolectados
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ANEXO- Anélisis de datos estadisticos.

Fig. N° 23: Porcentaje de defoliacion.

## Analysis of Deviance Table

#i

## Model: quasibinomial, link: logit

#i

## Response: wal/100

#i

## Terms added sequentially (first to last)

#i

#i

B4 Df Deviance Resid. Df Resid. Dev Pr(>Chi)
## NULL 53 0.71259

## trat 1 0.015379 52 0.69721  0.15617
## factor(dias) 2 0.280517 50 0.41669 1.084e-0B ***
## trat:factor(dias) 2 0.042137 48 0.37456  0.06361 .
## ———

## Signif. codes: © '#xx' 0.001 "#=' Q.01 '*' Q.05 "." 0.1 ' ' 1
## dias = B5:

## trat prob SE df asymp.LCL asysp.UCL

## Clorantraniliprel 0.1100 0.008912 Inf 0.0934 0.1282

## Testigo 0.1000 ©.00874 Inf 0.0841 0.1185

#i

## diazs = 31:

## trat prob SE df asymp.LCL asyep.UCL

## Clorantraniliprol 0.0804 0.00782 Inf 0.0661 0.0973

## Testigo 0.0548 0.00663 Inf 0.0431 0.0693
#

## dias = 43:

## trat prob SE df asymp.LCL asymp.UCL
## Clorantraniliprel 0.0559 0.00670 Inf 0.0441 0.0706
## Testigo 0.0644 0.00716 Inf 0.0517 0.0799
wi

## Confidence level used: 0.95
## Intervals are back-transformed from the logit scale

## dias = b5:

## trat prob SE df asymp.LCL asymp.UCL
## Clorantraniliprol 0.1100 0.00912 Inf 0.0934 0.1292
## Testigo 0.1000 0.00874 Inf 0.0841 0.1185
#H

## dias = 31:

## trat prob SE df asymp.LCL asymp.UCL
## Clorantraniliprol 0.0804 0.00792 Inf 0.0661 0.0973
## Testigo 0.0548 0.00663 Inf 0.0431 0.0693
#H

## dias = 43:

## trat prob SE df asymp.LCL asymp.UCL
## Clorantraniliprol 0.0559 0.00670 Inf 0.0441 0.0706
## Testigo 0.0644 0.00716 Inf 0.0517 0.0799
#H

## Confidence level used: 0.95
## Intervals are back-transformed from the logit scale
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Analysis of Deviance Table

Model: quasibinomial, link: logit
Response: val/100
Terms added sequentially (first to last)
Df Deviance Resid. Df Resid. Dev Pr(>Chi)
NULL 41 0.22214
trat 1 0.0000676 40 0.22207 0.9111
factor(dias) 1 0.0074003 39 0.21467 0.2430
trat:factor(dias) 1 0.0015920 38 0.21308 0.5881
dias = 31:
trat prob SE df asymp.LCL asymp.UCL
Beauveria bassiana 0.0583 0.00498 Inf 0.0493 0.0689
Testigo 0.0548 0.00559 Inf 0.0448 0.0668
dias = 43:
trat prob SE df asymp.LCL asymp.UCL
Beauveria bassiana 0.0621 0.00513 Inf 0.0528 0.0729
Testigo 0.0644 0.00603 Llnt 0. 0035 0.0773
Confidence level used: 0.95
Intervals are back-transformed from the logit scale

Fig. N° 21: larvas.

#it
#it
#it
#i#
#i#
##
##
#i
#it
#it
#it
#it
it
it
#it
#it
#it

#
#it
#i

Analysis of Deviance Table
Model: poisson, link: log
Response: wval
Terms added sequentially (first to last)

Df Deviance Resid. Df Resid. Dev Pr(>Chi)
NULL 431 623.00
trat 1 0.074 430 622.92 0.785489
factor(dias) 2 47.096 428 575.83 5.931e-11 ***x
tam 1 1.855 427 573.97 0.173260
trat:factor(dias) 2 3.805 425 570.17 0.149170
trat:tam 1 1.802 424 568.36 0.179451
factor(dias) :tam 2 2.622 422 565.74 0.269490
trat:factor(dias):tam 2 9.796 420 555.95 0.007462 **
Signif. codes: O '#*x' 0.001 '#*x' 0.01 '+«' 0.05 '." 0.1 ' ' 1
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## tam = chica, dias = b5:

## trat rate SE df asymp.LCL asymp.UCL .group
## Clorantraniliprol 0.3611 0.1002 Inf 0.2097 0.622 a

## Testigo 0.4167 0.1076 Inf 0.2512 0.691 a

##

## tam = chica, dias = 31:

## trat rate SE df asymp.LCL asymp.UCL .group
## Clorantraniliprol 0.0833 0.0481 Inf 0.0269 0.258 a

## Testigo 0.5278 0.1211 Inf 0.3366 0.827 b

#i#

## tam = chica, dias = 43:

#H  trat rate SE df asymp.LCL asymp.UCL .group
## Testigo 0.8611 0.1547 Inf 0.6056 1.224 a

## Clorantraniliprol 1.0278 0.1690 Inf 0.7447 1.419 a

#i#

## tam = grande, dias = 5:

## trat rate SE df asymp.LCL asymp.UCL .group
## Testigo 0.4444 0.1111 Inf 0.2723 0.7256 a

## Clorantraniliprol 0.4722 0.1145 Inf 0.2936 0.760 a

#i#

## tam = grande, dias = 31:

## trat rate SE df asymp.LCL asymp.UCL .group
## Testigo 0.1389 0.0621 Inf 0.0578 0.334 a

## Clorantraniliprol 0.2778 0.0878 Inf 0.1495 0.516 a

i

## tam = grande, dias = 43:

## trat rate SE df asymp.LCL asymp.UCL .group
## Testigo 0.6667 0.1361 Inf 0.4468 0.995 a

## Clorantraniliprol 0.7222 0.1416 Inf 0.4917 1.061 a

##

## Confidence level used: 0.895

## Intervals are back-transformed from the log scale

## Tests are performed on the log scale

## significance level used: alpha = 0.05

Bb:

## Analysis of Deviance Table

##

## Model: poisson, link: log

#i#

## Response: wval

#i#

## Terms added sequentially (first to last)

#i#

##

## Df Deviance Resid. Df Resid. Dev Pr(>Chi)
## NULL 503 731.58

## trat 1 0.424 502 731.16  0.51472
## factor(dias) 1 47.518 501 683.64 5.449e-12 #***
## tam 1 6.450 500 677.19 0.01109 =*
## trat:factor(dias) 1 0.6561 499 676.54  0.41983
## trat:tam 1 1.880 498 674.66 0.17033
## factor(dias):tam 1 4.720 497 669.94  0.02981 =*
## trat:factor(dias):tam 1 0.329 496 669.61  0.56645
## -

## Signif. codes: 0 '#%%' 0.001 "#*' 0.01 '+' 0.0 '." 0.1 ' " 1
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tam = chica, dias = 31:

trat rate SE df asymp.LCL asymp.UCL .group
Beauveria bassiana 0.2639 0.0605 Inf 0.1683 0.414 a
Testigo 0.3519 0.0807 Inf 0.2244 0.552 a

tam = chica, dias = 43:

trat rate SE df asymp.LCL asymp.UCL .group
Testigo 0.6296 0.1080 Inf 0.4499 0.881 a
Beauveria bassiana 0.6528 0.0952 Inf 0.4905 0.869 a

tam = grande, dias = 31:

trat rate SE df asymp.LCL asymp.UCL .group
Testigo 0.0926 0.0414 Inf 0.0385 0.222 a
Beauveria bassiana 0.1389 0.0439 Inf 0.0747 0.268 a

tam = grande, dias = 43:

trat rate SE df asymp.LCL asymp.UCL .group
Testigo 0.4444 0.0907 Inf 0.2979 0.663 a
Beauveria bassiana 0.6111 0.0921 Inf 0.4548 0.821 a

Confidence level used: 0.95

Intervals are back-transformed from the log scale
Tests are performed on the log scale

significance level used: alpha = 0.05

N° 22: larvas parasitados.

Analysis of Deviance Table
Model: guasipoisson, link: log
Response: val
Terms added sequentially (first to last)
Df Deviance Resid. Df Resid. Dev Pr(>Chi)

NULL 53 26.367
trat 1 2.9110 52 23.456 0.009895 **
factor(dias) 2 5.5452 50 17.910 0.001769 #*=*
trat:factor(dias) 2 0.9081 48 17.002 0.354242
Signif. codes: 0 '#**' 0.001 '#*' 0.01 '#' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1
dias = 5:

trat rate SE df asymp.LCL asymp.UCL
Clorantraniliprol 0.000 5.22e-06 Inf 0.0000 Inf
Testign 0.222 1.04e-01 Tnf 0.0889 1
dias = 31:

trat rate SE df asymp.LCL asymp.UCL
Clorantraniliprol 0.000 5.22e-06 Inf 0.0000 Inf
Testigo 0.000 5.22e-06 Inf 0.0000 Inf

dias = 43:

trat rate SE df asymp.LCL asymp.UCL
Clorantraniliprol 0.111 7.35e-02 Inf 0.0304 0
Testigo 0.333 1.27e-01 Inf 0.1577 1
Confidence level used: 0.95

Intervals are back-transformed from the log scale
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Analysis of Deviance Table
Model: quasipoisson, link: log
Response: val
Terms added sequentially (first to last)

Df Deviance Resid. Df Resid. Dev
NULL 41 25.085
trat 1 0.0000 40 25.085
factor(dias) 1 1.3283 39 23.756
trat:factor(dias) 1 2.8306 38 20.926

Signif. codes: O '***x' 0.001 '**' 0.01 'x' 0.05 '.

Interaccion tratamiento x dias (p=0.04195):
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Pr(>Chi)

1.00000
0.16352

0.04195 *

Lo

1



