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Resumen

En la ciudad de Guayaquil, la plaga de la cochinilla supone una amenaza para diferentes
especies de plantas. Se reporta la incidencia de estos organismos desde 2020, pero debido a
la pandemia no se aplicaron medidas en un estadio de infesta temprano, por lo que se ha
expandido sin control por toda la ciudad. Y, aunque se han empleado estrategias de tipo
control biolégico como el uso de uno de sus depredadores naturales, las mariquitas, es posible
utilizar otras soluciones como el uso de hongos entomopatdgenos, esta investigacion tiene
como objetivo evaluar la eficacia de un consorcio entomopatégenos conformado por las
especies Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Lecanicillium lecanii y
Purpureocillium lilacinum contra la especie de cochinillas Planococcus citri en plantas de
limon. La estrategia experimental fue llevada a cabo en los predios de la Universidad
Politécnica Salesiana, campus Maria Auxiliadora. Se infectaron Planococcus citri en los
limoneros de entre 4 a 6 a meses, dos semanas antes de la aplicacion de los tratamientos. Los
7 tratamientos, excepto el control de aplicacidn, consistieron en 3 diferentes concentraciones
(200%, 100% y 50%) del control positivo (detergente quimico) y el consorcio
entomopatogeno. Se analizé el indice de mortalidad de cochinillas y la eficacia del consorcio.
El tratamiento 3 (100%) produjo la mayor tasa de mortalidad; mientras que el tratamiento 2,
del control positivo, y el tratamiento 3, del consorcio entomopatégeno, no mostraron
diferencias significativas en cuanto eficacia. Ademas, se analizo clorofila antes y después del
tratamiento, resultando en que el tratamiento 3 mostrd diferencias significativas contra los

tratamientos del control positivo.

Palabras clave: Consorcio entomopatégeno, Planoccocus citri, control bioldgico,

invertebrados, bioinsecticida



Abstract

In the city of Guayaquil, the mealybug pest supose a threat to different plant species. The
incidence of these organisms has been reported since 2020, but due to the pandemic,
measures were not applied in an early infestation stage, which is why it has spread
uncontrollably throughout the city. And, although biological control type strategies have
been used, such as, the use of one of their natural predators, ladybugs, it is possible to use
other solutions such as the use of entomopathogenic fungi, this research aims to evaluate the
effectiveness of an entomopathogenic composed of the species Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Lecanicillium lecanii and Purpureocillium lilacinum against the
mealybug specie Planococcus citri on lemon plants. The experimental strategy was carried
out on the properties of the Salesian Polytechnic University, Maria Auxiliadora campus.
Planococcus citri were infected in lemon trees between 4 to 6 months, two weeks before the
application of the treatments. The 7 treatments, except the application control, consisted of 3
different concentrations (200%, 100% and 50%) of the positive control (chemical detergent)
and the entomopathogenic consortium. The mortality rate of scale insects and the
effectiveness of the consortium were analyzed. Treatment 3 (100%) produced the highest
mortality rate; while treatment 2, from the positive control, and treatment 3, from the
entomopathogenic consortium, did not show significant differences in efficacy. In addition,
chlorophyll was analyzed before and after treatment, resulting in treatment 3 showing

significant differences against the positive control treatments.

Keywords: Entomopathogenic consortium, Planoccocus citri, biological control,

invertebrates, bioinsecticide
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Capitulo |

Antecedentes

1.1 Introduccion

La cochinilla de los citricos, Planococcus citri (Risso, 1813), es un insecto chupador
de savia reconocido mundialmente que proviene de Asia, pero, se ha extendido en todo el
mundo (Ghaffari et al., 2017). Se alimenta de una gran variedad de plantas ornamentales,

frutales hasta de citricos, de

donde proviene su nombre (Modafferi et al., 2024). Este parasito excreta una
sustancia pegajosa llamada melaza que promueve la aparicion de otros organismos que se
alimentan de esta como las hormigas (Mansour et al., 2018, Herrick et al., 2019, Modafferi

etal., 2024).

En Guayaquil, Ecuador en el afio 2020 aparecieron los primeros brotes de la plaga
reportados por el Municipio de la ciudad (Alvarez, 2023), generando una problematica de
relevancia por estos Gltimos afios. La cochinilla se ha propagado de forma beligerante
extendiéndose a una gran variedad de plantas de la ciudad. (Zambrano, 2023). Estos insectos
estan presentes en parques, hogares, bosques, centros educativos; afectando todas las areas
verdes de distintas zonas de la ciudad. Una de las zonas afectadas es el campus Maria
Auxiliadora de la Universidad Politécnica Salesiana donde méas del 50% de su extension esta
cubierta por areas verdes, los dafios causados tienen un impacto negativo en el crecimiento

foliar de las especies vegetales afectando también en su desarrollo.



Los hongos entomopatogenos (HEPS) infectan a la gran mayoria de artrépodos,
incluido los insectos. Son rivales naturales capaces de terminar con poblaciones enteras de
ciertas especies pertenecientes a ese Filum (Khan et al., 2012, Valbuena et al., 2021). Por
ello, son una estrategia integral para el control sostenible de estos organismos. (Acheampong
et al., 2020). A causa de su capacidad patogénica son usados como medida de biocontrol de
plagas. Las aplicaciones de estos HEPs se pueden efectuar en combinacion con otras especies

fangicas, lo cual es conocido como consorcio.

Entre los consorcios mas renombrados tenemos Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, Lecanicillium lecani y Purpureocillium lilacinum los cuales pueden trabajar en

sinergia para crecer y reproducirse como patégenos oportunistas.

Los insectos se vuelven susceptibles a estos patdgenos por la infeccion que provocan
mediante esporas, el huésped se aferra a la superficie exterior del cuerpo del organismo y
comienza a germinar descomponiendo al insecto desde adentro causandole la muerte (Gémez
Ramirez et al., 2014). Del cuerpo sin vida del huésped emergen las hifas y pueden
permanecer en los tejidos superiores del artrépodo, donde vuelven a esporular cuando las

condiciones ambientales son adecuadas (Shin et al., 2020).

Debido a los mecanismos de accion de los HEPs surgen como una alternativa
sostenible para el control de insectos poseyendo ventaja sobre los insecticidas quimicos
puesto que estos artropodos han demostrado una creciente resistencia a los mismos
(Abdollahdokht et al., 2022, Laudani et al.., 2022, Modafferi et al., 2024). El objetivo de este
estudio fue determinar la eficacia de un consorcio de HEPs en cochinillas harinosas
(Planococcus citri) ubicadas en la Universidad Politécnica Salesiana campus "Maria

Auxiliadora".



1.2 Antecedentes

Los HEPs parasitan y matan artropodos en varios de sus estadios ya sea, como larvas
0 adultos (Islam et al., 2021). En los ultimos afios, se han identificado 90 géneros y 700
especies de HEPs en diversas condiciones, de estos, Beauveria bassiana y Metarhizium

anisopliae, son especies que albergan una amplia gama de huéspedes (Gonzalez et al., 2020).

En el mercado internacional algunos productos a base de HEPs tienen como
componente principal a Beauveria Bassiana (Anilkumar et al., 2017). Los pulgones y las
moscas blancas son repelidos por productos micoinsecticidas que han sido creados para
combatir una variedad de plagas, incluida la langosta del desierto y el escarabajo de la patata
de Colorado en Rusia. Al igual que los mencionados anteriormente existen otros productos
que son sustitutos ambientalmente beneficiosos de los pesticidas sintéticos (Bamisile et al.,

2021).

Debido a su capacidad entomopatdgena han sido empleados como método de control
biolégico, dando como resultado productos comerciales. Las formulaciones suelen consistir
en una suspension de esporas del hongo o del consorcio entomopatdgeno, estas pueden ser

aplicadas en algunas partes de la planta dentro del cultivo (Fernandez et al., 2020).

En Chile, segln el Servicio Agricola 'y Ganadero, estan registrados 34 productos a base
de HEPs. El instituto de investigaciones agropecuarias de este pais ha desarrollado
formulaciones mas estables mediante encapsulados, ya que uno de los principales
inconvenientes del uso de HEPs es la exposicion a la humedad relativa y radiacion ultravioleta.
La presentacion de perlas recubiertas ha mostrado mayor viabilidad y favorecen el crecimiento

del hongo al absorber el vapor de agua del ambiente (Fernandez et al., 2020).



En Colombia, se encuentran 47 compafiias que comercializan hongos y consorcios
entomopatogenos, de estos Ultimos se encuentran asociaciones entre Beauveria bassiana +
Metarhizium anispliarm + Purpureocillium lilacinum; Hirsutella thompsonii Fisher +
Akanthomyces sp.; Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin + Paenibacillus popilliae

(Dutky); entre otros (Correal et al., 2018).

Los HEPs sirven como un control biologico de plagas como la cochinilla. En el estudio
de Gongora y Gil-Palacio (2020), se analizaron cepas de Metarhizium anisopliae y
Metarhizium robertsii contra este insecto en plantas en condiciones controladas se concluyd
que Metarhizium robertsii deberia ser usado en estudios posteriores ya que muestra una mayor

tasa de mortalidad comparada con los métodos evaluados en el estudio.

El estudio de Cloyd y Herrick (2023) sugiere que los tratamientos aplicados en base
en HEPs y los aplicados en conjunto con reguladores del crecimiento de insectos, no fueron
efectivos debido a la capa cerosa que cubre a las cochinillas. Otros inconvenientes
relacionados al uso de HEPs fueron las condiciones desfavorables de humedad relativa o
temperatura, ademas de que los bioinsecticidas dejaban restos blanquecinos en las hojas que

pueden afectar su esteticidad y por consiguiente su precio de venta.

En otro estudio en México se determind la patogenicidad de tres especies de HEPs:
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae y Lecanicillium lecanii en ninfas de Dactylopius
opuntiae. Se mostraron resultados mas efectivos con las ultimas dos cepas. Siendo
Metarhizium anisopliae, la cepa con mayor eficacia en el segundo instar de la plaga (Ramirez

etal., 2019).



1.3 Justificacion

Las plantas son de fundamental importancia debido a que ayudan a mejorar la calidad
del aire produciendo oxigeno y mitigando el cambio climético al ser sumideros de carbono, de
igual manera los arboles son de vital importancia ya que permiten la estabilidad del suelo
evitando deslizamientos. Estas razones figuran como las principales para la conservacion de

estos organismos.

El municipio al ser el encargado del mantenimiento y conservacion de las areas verdes
de la ciudad de Guayaquil ha buscado soluciones para combatir la plaga de cochinilla en estos
espacios publicos. Ha implementado una serie de medidas (Alvarez, 2023) como la liberacion
de mariquitas y otros depredadores naturales de estos insectos, también, cortar el follaje como
medida para disminuir la plaga. Las medidas antes descritas han tenido cierto éxito, pero la
plaga de cochinillas se mantiene, por lo tanto, es necesario probar otras acciones para combatir

esta infestacion en espacios privados como es el caso del campus Maria Auxiliadora.

El campus Maria Auxiliadora de la Universidad Politécnica Salesiana esté cubierto por
areas verdes y un gran porcentaje de esas areas estan infectadas por cochinillas, entre las
especies identificadas por las autoras de este trabajo se encuentran Planoccocus citri, Orthezia

sp. la cual es abundante en los arboles citricos de la universidad y Pseudococcus longispinus.

Los dafios causados por las Pseudococcidae tienen un impacto negativo en el follaje
de las plantas debido a que estos insectos succionan la savia y no solo generan debilitamiento,
sino que lo maximizan llevando a las plantas a la muerte. Debido a que la savia tiene en
disolucidn todos los elementos que necesitan las plantas para crecer, reproducirse y sobrevivir

(Carvalho et al., 2023; Daane et al., 2012; Mani y Shivaraju, 2016). Por su alimentacién



excretan melaza, atraen a hormigas lo que tiende a agravar el problema puesto que ellas se

encargan de movilizar a las cochinillas causando una mayor proliferacion de la plaga.

Aunque el presente trabajo se centra en Planococcus citri existe una gran variedad de
especies de Pseudococcidae que también estan afectando a la ciudad y al campus Maria
Auxiliadora, pero la especie de la que trata este estudio tiene mas relevancia debido a que tiene
una mayor resistencia a los insecticidas, por ello, son organismos perfectos para realizar la

prueba de eficacia de pesticidas (Kim et al., 2023).

La Planococcus citri al mostrar mayor resistencia a los insecticidas y ser usada en
Corea para evaluar la eficacia de insecticidas (Kim et al., 2023). Sera una alternativa sobre las
demaés especies de cochinillas que afectan al campus Maria Auxiliadora de la Universidad

Politécnica Salesiana y a la ciudad de Guayaquil.

La aplicabilidad de los HEPs para el control de la cochinilla en el campus Maria
Auxiliadora es una alternativa prometedora. Debido a que reduce el uso de insecticidas
quimicos, los cuales pueden tener efectos negativos en el medio ambiente y la salud humana.
Ademas, los insecticidas quimicos suelen generar resistencia, por otra parte, los
biocontroladores como los HEPSs tienen un mejor impacto debido a sus mecanismos de accion,
donde los insectos se vuelven susceptibles a la infeccion cuando las esporas se aferran a la
superficie exterior de su cuerpo. Una vez que estas esporas detectan sefiales en la cuticula, el
patdgeno comienza a germinar. Durante este proceso se segregan una variedad de enzimas que

tienen como objetivo descomponer la cuticula del insecto.

La accion conjunta de estas enzimas y la presiébn mecanica generada por los tubos

germinales resulta en la ruptura de la cuticula. Se originan las blastosporas que se diseminan



en el interior del insecto. Causando la muerte de este. Al fallecer, las hifas del hongo emergen
y pueden permanecer en los tejidos superiores del cuerpo, donde pueden volver a esporular
(Gomez Ramirez et al., 2014). Todas estas caracteristicas permiten usar los consorcios de

hongos como medidas de biocontrol de la cochinilla.

1.4 Problema de investigacion

¢Cudl es la eficacia del consorcio entomopatégeno compuesto por los hongos
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Lecanicillium lecanii y Purpureocillium

lilacinum para el control de Planococcus citri?

1.5 Delimitacion

La recoleccién de cochinillas se llevo a cabo en la sede Maria Auxiliadora de la
Universidad Politécnica Salesiana sede Guayaquil, km 19 via a la costa. La estrategia

experimental se desarroll6 en los laboratorios de la misma sede.

Coordenadas (UTM): Zona 17, hemisferio S; 606321,30; 9757329,40



llustracion 1 Fotografia satelital obtenida de la plataforma de Google Maps.

(Google, 2024)

1.6 Delimitacion temporal

El trabajo de investigacion experimental tuvo una duracién de 1 mes y 15 dias.

1.7 Objetivos

1.7.1 Obijetivo general

Determinar la eficacia de un consorcio entomopat6geno en cochinillas Planococcus

citri en la Universidad Politécnica Salesiana.

1.7.2 Objetivos especificos

° Determinar la tasa de mortalidad de Planococcus citri tratadas con un consorcio

entomopatogeno compuesto por las especies Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,



Lecanicillium lecanii y Purpureocillium lilacinum mediante la observacion en condiciones de

temperaturas controladas.

° Evaluar la eficacia de un consorcio entomopatégeno versus un insecticida

quimico aplicado en Planococcus citri.

) Estimar la concentracion de clorofila encontrada en los ejemplares de los

tratamientos aplicados.

1.8 Hipdtesis

1.8.1 Hipotesis nula

El grupo del tratamiento del consorcio entomopatégeno no muestra diferencias

significativas del grupo del control negativo.

1.8.2 Hipdtesis alternativa

El grupo del tratamiento del consorcio entomopatdgeno muestra diferencias

significativas del grupo del control negativo.
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Capitulo 11

Marco teodrico

2.1 Cochinilla

La cochinilla de los citricos Planococcus citri (Risso, 1813) es un insecto chupador del
orden hemiptera y de la familia Pseudococcidae que se alimenta de la savia de las plantas
(Daane et al., 2012, Mani & Shivaraju, 2016, Carvalho et al., 2023), tiene una extensa
distribucion geogréfica segun la base de datos Global Biodiversity Information Facility (GBIF,
2023) cuenta con 703 registros georreferenciados incluido Ecuador el cual fue registrado como
introducido en el afio 2019 por Pagad (2020), las temperaturas Optimas para mayor
rendimiento poblacional esta entre 28° a 30° C (Garcia et al., 2014), es una plaga que afecta
desde noviembre del 2020 hasta la actualidad en las zonas forestales y urbanas de Guayaquil
, Ecuador (Alvarez, 2023).

Tabla 1 Taxonomia Planococcus citri (Risso)

Taxonomia
Reino Animalia
Orden Hemiptera
Suborden Sternorrhyncha
Superfamilia Coccoidea
Familia Pseudococcidae
Subfamilia Pseudococcinae
Género Planococcus Ferris, 1950
Especie Planococcus citri (Risso, 1813)

Fuente: Global Biodiversity Information Facility (GBIF, 2023)
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2.2 Morfologia

Los huevos son pequefios, de forma ovalada y color amarillo claro cuando son recién
puestos. A medida que el embrion se desarrolla, el huevo adquiere un color amarillo oscuro.
Los huevos se depositan en un ovisaco blanco formado por secreciones filamentosas de la
hembra, esta estructura tiene una forma casi recta y mide entre 0,38 y 0,75 mm de longitud en

este estadio machos y hembras son iguales (Viera Chiroque, 2019).

La ninfa | es la primera etapa de desarrollo de las cochinillas, son pequefias de color
amarillo claro y forma ovalada alargada. Cuando eclosiona, permanece entre 2 y 3 dias en el
ovisaco, y luego se traslada a las nervaduras de las hojas. Tiene pequefias antenas y sus 3 pares
de patas aun no tienen filamentos alrededor, el cuerpo es blando tanto machos como hembras

poseen las mismas caracteristicas en este estadio (Viera Chiroque, 2019).

La ninfa Il de la Planococcus citri es de color amarillo brillante y forma ovalada. Se
cubre de una sustancia pulverulenta de color blanco y disminuye su movimiento. En esta etapa,
las ninfas hembras y machos comienzan a diferenciarse, las hembras mantienen las mismas
caracteristicas que la ninfa I, los machos, por su parte, crecen hasta una longitud promedio de
1,31 mm y un ancho de 0,58 mm, luego de 2 6 3 dias antes de que finalice este estadio, el color
del macho se torna casi rosado y delgado aparece cubierto de sustancia algodonosa formandose

como un capullo algodonoso (Viera Chiroque, 2019).

La ninfa 11 es muy similar a la hembra adulta pero méas pequefia y aqui ya se observan
los filamentos caudales mucho més formados alrededor del cuerpo, ya presenta la cubierta
cerosa de color blanquecina, también se llega a observar los segmentos del cuerpo su

movimiento es mas lento. La ninfa posee una longitud promedio de 1.65 mm de largo y 0.80
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mm de ancho (Viera Chiroque, 2019).

La pre-pupa del macho de la cochinilla harinosa es una etapa intermedia en su
desarrollo, se termina de formar dentro de un capullo de algodon blanco, y tiene un
movimiento casi nulo, sus alas ain no estan desarrolladas, y son de color amarillo péalido.
Luego pasa hacer una pupa el aspecto varia ya que ahora tiene una forma alargada, de color

marron oscuro, tiene un movimiento lento en este estadio no tiene alas (Viera Chiroque, 2019).

Las hembras adultas de esta especie Planococcus citri son de color amarillo, ovaladas
y miden aproximadamente 3 y 4 mm de largo y entre 1,5 y 2 mm de ancho (Baker, 1978;
Nakahara y Williams, 1980; Pirone, 1978; Pertuit, 1992; Carbajal, 2013) estas cochinillas
estan cubiertas de una capa blanca y cerosa que les da un aspecto similar al del polvo, tienen
18 pares de filamentos céreos, siendo los Gltimos ligeramente mas largos y situados en la parte

posterior su color varia desde el amarillo al marron rojizo.

Los machos, por su parte, el tronco esta dividido en tagmas, son mas alargados que las
hembras y pueden ser alados o &pteros sus patas son alargadas, las dimensiones del organismo
son de 0,95 a 1 mm de longitud y de 0,2 a 0,3 mm de anchura, el abdomen es un cilindro
alargado que se une completamente al cuerpo (Martinez F., 2003). No poseen aparato bucal o
esta atrofiado, en consecuencia, no generan melaza ni tienen relaciones simbidticas con otras

especies ademas tienen un corto tiempo de vida (Viera Chiroque, 2019).
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llustracién 2 Ciclo de vida Planococcus citri

" Ciclo de vida de
Planococcus citri.

(Los autores, 2024)

2.3 Cochinillas y hormigas

Entre las hormigas y algunas especies de cochinillas se tiene una relacion simbi6tica
la cual se basa en el intercambio de recursos segin Bravo & Cordoba (2023), las hormigas
movilizan y protegen a la plaga de sus enemigos naturales a su vez ellas producen melaza, un

liquido azucarado que sirve de alimento para las hormigas (Garcia-Valente et al., 2009).

2.4 Hongos entomopatdgenos (HEPS)

Los HEPs son microorganismos (Mantzoukas et al., 2022), rivales naturales de los

insectos; capaces de terminar con poblaciones enteras de insectos plaga (Khan et al., 2012,
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Valbuena et al., 2021). Es una alternativa sostenible a los pesticidas quimicos, ya que son

seguros para la salud humana y el medio ambiente (Bava et al., 2022).

Gran parte de los HEPs pertenecen a las divisiones Entomophthoromycota e
Hypocreales. Ambos filos producen conidios y otras esporas asexuales; y cuando se
desarrollan pueden vivir como patégenos de artrépodos obligados o facultativos (Barra-

Bucarei, France & Pino, 2019).

2.4.1 Modo de accion

Los HEPs infectan a los insectos mediante un proceso que se divide generalmente en
cuatro etapas (Shin et al., 2020). La primera es conocida como adherencia de los hongos a la
superficie y en si es la union de los conidios donde las estructuras reproductivas, se adhieren
a la cuticula del insecto mediante interacciones hidrofdbicas y electrostaticas inespecificas
(Butt et al., 2016; Davit Colo et al.,2022), la fase de adhesioén es un condicionante es la fase
mas importante, ya que todo depende de la cantidad de esporas que se adhieren a la cuticula

para generar la muerte del insecto (Butt etal., 2016, Miranda et al., 2024).

La segunda etapa es la germinacion ocurre una vez que los conidios se han adherido,
germinan y forman el apresorio, una estructura que penetra la cuticula del insecto , durante
esta etapa sigue la penetracion ademas de actuar enzimas hidroliticas también participan
moléculas que inhabilitan las respuestas inmunitarias del huésped (Butt etal., 2016, Miranda
etal., 2024); para que el hongo finalmente ingrese y secreta fosfolipasa C para hidrolizar
los enlaces fosfodiéster que se encuentran en la membrana celular del huésped (Santi

etal., 2010, Miranda et al., 2024).

En la tercera etapa el hongo llega al hemocele, pasando de forma micelial a la forma



15

levaduriforme la cual les permite multiplicarse con mayor facilidad generando una ventaja
sobre el insecto (Téllez-Jurado etal., 2009, Miranda et al., 2024). La multiplicacién de las hifas

produce toxinas que matan al insecto (Shin et al., 2020).

Debido a la muerte del insecto los nutrientes se agotan como las fuentes de nitrégeno
esto provoca que adquiera su forma micelial (Freimoser et al., 2003, Miranda et al., 2024). Por
altimo, ocurre una dispersion de esporas y genera adhesion en un nuevo huésped (Tanada y

Kaya, 2012, Miranda et al., 2024).

lustracion 3 Ciclo biolégico de los hongos entomopatogenos
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(Los autores, 2024)

2.4.2 Mecanismos patogénicos

Los HEPs utilizan una variedad de mecanismos para causar la muerte de los insectos.
Los mecanismos mas comunes incluyen la toxicidad donde producen toxinas que matan a los
insectos. En segundo lugar, la infeccion ocurre cuando las hifas del patdgeno invaden los

tejidos del insecto, causando la muerte por malnutricion o dafio mecanico y otro de los mas
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comunes es la induccién de respuestas inmunes: Los hongos inducen respuestas inmunes en
los insectos, que pueden resultar en la muerte del insecto. (Nguyen et al., 2022). Los HEP
tienen un ciclo de vida complejo que incluye una fase parasitaria y una fase saprobia. En la
fase parasitaria, infecta y mata a un insecto, en la fase saprobia, el organismo crece en material

organico muerto (Kovaleva et al., 2022).

2.5 Composicion del consorcio entomopatogeno para biocontrol de cochinillas

Los hongos entomopatdgenos con mayor relevancia en el trépico se encuentra la
Beauveria bassiana uno de los méas estudiados en el mundo por ser el adversario de
patogenicidad comin para los insectos, perteneciente al orden Hypocreales y la familia
Cordycipitaceae, este patdgeno tiene una alta diversidad de huéspedes de aproximadamente
700 especies (Vega 2018: Akrich et al., 2023), provoca un crecimiento micelial blanco en
ninfas y adultos, las esporas asexuales tienen forma de hilados semiesféricos aplanados se
generan luego de 20 dias a 25° C (Sarubbi et al., 2023).

Tabla 2 Taxonomia Beauveria bassiana

Taxonomia
Reino Fungi
Filo Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Cordycipitaceae

Género Beauveria Vuill., 1912
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Especie Beauveria bassiana (Bals.-Criv.)
Vuill.

Fuente: Global Biodiversity Information Facility (GBIF, 2023)

El Metarhizium anisopliae forma parte de los patdgenos més estudiados del tropico
pertenece al orden Hypocreales, familia Clavicipitaceae (Golzan et al., 2023), genera un
crecimiento micelial septado empieza de color blanco, pero, cambia con el tiempo a un color
verde oscuro, crece tanto en ninfas como adultos sus esporas asexuales tienen una forma
cilindrica ovoide se generan luego de 15 dias a 25° C (Sarubbi et al., 2023).

Tabla 3 Taxonomia Metarhizium anisopliae

Taxonomia
Reino Fungi
Filo Ascomycota

Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Clavicipitaceae
Género Metarhizium Sorokin
Especie Metarhizium anisopliae

(Metschn) Sorokin

Fuente: Global Biodiversity Information Facility (GBIF, 2023)
El hongo Lecanicillium lecanii tiene un ritmo de colonizacion lento, puede afectar

tanto a ninfas como adultos (Amutha & Gulsar Banu, 2015), tiene una extensa cantidad de
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huéspedes, incluidos artrépodos como las cochinillas, pulgones entre otros, se caracteriza por
tener una larga vida util y un mecanismo de accion eficaz y una alta especificidad del huésped

(Ghaffari et al., 2017).

Tabla 4 Taxonomia Lecanicillium lecanii

Taxonomia

Reino Fungi

Filo Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Cordycipitaceae
Género Akanthomyces Lebert
Especie Lecanicillium lecanii (Zimm)

Zare & W.Gams

Fuente: Global Biodiversity Information Facility (GBIF, 2023)

El hongo Purpureocillium lilacinum pertenece a la familia Ophiocordycipitaceae fue
estructurado basandose en su importancia medica (Luangsa-Ard et al., 2011). Las temperaturas
en las que puede sobrevivir este patdgeno tienen un amplio rango desde los 8 a 38 °C con

temperaturas optimas de 26 a 30° C (Srilakshmi et al.,2017).
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Tabla 5 Taxonomia Purpureocillium lilacinum

Taxonomia
Reino Fungi
Filo Ascomycota

Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Ophiocordycipitaceae
Género Purpureocillium Luangsa-ard et

al.

Especie Purpuerocillium llacium (Thom)

Fuente: Global Biodiversity Information Facility (GBIF, 2023)

El Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Lecanicillium lecanii son hongos
efectivos en diferentes plagas de insectos y en diferentes estadios de los insectos (Bidyarani
Devi et al., 2016) estos patogenos aplicados en cochinillas evidencian efectividad, sus
mecanismos de accion tienden a tener diferentes tiempos de duracién en cada una de las fases

de su ciclo bioldgico (Amutha & Gulsar Banu, 2015).

Los organismos Lecanicillium lecanii y la Beauveria bassiana han demostrado que
penetran la cuticula de las ninfas de Planococcus citri ya que producen lipasas, proteasas y

quitinasas que en combinacion degradan la cuticula (Avalos Vela & Wilson-Kugg, 2015).

Los especimenes Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae presentan distintos

mecanismos de accion ya que eliminan el insecto y ademas forman relaciones de beneficio
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con las plantas (Litwin et al., 2020).

251 Condiciones de crecimiento

Diversos estudios muestran que la temperatura promedio 6ptima para HEPs del filo

Hypocreales es de 30 C y un porcentaje de humedad relativa del 95% (Kamga et al., 2022).

2.6 Aplicaciones de los hongos entomopatdgenos

Los HEP se utilizan para el control de plagas en una amplia gama de cultivos,
incluyendo cereales, frutas, hortalizas y ornamentales, también se utilizan para el control de

plagas forestales y urbanas (Pacheco et al., 2019).

Estos microorganismos usados como bioinsecticidas tienen caracteristicas destacables
como: seguridad al mostrar poco o nulo impacto en el medio ambiente o salud humana;
resistencia, ya que, aunque pueden generar resistencia esta no es absoluta (Dubovskiy et al.,
2013); selectividad, ya que algunas especies infectan ciertas especies 0 un grupo de insectos;
no producen residuos; se pueden producir masivamente con sustratos accesibles como el arroz

(Hidalgo & Tello, 2022); (Barra-Bucarei, France & Pino, 2019).

Aunque son una alternativa sostenible, los HEPs son susceptibles a las condiciones de
temperatura, humedad, radiacion ultravioleta y uso de otros pesticidas. Por estas razones se
recomienda almacenar correctamente los bioinsecticidas a base de HEPs y realizar su
aplicacién recomendada por la empresa, ademas, es recomendado conocer el manejo
fitosanitario en cultivos cercanos por si estos pueden generar afectaciones, por ejemplo, por el

uso de pesticidas (Barra-Bucarei, France & Pino, 2019).
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2.7 Limon (Citrus x aurantiifolia (Christm.) Swingle)

El limdn Citrus x aurantiifolia (Christm.) Swingle es una de las frutas mas consumidas
mundialmente y una de las més cultivadas del Ecuador (Santistevan et al., 2015). Conocida
vulgarmente como limén sutil tiene una forma ligeramente redonda, con un extremo conico.
Su sabor es muy acido, jugoso y con un aroma fuerte (Indriyani et al.,2023). Las plagas que
suelen atacar son moscas blancas, escamas o cochinillas del tronco y follaje, las cochinillas se
suelen ubicar en el céliz y por su picadura puede provocar la caida de su follaje, una vez que
los frutos son grandes la cochinilla prefiere ubicarse en la zona de contacto entre fruto y hoja,
atraen actividad fumagina la cual deteriora la planta (Castillo, 2019).

Tabla 6 Taxonomia Citrus x aurantiifolia (Christm.) Swingle

Taxonomia
Reino Plantae
Filo Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Sapindales
Familia Rutaceae
Género Citrus L.
Especie Citrus x aurantiifolia

Fuente: Global Biodiversity Information Facility (GBIF, 2023)
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Capitulo 111

Materiales y métodos

2.8 Lugar de estudio y ubicacién geografica

Esta investigacion fue evaluada bajo condiciones controladas, en los predios de la

Universidad Politécnica Salesiana sede Guayaquil.

2.8.1 Toma de la muestra

Las muestras fueron obtenidas de los arboles presentes en la universidad. Se recogieron

cochinillas para su identificacion y posterior aplicacion de los tratamientos.

2.8.2 Recoleccion de cochinillas

Para la colecta del material entomoldgico, se realiza un muestreo aleatorio en todo el
campus para identificar las cochinillas con caracteristicas similares a la Planococcus citri, para
facilitar la recoleccién se usa un pincel y se sitian los ejemplares en un envase para su posterior

analisis.

2.9 Identificacion de Planococcus citri.

Se utilizé6 un estereomicroscopio para hacer una comparacion con las claves
taxonomicas correspondientes al espécimen basadas en la caracterizacion morfologica

propuesta por Williams y Granaras (1992), y Wakgari y Giliomee (2005).
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2.9.1 Caracterizacion morfoldgica

llustracion 4 Diagramas de los estadios de las hembras de Planococcus citri; (A) Primer
estadio. (B) Segundo estadio. (C) Tercer estadio. (D) Cuarto estadio.
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(Wakgari & Giliomee, 2005)

29.2 Recoleccion de Planococcus citri.

Una vez identificada la Planococcus citri mediante estereomicroscopio, se realiz6 un
muestreo focalizado seleccionando las areas que habian sido analizadas con anterioridad en
las cuales se hubo presencia del artrépodo, se determind en qué plantas habia una mayor
poblacion de la plaga para facilitar la identificacion de sus nidos y la recoleccién de
especimenes. Este proceso de recoleccion se llevé a cabo durante una semana

aproximadamente.

2.10 Infeccion

Para iniciar el proceso de infeccion, se visualizaron las cochinillas con un
estereomicroscopio para identificar la especie (Planococcus citri) y seleccionar las
cochinillas vivas. Se utilizo la metodologia de Buena y colaboradores (2019) los cuales

recomiendan usar gasa para la aplicacion de las cochinillas a la planta. Se separaron en grupos
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de 20 por cada gasa, con un total de tres gasas por cada planta obteniendo un total de 60

cochinillas por planta, el proceso de infeccidén se complet6 en aproximadamente 3 dias.

2.10.1 Acoplamiento

Una vez que los érboles de Citrus x aurantiifolia estuvieron infectados con
la Planococcus citri se esperd dos semanas a que el insecto se acoplara a la nueva planta

hospedera, se controlaron las condiciones para asegurar el éxito del proceso de acoplamiento.

2.11 Disefio factorial para la evaluacion de la eficacia del consorcio

entomopatdgenos en Planococcus citri.

Para la investigacion se realiza un disefio factorial completo con 3 factores y 3 niveles
en tratamientos y concentracion de tratamientos, 1 nivel para el control negativo, permitiendo
evaluar todos los efectos e interacciones.

Factor 1: Mortalidad: Planococcus citri (Variable dependiente)

Factor 2: Tratamientos: T1, T2y T3

Factor 3: Concentracion tratamientos: C1, C2y C3

Tabla 7 Factor 2 Tratamientos

Factor 2: Tratamientos

T1 (control negativo) Agua
T2 (control positivo) Insecticida quimico (Detergente potasico)

T3 (unidad experimental) ~ Consorcio (Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, Lecanicillium lecanii y Purpureocillium

lilacinum).
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Tabla8 Factor 3 Tratamientos

Factor 3: Concentracion T2 T3

C1 200% 30,22 piv 2.0.410%conidios/ml
C2 100% 15,11 piv 1.0410%onidios/ml
C3 50% 7,55 plv 5.0.4108conidios/ml

La concentracion en el T1 correspondiente al control negativo es Unica.

En el factor 1 presenta un nivel lamortalidad, el factor 2 tres niveles los 3 tratamientos
y en el factor 3 siete niveles las 7 diferentes concentraciones por lo cual se requieren 21
plantas de limén Citrus x aurantiifolia de entre 4 a 6 meses para la aplicacion de los

tratamientos en la experimentacion.

2.12 Aplicacion de los tratamientos

Para la aplicacion de los tratamientos a las plantas se utilizé equipo de proteccion
completo, incluyendo guantes, botas, mascara y gafas, para evitar cualquier contacto directo
con el producto ademas se realiz6 la aplicacion en un area con ventilacion éptima para
prevenir la contaminacion cruzada. Tras la aplicacién, se esperd una hora antes de regresar
las plantas a las casetas construidas para su proteccion,

Para la experimentacion se construyeron casetas para dar resguardo de depredadores
y agentes externos que puedan afectar la muestra, durante este periodo las plantas se

mantuvieron en condiciones controladas de temperatura (24°C) sin recibir luz directa.
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llustracién 5 Aplicacion de los tratamientos.

(Los autores,2024)

2.13 Metodologia para el conteo de mortalidad de Planococcus citri.

Una vez aplicados los tratamientos se tomaron resultados de mortalidad a los 5, 10 y
15 dias, el conteo de Planococcus citri se realizé de forma manual; se seleccioné de cada una
de las plantas una hoja por muestreo al azar para luego ser observada en el
estereomicroscopio se examiné toda la superficie de la hoja, incluyendo el anverso, reverso
y borde. Donde se dividieron las cochinillas en dos grupos vivas y muertas, los criterios
morfoldgicos para su clasificacion fueron las cochinillas vivas deben ser moviles con cuerpo

blando las muertas deben estar inmoviles, el cuerpo rigido.
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2.14 Analisis estadistico

2.14.1 Estadistico para calcular la mortalidad.

Finalmente, se realiza la evaluacion estadistica de los tratamientos calculando el
porcentaje de mortalidad de la plaga con la formula mencionada por (Gémez Herrera et al.,
2018).

Porcentaje de mortalidad de las cochinillas

N° de insectos muertos
%M = =100
Total de insectos

2.14.2 Estadistico para calcular la eficacia.

Se calcul6 la eficacia en relacion a la variable nimero de individuos muertos
(mortalidad) de una poblacion homogénea por lo cual se decidié usar la férmula descrita por

Schneider-Orelli (1947).

Porcentaje de eficacia del consorcio entomopatdgeno

Y%or=( % de mort. en muestra tratada — % de mort. en muestra testigo100 — % ae mort. en ) % 100
0 =
muestra testigo

%E= Porcentaje de eficacia.
%mort. en muestra tratada (Porcentaje de mortalidad del T3)

%mort.en muestra testigo (Porcentaje de mortalidad del T1 o T2)

2.14.3 Andlisis de Varianza (Anova)

Se us6 el software estadistico IBM SPSS Statistic version 25 para realizar la prueba
de homogeneidad, normalidad y ANOVA unidireccional de los datos obtenidos de la

mortalidad y para las gréficas se usé las hojas de calculo de Google.
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El anélisis de varianza (ANOVA) es una herramienta estadistica fundamental en la
investigacion bioldgica, ya que permite comparar la influencia de més de 2 factores
independientes sobre una variable de interés (Azizi et al., 2022). En esta investigacion la
variable a analizar es la mortalidad.

Para poder realizar la prueba de ANOVA unidireccional se debe cumplir 3 requisitos,
primero debe haber mas de 2 variables independientes, punto nimero dos deben seguir una
distribucion normal en cada uno de los grupos, la prueba a utilizar depende del nimero de
muestra si la muestra es menor a 50 como es en nuestro caso se utiliza la prueba de Shapiro-
Wilk, como tercer requisito debe existir homogeneidad de varianzas en cada grupo esto se lo
puede confirmar con la prueba de Levene (Azizi et al., 2022).

Al interpretar la prueba de ANOVA se debe conocer el p-valor para determinar si es
menor a 0,05 y aceptar la hipotesis alternativa que plantea que hay diferencias significativas
entre tratamientos en caso de ser mayor a 0,05 se acepta la hipétesis nula que demuestra que

no existen diferencias significativas en los tratamientos (Azizi et al., 2022).

2.15 Clorofila

Al medir la clorofila se usoé el equipo digital AMTAST el cual es un medidor
de contenido relativo de clorofila en hojas (unidad SPAD) con un rango de medicién de
clorofila: 0,0 - 99,9 SPAD es de alta sensibilidad con un intervalo de tiempo de medicién es
de menos de 3 segundos.

Se llevaron a cabo las mediciones de clorofila de todas las plantas antes y
después de las aplicaciones de los tratamientos para luego comprobar si hubieron diferencias

significativas en la clorofila de alguno de los tratamientos.
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2.15.1 Estadistico clorofila

Se calcul6 el promedio de cada uno de los valores obtenidos por el medidor
de clorofila en cada uno de los tratamientos con sus respectivas concentraciones, se aplicaron
las pruebas de normalidad y homogeneidad mencionadas anteriormente para luego
determinar si hubo diferencias significativas de clorofila en los tratamientos.

Al no cumplir con requisito de homogeneidad no se puede realizar la prueba

de ANOVA unidireccional por lo cual se deberia aplicar ANOVA de Welch ya que este no
se ve afectado por varianzas desiguales, para este andlisis se realiz6 la prueba post hoc de
Tukey para correlacionar las medias y ver las diferencias significativas entre los tratamientos.

Al efectuar la prueba de normalidad y homogeneidad de la clorofila se uso el

programa IBM SPSS Statistic version 25, para aplicar el ANOVA de Welch y la prueba post

hoc de Tukey se uso la libreria pingouin (0.5.4) de Python version (3.10).
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Capitulo IV

Resultados y discusiones

4.1 Resultados del acoplamiento con Planococcus citri en el limon Citrus x

aurantiifolia.

El proceso de acoplamiento de las cochinillas a las plantas de limén durd dos
semanas, luego de ese periodo, se pudo observar formacion de varios ovisacos en todas las
plantas, ademas se encontro presencia de melaza el cual refleja que la poblacion estaba activa

y establecida.
llustracién 6 Infeccion de la cochinilla en la planta de limén; (A) Presencia de ninfas
y ovisaco de Planococcus citri en la planta de limon Citrus x aurantiifolia. (B)
Melaza encontrada en las hojas de la planta de limén Citrus x aurantiifolia.

(Los autores, 2024)

4.2 Resultado de mortalidad de las cochinillas Planococcus citri

El tratamiento 3 correspondiente al consorcio entomopatégeno compuesto por las

especies Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Lecanicillium lecanii y
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Purpureocillium lilacinum a una concentracion de 2.0410%onidios/ml se observa un
promedio total a lo largo de los 15 dias de 47,80% de mortalidad, donde alcanza el punto mas

alto en el dia 10 con un 86% de mortalidad como se observa en la ilustracion 7.

llustracién 7 Mortalidad de Planococcus citri en tratamiento T3 (HEPS) a
concentracion de 2. @x 10%onidios/ml en los dias 5, 10 y 15.

Mortalidad de Planococcus citri T3_C1
T3 (HEPs) 2.0x10"9 conidios/ml
100,00%

75,00%

50,00%

Mortalidad

25,00%

0,00%

5d 10d 15d

Tratamientos

(Los autores, 2024)

La unidad experimental en concentracion 1.0.x10°onidios/ml del tratamiento 3

obtuvo un promedio del 84% de mortalidad, el mayor porcentaje se obtuvo el dia 10 con un

96% como se muestra en la ilustracion 8

llustracién 8 Mortalidad de Planococcus citri en tratamiento T3 (HEPS) a
concentracion de 1. 0x 10°/ml en los dias 5, 10y 15.

Mortalidad de Planococcus citri T3_C2
T3 (HEPs) 1.0x10"9 conidios/ml
100,00%

75,00%

50,00%

Mortalidad

25,00%

0,00%

10d 15d

Tratamientos

(Los autores, 2024)
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El T3 de la concentracion 5.0+10%onidios/ml alcanzé su punto méaximo de
mortalidad el dia 15 con un 80% y con un promedio general de todos los dias del 71%
reflejado en la ilustracion 9.

llustracion 9 Mortalidad de Planococcus citri en tratamiento T3 (HEPS) a
concentracion de 5. Ox10%onidios/ml en los dias 5, 10y 15.

ortalidad de Planococcus citri T3_C3
T3 (HEPs) 5.0x10*8 conidios/ml
80,00%

60,00%

40,00%

Mortalidad

20,00%

0,00%

10d 15d
Tratamientos

(Los autores, 2024)

El mayor porcentaje de mortalidad lo produjo el tratamiento 3 con concentracion de
1.0410° conidios/ml alcanzando un promedio individual del 84%, seguido de la
concentracion 5.04108 conidios/ml con un 71%; mientras que el menor porcentaje del

tratamiento 3 lo present6 la concentracion 2.0.410° con un promedio del 47,80%.

El andlisis de los resultados correspondientes al porcentaje de mortalidad de
Planococcus citri al evaluar el tratamiento 3 a diferentes concentraciones de las unidades
experimentales en el lapso de 15 dias alcanzé un promedio total del 67,63% a diferencia del

tratamiento 1 que mostrd una mortalidad del 2,5%.
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4.3 Estimaciéon de la eficacia de los tratamientos del consorcio

entomopatogeno.

Segun la férmula descrita por Schneider Orelli para calcular el porcentaje de eficacia
de un tratamiento que siguen una distribucion normal, se pudo obtener los valores
porcentuales de la eficacia de cada uno de los tratamientos T3 (HEPS) en sus tres
concentraciones 2.0 x 10° conidios/ml, 1.0 x 10° conidios/ml y 5.0 x 10® conidios/ml
como se describe en la ilustracion 10.

llustracion 10 Porcentajes de eficacia de las concentraciones del tratamiento 3.

100,00%
75,00%
50,00%

25,00% :
2093%

0,00%

T3 (2.0x10"3conidios/ml) T3 (1.0x10*9conidios/ml) T3 (5.0x10"8conidios/ml)

(Los autores, 2024)

La concentracion T3 1.0410° conidios/ml demostro el mayor porcentaje de eficacia
alcanzando un 83,76% frente a él T1 control negativo, seguido de la concentracion 5.0.¢10°
conidios/ml con un valor cercano del 66,06% y por ultimo la concentracion 2.0410°

conidios/ml tuvo el menor porcentaje de efectividad con un 20,93%.
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Ademas, se calcul6 con la formula de Schneider Orelli el porcentaje de eficacia de
todo el T3 en frente al T1 (control negativo) y el T2 (control positivo) se saco el porcentaje

final de cada uno de los tratamientos para asi obtener el nivel de eficacia.

lHustracion 11 Porcentajes de eficacia del T3 frentea T1y T2.

Eficacia de T3 (HEPs) con la formula Schneider-Orelli.

l

T1 (Control) 70,74%

T2 (Quimico)

0,00% 20,00% 40,00% 60,00%

Eficacia T3 (HEPs)

(Los autores, 2024)

Los porcentajes mostraron resultados mayores al 50% en ambos casos, la comparativa
con el control negativo el T1 lleg6é a un 70,74% de efectividad de todo el T3 (consorcio

entomopat6geno) y un 57,09% de efectividad frente al T2 (control quimico).
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4.4 Comparacion de la eficacia de tratamientos T3y T2.

44.1 Analisis de datos

Para comprobar la eficacia del T3 (consorcio entomopatogeno) a través de su

mortalidad y compararlo con el control positivo el T2 (detergente quimico) a 3

concentraciones en un periodo de 15 dias con toma de muestra cada 5 dias, se realizaron 18

lecturas: 9 con el consorcio entomopatogeno y 9 con el detergente quimico como se puede

observar en la Tabla 10.

Tabla9 Porcentaje de mortalidad de los tratamientos.

Porcentaje de mortalidad de los tratamientos

Dia T3C1 T3C2 T3C3 T2ClL T2C2 T2C3
I T T [ [ [ [ L
5 0,50 0,76 0,55 0,46 0,17 0,35
10 0,86 0,96 0,78 0,51 0,59 0,67
15 0,08 0,80 0,80 0,70 0,23 0

Tabla. (Los autores, 2024)

Se realizaron diferentes pruebas estadisticas como la prueba de Shapiro-Wilk y se

pudo demostrar que todos los tratamientos siguen una distribucién normal como se puede ver

en la ilustracion 12. La prueba de Levene fue otra prueba estadistica que se realiz6 para

obtener el valor de 0.355 verificando la homogeneidad de las varianzas de cada uno de los

grupos Anexo 3.



llustracion 12 Distribucién normal de los tratamientos T2y T3.

B Mortalidad T3 (HEPS) Mortalidad T2 (Quimico)
1,00

0,50

o
[
o

0,00
C1_5d C1_10d C1_15d C2_5d C2_10d C2_15d C3_54 C3_10d C3_15d

(Los autores, 2024)

Se decidié realizar la prueba ANOVA para determinar si existe diferencia

significativa entre tratamientos.

llustracion 13 Analisis de varianza

ANOVA
Mortalidad
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups 620 5 124 2052 143
Within Groups 726 12 060

Total 1.346 17
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En este caso en el anélisis de varianza el valor de (p=0,143) demostr6 que no hay
diferencias significativas entre los T2 y T3 en ninguna de las concentraciones, por lo que se

descarta la utilizacion de la prueba post hoc de Tukey.

4.5 Resultado de mortalidad de las cochinillas Planococcus citri.

La mortalidad de las cochinillas observadas del grupo control (T1), al igual que el
grupo experimental conformado de HEPs (T3) se cuantifican en 3 tomas de forma individual
a los 5, 10 y 15 dias después de la aplicacion del tratamiento 3, para cada muestreo se
recolectdé una hoja por cada planta infectada, en los siguientes graficos se muestran los
porcentajes de mortalidad del grupo control y el grupo experimental con los datos

recopilados.

En la muestra control a lo largo del periodo de 15 dias de experimentacion con el
método antes mencionado Unicamente se encontr6 mortalidad al dia 5 de experimentacion
representado por 10 cochinillas muertas, determinando un 2% de mortalidad como se detalla
en la ilustracion 14.

llustracion 14 Mortalidad de las cochinillas Planococcus citri T1 frente a T3

Mortalidad de Planococcus citri en T1

Muertas

Vivas

(Los autores, 2024)
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4.6 Comparacion de los niveles de clorofila del T1, T2, T3 frente a las plantas

antes de su experimentacion.

Se clasificaron 8 tratamientos, 3 para el T3 (consorcio entomopatdgeno), 3 parael T2
control positivo (detergente quimico), 1 del T1 de control negativo y 1 para todos los 24

arboles en que se tomaron la cantidad de clorofila antes de cualquier tratamiento.

Los tratamientos presentan una distribucion normal mediante el estadistico de
Shapiro-Wilk representado en el Anexo 5 ademas se realiza la prueba de Levene donde las

varianzas en cada grupo no presentan homogeneidad de varianzas Anexo 6.

Se eligiéo un ANOVA de Welch ademas se aplicd una prueba de Tukey mediante la
libreria pingouin (0.5.4) de Python (3.10) que se presenta en la Anexo 7. Se conoce que este
método ajusta los grados de libertad y las sumas de cuadrados para ver las diferencias en las
varianzas entre los grupos no homogeéneos, los resultados indican que hay diferencias
significativas entre al menos dos grupos de tratamientos, con un valor de p (0.000717).
Ademas, el tamafio del efecto (np2) es relativamente alto (0.787918), indicando que los

tratamientos explican una gran proporcion de la variabilidad observada en los datos.

Estos resultados indican las comparaciones especificas entre los tratamientos donde
se encontraron diferencias significativas. La interpretacion se realiza considerando el p-valor

y otras métricas como el Factor de Bayes (BF10) y el tamafio del efecto (Hedges' g).

Se encontr6 que el tratamiento T3 en concentracion C1 (2.0410° conidios/ml)
demuestra una diferencia significativa entre el y el tratamiento T3 con concentracion C3

(5.0410% conidios/ml) con un (p-unic = 0,009859) menor a 0,05. Esto sugiere que estos
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tratamientos tienen un impacto significativamente diferente en la cantidad de clorofila

presente en los arboles con tratamientos de diferentes concentraciones.

Se observa una diferencia significativa entre el tratamiento T3 en concentracion C1
(2.0410° conidios/ml) y el tratamiento T2 con concentracion C1 (30,22 p/v) con un valor de
(p-unic = 0.031713) el cual implica que los tratamientos tienen un impacto significativamente

diferente en la cantidad de clorofila en comparacién entre si.

Existe una diferencia significativa entre el tratamiento T3 en concentracion C1
(2.0410° conidios/ml) y el tratamiento T2 con concentracion C2 (15,11 p/v) con un valor de

(p-corr = 0.012579).

Ademas, se encuentra un valor de (p-corr = 0.008383) demostrando diferencias
significativas del T3 en concentracion C1 (2.0410° conidios/ml) y el tratamiento T2 con
concentracion C3 (7,55 p/v). A su vez se encontrd una diferencia significativa en los niveles
de clorofila con un valor de (p-unic = 0.049781) en el tratamiento T3 en concentracion C1

(2.0410° conidios/ml) y los ejemplares antes del tratamiento.

Se encontraron diferencias significativas en los niveles de clorofila en el tratamiento

T1 (control negativo) frente a las muestras antes del tratamiento.

4.7 Discusion

Aunque existen varios trabajos enfocados en el control biolégico de cochinillas, la
mayoria se centran en el uso de una cepa de hongo, en lugar de un consorcio entomopatogeno.
La relevancia de la declaracion previa es que los consorcios muestran interacciones, positivas

0 negativas, que afectan su eficacia como biocontrol. Por ejemplo, un consorcio compuesto
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de dos cepas de Beauveria bassiana, mostro un 17% mas de mortalidad que los tratamientos
usaron cepas individuales; sin embargo, su porcentaje de mortalidad fue bajo: 30 %. Se
encontraron metabolitos en los insectos muertos tratados con el consorcio que pueden
suprimir el sistema inmune de la oruga (Da Costa Stuart et al., 2023). En otra investigacion,
se determiné que la combinacion de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae fue méas
virulenta que usar cepas individuales, contra plagas insecto de Momordia charantia
(Naveeda, 2018).

Los tratamientos de HEPs en cochinillas bajo ambientes de laboratorio controlado
suelen mostrar mayor efectividad que los analizados en campo, debido a las condiciones
controladas una vez conociendo esto se declara lo siguiente el alto porcentaje de mortalidad
que demostraron algunos de los tratamientos en nuestra investigacion se infiere que es
causado por la correcta aplicacién de los mismo, la poca exposicion a sus depredadores
naturales y diferentes condiciones externas, asegurando asi que los tratamientos actuaran
sobre la Planococcus citri, ademas se debe considerar que todos los tratamientos estuvieron
bajo una temperatura controlada (24°C) este es un punto a considerar ya que los hongos no
tienen un desarrollo adecuado ante temperaturas desfavorables (Cloyd y Herrick, 2023).

Se sugiere que ese es el motivo de que el tratamiento experimental 3 de (HEPS) tuvo

un mayor valor porcentual en su mortalidad a comparacién del tratamiento T2 (detergente
quimico), aunque en niveles de eficacia se pudo demostrar que estadisticamente son iguales.

En el estudio de Buena y colaboradores (2019) se demostré mortalidad Unicamente
en uno de sus productos con un promedio general del 38,32% mostrando un mayor nivel de

mortalidad el dia 14, el segundo y tercer producto de ese estudio no mostraron una mortalidad



41

en la cochinilla (Nipaecoccus nipae Maskell) mayor a un 10% adem&s no mostraron
diferencias significativas con el testigo.

A diferencia de los resultados obtenidos en nuestra investigacion los cuales
mencionan que el tratamiento 3 en todas sus concentraciones genera mortalidad y muestra
diferencias significativas con el testigo, las concentraciones de 2.0410° conidios/ml vy
1. 0410° conidios/ml revelan un indice de mortalidad mayor el dia 10 llegando a un 86% y
96% ese dia pero con un promedio general de 47,80% y 84% al contrario de la concentracion
5. 04108 conidios/ml del consorcio que muestra mayor mortalidad el dia 15 alcanzando un
80% y con un promedio general de todos los dias del 71% nuestro estudio al igual que el de
Buenay colaboradores (2019) se encontro que la respuesta de la mortalidad de las cochinillas
aungue sea en uno de sus tratamientos lleg6 a su punto méximo después del dia 10.

Al igual que los resultados obtenidos, los HEPs muestran una eficacia alta en un
estudio basado en el uso de cepas de Metarhizium anisopliae y Metarhizium robertsii para el
control bioldgico de Puto barberi bajo condiciones de laboratorio, que resulto en porcentajes
de 75,9%y 85,4, respectivamente; mientras que, la aplicacion de estos HEPs en los alméacigos
produjo la reduccion de la poblacion de cochinillas en 55% y 78%. Mostrando que
Metarhizium robertsii posee una mayor eficacia contra esta cochinilla. (Géngoray Gil, 2020)

Mejores resultados que los obtenidos se muestran en la investigacion de Karaka y
colaboradores (2016). Bajo condiciones de laboratorio, se analizan cepas individuales de
Beauveria bassiana, Paecilomyces fumosoroseus y Paecilomyces lilacinus. Se expone que la
primera cepa muestra un 100% de mortalidad al dia 5, el segundo y el tercero llegan a un

82% y un 96% de mortalidad, respectivamente, al septimo dia.
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Una concentracion alta de clorofila es signo de la salud de una planta 'y es un indicador
de la tasa de fotosintesis (Mohesh & Basumatary, 2018). Y, la infesta por herbivoros supone
una afectacion indirecta al crecimiento de una planta por la supresion de actividad
fotosintética; en un estudio se determind que despueés de 38 dias con una infesta inicial alta
de cochinillas de la especie Phenacoccus solenopsis, del género Pseudococcidae, se mostrd
una reduccion de un 57,3% en el contenido relativo de clorofila en tomate (Huang et al.,
2013).

En estudios recientes, se ha analizado la capacidad endofita de los HEPs. En el trabajo
de Veloz-Badillo y colaboradores (2019) se analiza la capacidad endo6fita de Beavueria
bassiana, resultando en no encontrar efectos en la concentracion de clorofila (en unidades
SPAD). Mientras, la investigacion de Greenfield y colaboradores (2016) muestra una
contribucion negativa de la concentracion del contenido de clorofila en hoja, luego de
emplear diferentes concentraciones de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae. Por
otro lado, después de la inoculacién en raices de Triticum durum L. cv. Calero (trigo) con
Metarhizium brunneum, la concentracion de clorofila incrementd, pero en hojas jovenes
(Gonzalez—Guzman et al., 2020).

Mostrando resultados diferentes en el presente trabajo, dado que se muestran
diferencias significativas de la concentracion de clorofila en hojas entre el tratamiento T3 en
concentracion C1 comparado con los tres tratamientos empleando el control positivo

(detergente quimico) y el antes del tratamiento.
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Capitulo V

Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

° El mayor porcentaje de mortalidad lo produjo el tratamiento 3 con
concentracion de 1.0410° conidios/ml alcanzando un promedio individual del 84%
en todo el tiempo de experimentacion. El consorcio muestra mayor mortalidad contra

el control negativo y control positivo.

° Las concentraciones altas en el tratamiento 3 demostraron un efecto
letal a corto plazo y en concentracion baja mostré un mayor grado de mortalidad al

dia 15, indicando un efecto gradual de letalidad

° Se revel6 que en términos de eficacia el tratamiento 2 correspondiente
al control positivo y el tratamiento 3 del consorcio de hongos entomopatdgenos son

estadisticamente iguales a lo largo del periodo de experimentacion.

° El tratamiento 3 correspondiente al consorcio de hongos
entomopatogeno demostrd ser una alternativa eficaz al insecticida quimico para el
control de Planococcus citri, debido a que se observé una mayor mortalidad de la
plaga y una reduccién significativa de la poblacion con el uso del tratamiento 3 frente

al T1 control negativo y T2 control positivo.

° El tratamiento 3 concentracion 2.0x10%onidios/ml demostro un
aumento significativo con el nivel de clorofila de todos los tratamientos 2, con el

tratamiento 3 concentracion 5.0410® conidios/ml y con el porcentaje de clorofila
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antes de la aplicacion de los tratamientos, concluye que la presencia de hongos puede

ser un factor estimulante para la sintesis de clorofila.

5.2 Recomendaciones

° Se recomienda extender el periodo de experimentacion para evaluar el
efecto que podria llegar a tener los tratamientos en un tiempo mayor de 15 dias.

° Se sugiere evaluar el comportamiento de las cochinillas debido a que
en alguna de nuestras plantas de experimentacion se las encontraron escondidas, se
infiere que esta conducta podria estar relacionada con la notoria presencia de agentes
mortiferos.

° Es aconsejable probar los tratamientos a condiciones naturales para
probar su efectividad, en especial el de hongos entomopatdgenos para confirmar si es
un factor determinante la temperatura.

° Se advierte que podrian aparecer hormigas al paso de los dias de la
experimentacién lo cual es aconsejable, especialmente en estudios de mayor
duracion, examinar la interaccion entre las hormigas y las cochinillas.

° Es recomendable evaluar si los tratamientos con hongos
entomopatdgenos muestran una disminucion en la eficacia en presencia de hormigas.

° Se indica que es debido realizar una aplicacion periddica de los
productos, ya que algunas cochinillas tienden a formar sus ovisacos, y las ninfas
pueden llegar a evitar el contacto directo con el tratamiento.

° Se recomienda continuar evaluando los porcentajes de clorofila, ya

gue hasta el momento solo se ha considerado el valor total de la clorofila, sin
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identificar otras formas especificas de clorofila ni realizar un examen a través de
espectroscopia, lo que podria aportar informacion adicional y detallada sobre las
diferentes variantes de clorofila presentes en las plantas y como pueden llegar afectar
a las mismas.

° Es aconsejable hacer un estudio para determinar las especies
predominantes de cochinillas encontradas en el campus Maria Auxiliador de la
Universidad Politécnica Salesiana.

° Se sugiere aplicar los tratamientos a otras especies de cochinillas, ya

que existe una gran diversidad de estos insectos en el campus.
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7.1 Anexos

Capitulo VII

Anexos/apéndices

Anexo 1 Conteo de cochinillas del T1
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T1 (Control)

Dias 5d
Cochinillas muertas 4 4
Cochinillas vivas

Mortalidad%

Total 21 62 8 91

1

10%

10d

0

%

1

17 58 7 82 4 52 278 334 3 32 11

0%

552 278 335 4 33 11

%

54

0%

48

Total

10

470

2%

474

Anexo 2 Tabla de los resultados de la prueba de normalidad de T2 Y T3

Shapire-Wilk

Tratamiento

Mortalidad T3 C1 998 3 915
TR .893 3 363
1363 810 3 138
T2CE] .898 3 380
1282 855 3 .253
T224E3 999 3 951




Anexo 3 Tabla de prueba de Levene

Test of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
Mortalidad Based on IMean 1.129 5 12 .397
Based on Median 157 5 12 597
Based on Median and with 157 5 8.649 .603
adjusted df
Based on tnmmed mean 1.109 5 12 405

Anexo 4 Tabla de los tratamientos (clorofila)

Planta Antes Resultado  Planta  Tratamiento Resultado
1 8 9,47 1 7,3
2 8 10,2 2 10,57
3 8 9,93 3 12,77
4 8 12,5 4 6,97
5 8 10,23 5 10,3
6 8 9,37 6 91
7 8 7,53 7 9,33
8 8 10,53 8 4,93
9 8 9,3 9 5,7

10 8 10,23 10 20,13
11 8 10,53 11 14,6
12 8 10,73 12 214
13 8 9,23 13 35,13
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14 8 9.1 14 2 18,8

15 8 10,8 15 2 17,57
16 8 9 16 3 9,3
17 8 10,43 17 3 7,03
18 8 10,23 18 3 9,13
19 8 8,63 19 7 17,6
20 8 9,7 20 7 18,5
21 8 9,07 21 7 18,37

Anexo 5 Prueba de normalidad de todas las hojas infectadas con el tratamiento
antes y después.

Tests of Normality
Shapire-Wilk

TratClorof

Clorofilla T3 C1 884 3 337
T3 C2 802 3 120
T3 _C3 806 3 128
T2 C1 987 3 185
T2 €2 975 3 695
T2 _C3 877 3 314
T1 774 3 054
Antes del Tratamiento 949 21 329

Tests of Normnality

Shapire-Wilk

TratClorof

Clorofiilla T3 Cl1 884 3 337
T3.C2 802 3 120
TS. C3 806 3 128
T2 C1 .987 3 185
T2 €2 975 3 695
T2 C3 877 3 314
T1 774 3 054
Antes del Tratamiento .949 21 329
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Anexo 6 Prueba de homogeneidad de todas las hojas infectadas con el tratamiento antes

y después.

Test of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic dfl df2 Sig.

Clorofiila

Based on Mean 15.551 7 34 000
Based on Median 1.762 7 34 .128

Based on Median and 1.762 7 3.146 339
with adjusted df

Based on timmed 13.408 7 34 000
mean

Anexo 7 Anova de Welch generada usando la libreria pingouin (0.5.4) de Python (3.10)

° pip install pandas pingouin openpyxl

E§ Requirement already satisfied: pandas in /usr/local/lib/python3.1@/dist-packages (1.5.3)
Collecting pingouin
Downloading pingouin-©.5.4-py2.py3-none-any.whl (198 kB)

Requirement
Requirement
Requirement
Requirement
Requirement
Requirement
Requirement
Requirement
Requirement

already
already
already
already
already
already
already
already
already

198.9/198.9 kB 4.5 MB/s eta ©:080:00

satisfied: openpyxl in /usr/local/lib/python3.1@/dist-packages (3.1.2)

satisfied: python-dateutil>=2.8.1 in /usr/local/lib/python3.1@/dist-packages (from pandas) (2.8.2)
satisfied: pytz>=2020.1 in /usr/local/lib/python3.1@/dist-packages (from pandas) (20823.4)
satisfied: numpy>=1.21.8 in /usr/local/lib/python3.108/dist-packages (from pandas) (1.25.2)
satisfied: scipy in /usr/local/lib/python3.10/dist-packages (from pingouin) (1.11.4)

satisfied: matplotlib in /usr/local/lib/python3.10/dist-packages (from pingouin) (3.7.1)
satisfied: seaborn in /usr/local/lib/python3.1@/dist-packages (from pingouin) (©.13.1)

satisfied: statsmodels in /usr/local/lib/python3.18/dist-packages (from pingouin) (©.14.1)
satisfied: scikit-learn in /usr/local/lib/python3.1@/dist-packages (from pingouin) (1.2.2)

Collecting pandas-flavor (from pingouin)
Downloading pandas_flavor-.6.8-py3-none-any.whl (7.2 kB)

Requirement
Requirement
Requirement
Requirement
Requirement
Requirement
Requirement

already
already
already
already
already
already
already

satisfied: tabulate in /usr/local/lib/python3.1@/dist-packages (from pingouin) (@.9.0)
satisfied: et-xmlfile in /usr/local/lib/python3.10/dist-packages (from openpyxl) (1.1.9)
satisfied: six>=1.5 in /usr/local/lib/python3.10/dist-packages (from python-dateutil>=2.8.1->pandas) (

satisfied: contourpy>=1.8.1 in /usr/local/lib/python3.10/dist-packages (from matplotlib->pingouin) (1.

satisfied: cycler>=0.1@ in /usr/local/lib/python3.1@/dist-packages (from matplotlib->pingouin) (©.12.1
satisfied: fonttools>=4.22.@ in /usr/local/lib/python3.1@/dist-packages (from matplotlib->pingouin) (4
satisfied: kiwisolver>=1.0.1 in /usr/local/lib/python3.1@/dist-packages (from matplotlib->pingouin) (1

Anexo 8 Diversidad de cochinillas en el campus.

[ 1 from pingouin import pairwise_ttests # Para la prueba post hoc

[ 1 # Nombre del archivo Excel
archivo_excel = ‘Dataclorofila.xlsx’

# Cargar el archivo Excel en un DataFrame
pd.read_excel(archivo_excel)

af =

import pandas as pd
import pingouin as pg

# Cargar el archivo Excel en un DataFrame
pd.read_excel{ 'Dataclorofila.xlsx')

df =

# Realizar ANOVA de lWelch
resultado_anova = pg.welch_anova(dv="Resultado’, between='Tratamiento’, data=df)
print(resultado_anova)

=

Source ddofil ddof2 F p-unc np2
©® Tratamiento 7 6.947141 16.88624 ©.609717 ©.787918



Especie

Superficie dorsal

Superficie ventral

Orthezia sp.

Phenacoccus solani

Pseudococcus

calceolariae

Pseudococcus longispinus

Planococcus sp.
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Anexo 9 Estructuras construidas para mantener en condiciones controladas a las plantas
"‘!!. ; /AN u' I\ /0N /B8\ /B\ /B\
TAY TAY VAN TAY 74 7 —~aa | n‘wr‘ \l/ \I
"o AN Talig ‘ : A% ¢ .7 ¥
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Anexo 10 Medicion de clorofila antes y después de los tratamientos




Anexo 11 Recoleccion de cochinillas
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Anexo 14 Aplicacion de los tratamientos.

68



Anexo 17 Presencia de hormigas en planta de limén
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Anexo 19 Ficha técnica de consorcio de hongos entomopatdgenos

FICHA TECNICA

Pasaje Amazonas N51-31 y Rio Arajuno
Teléfonos: +593 2-3302144/ 0998331002
E mail: francisco.zurita@ecbiotech.com
www.ecbiotech.com

BEFICAX

INSECTICIDA BIOLOGICO (de amplio espectro)

EFICAX, es un insecticida bioldgico de tipo microbial, de amplio espectro,
formulado con conidios de cuatro diferentes cepas de hongos entomopatégenos:
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Lecanicillum lecanii y Purpureocillium
lilacinum, los cuales han demostrado actividad insecticida para diferentes tipos de
insectos plaga que atacan a los cultivos dedicados a la obtencién de alimentos,
productos industriales, maderables, fibras, medicinales y otros.

Las aplicaciones de EFICAX, son recomendadas para controlar la presencia de
insectos plaga a nivel del follaje y del suelo de los cultivos de la siguiente manera:
Beauveria bassiana, para controlar coledpteros, lepidopteros (cutzos, catzos,
gorgojos, picudo del banano y la palma, barrenador del tallo de la cafa)
Metarhizium anisopliae, para controlar coledpteros (demotispa), cercépidos,
orthopteros, cicadelidos y chinches (salivazo, grillos, saltones de la hoja, etc.),
Lecanicillum lecanii, para controlar aphidos, trialeurodes, bemiscia dipteros
(pulgones, moscas blancas, minadores y trips) y Purpureocillium lilacinum que es
una cepa ovicida de trips, cochinilla, sagalassa, mosca blanca, etc.

Los hongos entomopatégenos que hacen parte de la formulacion de EFICAX,
enferman y causan la muerte de los insectos plaga. Una vez que las estructuras
asexuales del hongo entran en contacto con el insecto, especialmente los conidios,
se producen una serie de senales de reconocimiento, estimulando su germinacion
sobre la cuticula del insecto, invadiendo tanto su cuerpo como su sistema
circulatorio. El efecto de la aplicacion es evidente entre los 8 a 12 dias después de
que el insecto entra en contacto con los conidios del hongo.

El producto contiene Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae y Lecanicillum
lecanii, y Purpureocillium, en una concentracién equivalente a 1.0 x 10? conidios
por mL de biopreparado. Ademas contiene dispersantes y estabilizantes.

70



Olor
Color

: ligeramente a coco
: ligeramente turbio

Solubilidad : soluble 100% en agua

Las dosificaciones de EFICAX, segun el tipo de cultivos a tratarse, se muestran en

el Cuadro 1.

Cuadro 1. Dosis de EFICAX, a aplicarse para el control de insectos plaga de los

Cultivos

No
Ord

CULTIVO

INSECTOS PLAGA

DOSIS

APLICACION

1

Arroz

Mosquilla
Barrenador del tallo
Trips

Sogata

Chinche de la espiga

1-2L/ha

Foliar-suelo

Aguacate

Perforador de ramas y
tallos

Pasador del fruto
Chinches

1-4L/ha

Foliar- suelo

Cebolla

Minador de la hoja
Acaros

1-2L/ha

Foliar-suelo

Citricos

Piojo blanco
Pulgén
Mosca blanca
Acaros

1-2L/ha

Foliar- suelo

Esparragos

Trips

Heliothis virescens
Copitarsia incommoda
Spodoptera frugiperda

ladl/ha

Foliar- suelo

Hortalizas

Gusano tierrero
Gusano de la col
Gusano de la pella
Pulgén

Mosca blanca
Cutzo

1-4L/ha

Foliar- suelo

Frejol

Mosca blanca

Lorito verde
Comedores de hojas
Araiiita roja

1-2L/ha

Foliar-suelo

Papaya

Lorito verde
Mosca de la papaya

1-2L/ha

Foliar- suelo
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Pulgén verde
Acaros
Mosca blanca
9 Palma Sagalassa 1-2L Suelo
africana Cochinilla
10 | Tomate de | Pulgones 1-2L/ha Foliar- suelo
arbol Chinche patén
Gusano trozador
Cutzo
11 | Banano y | Trips 1-2L/ha Foliar- suelo
platano Cochinilla

Picudo negro
Mosca blanca gigante

12 | Mango Mosca de la fruta 1-2L/ha Foliar- suelo
Falso Piojo blanco
13 | Café Broca del fruto 1-2L/ha Foliar-suelo

Minador de la hoja
Palomilla de las raices

14 | Cacao Pulgén 1-2L/ha Foliar-suelo
Acaros
Capsidos
Chinches
Salivazo
Trips

15 | Pastos Salivazo 1-2L/ha Foliar- suelo
Chinches

Segln sea el nivel de infestacion de los insectos a los cultivos las dosis por
hectarea van de 1 a 2 litros de producto por hectarea, diluidos en 200 litros de
agua, dependera mucho los niveles de infestacion. Si encontramos una plaga con
incidencia muy alta se debera acortar los periodos de aplicacion hasta controlarla
de manera efectiva.

Es recomendable agitar el frasco que contiene EFICAX antes de su utilizacion,
para hacer luego una premezcla inicial en dos litros de agua limpia a fin de lograr
una mayor homogenizacion del producto, posteriormente se ajustara esta
premezcla con el volumen deseado, es decir con la cantidad total de agua a
aplicarse en el campo.

El agua a utilizarse para la preparacion de la solucion, debe tener un pH entre 5.0 y
7.5 y durezas inferiores a 1500 ppm de carbonatos de calcio. En caso de aguas
que no se ajusten a estos parametros utilice coadyuvantes correctores de pH ylo
dureza.

La aplicacién de la solucion dosificada con EFICAX, debe hacerse segln sea el
caso al follaje o al suelo. Cuando la aplicacion se hace al follaje debe mojarse bien
el haz y el envés de las hojas, asi como los tallos y ramas del cultivo. Cuando la
aplicacion se hace al suelo debe realizarse en “drench” sobre base himeda. La
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