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RESUMEN

RESUMEN

La cochinilla harinosa, Planococcus ficus Signoret (Hemiptera:
Pseudococcidae) es una plaga que afecta principalmente a las plantaciones de
vid (Vitis vinifera L.), causando enormes pérdidas econdmicas en Argentina y el
mundo. Debido a los numerosos problemas ocasionados por los plaguicidas
sintéticos, las investigaciones recientes se centran en el desarrollo e
implementacion de plaguicidas naturales aptos para la salud humana y
amigable con el medio ambiente. El objetivo de este trabajo fue lograr una
formulacién bioinsecticida por contacto para el control de P. ficus en vifiedos.
Se realizaron ensayos de fitotoxicidad en hojas de vid con diferentes
compuestos organicos volatiles (cuminaldehido, (+)-mentofurano, (2E,62)-2,6-
nonadienal, salicilaldehido y (R)-(+)-pulegona), para luego evaluar la actividad
insecticida de aquellos que resultasen no fitotoxicos. La (R)-(+)-pulegona fue el
compuesto no fitotdxico con mayor porcentaje de mortalidad de la cochinilla
harinosa, a las 24 y 48 h de aplicacion. A partir de este compuesto activo se
elaboraron las formulaciones anti-cochinillas utilizando TWEEN® 20 y lecitina
de soja como surfactantes, y limoneno y tierra de diatomeas (TD) como
degradadoras de la capa cerosa del insecto. Las formulaciones
Pulegona+TD+Lecitina y Pulegona+Limoneno+TD+Lecitina fueron no
fitotoxicas y superaron el 70 % de mortalidad a las 24 h. Esta alta mortalidad
probablemente se debio a una interaccion entre la pulegona, la TD vy la lecitina
gue permite mas movilidad molecular y aumenta la eficiencia del principio
activo logrando que el mismo ingrese y actie en el insecto. En conclusion, la
formulacién Pulegona+TD+Lecitina puede ser una buena herramienta para el

control organico de P. ficus en vifiedos.

Palabras claves:

Planococcus ficus, vides, actividad insecticida, compuestos naturales
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La industria vinica y la viticultura constituyen un motor econdémico muy
importante en el desarrollo rural en muchas regiones y es el cultivo fruticola de
mayor relevancia economica a nivel mundial (Torregrosa et al.,, 2015).
Particularmente, Argentina se encuentra entre los paises con mayor area
cultivada con vifiedos y una produccion anual de vinos de 14,5 millones de hL
en 2018. La produccion vitivinicola de 2018 es una de las mas altas desde el
afio 2000 (INV, 2019).

Las plantaciones de vid (Vitis vinifera L.) en nuestro pais presentan
numerosas enfermedades y plagas (Raigon, 2013). Hasta el siglo XXI ninguna
requeria la utilizacion de importantes cantidades de agroquimicos para su
control. Aquella situacion casi libre de plagas cambié cuando, a principios de
este siglo, estas plantaciones comenzaron a ser afectadas por la cochinilla
harinosa de la vid, Planococcus ficus Signoret (Hemiptera: Pseudococcidae)
(Becerra et al., 2006) (Fig. 1). Los dafios que ocasiona esta plaga van desde
disminucién en la calidad de las uvas de mesa hasta pérdidas totales en la
produccion. Estos insectos producen dafios directos como la necrosis de los
tejidos, la disminucion de nutrientes y destruccion de las bayas. Ademas P.
ficus favorece dafos indirectos por hongos patégenos que provocan la
podredumbre del racimo, la presencia de Acrotoxina A en vinos (Becerra et al.,
2006) y la transmision de varias enfermedades virales, lo que la convierte en
una plaga de relevancia econémica aun a bajos niveles de infestacion (Walton
et al., 2006).
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INTRODUCCION

Figura 1. Presencia de Planococcus ficus en vifiedos. a) masa algodonosa producto de
infestacion de cochinilla harinosa en el tronco principal, b) cochinilla harinosa en ritidoma, c)
restos de ovisacos en ramas, d) Planococcus ficus en el racimo de uvas.

Las cochinillas viven en la corteza de las ramas, en el tronco y en las
raices gruesas que se hallan a nivel del suelo. Una caracteristica de estos
insectos es que se esconden debajo del ritidoma, donde también pueden
depositar huevos (Sforza et al., 2005) (Fig. 1b). El pasaje invernal tiene lugar
principalmente en estado de huevo y, en menor medida, como hembras
adultas. Estas miden de 4 a 4,5 mm y estan cubiertas de una sustancia cerosa
y pulverulenta (Becerra et al., 2005) (Fig. 2).
En primavera comienza la postura, mayormente en los 6rganos verdes y cada
hembra llega a depositar de 400 a 500 huevos. La evolucion es muy rapida y

en el mes de noviembre ya aparecen los nuevos adultos (Sforza et al., 2005)
(Fig. 3).
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INTRODUCCION

Figura 2. Hembra adulta de Planococcus ficus.
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Figura 3. Ciclo biolégico de Planococcus ficus. (Infografia obtenida de Peschiutta (2017))
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INTRODUCCION

En la actualidad, P. ficus se distribuye en la mayoria de las provincias
con produccion de uva de Argentina (Daane et al.,, 2012) y afectan tanto a
pequeifilos como grandes productores, reduciendo sus oportunidades
econdémicas en el mercado, poniendo en riesgo la competitividad del sector y

generando crisis econdémicas a nivel local y regional (SENASA, 2017).

Pocos insecticidas estan inscriptos en SENASA para el control de la
cochinilla harinosa. El control de plagas de la vid implica un intenso uso de
insecticidas sintéticos como carbamatos, piretroides y organofosforados, y el
abuso y mal uso de estos productos quimicos ha ocasionado riesgos en la
salud humana y ambiental (del Puerto Rodriguez et al., 2014). La actual
ineficacia practica y econémica en el control de plagas y el uso continuo de
insecticidas sintéticos promueve el desarrollo de poblaciones de insectos
resistentes e incremento de la incidencia de plagas secundarias (Pekas, 2011).
El crecimiento de las ciudades que avanza y se expande hacia los campos
aledafios, trae aparejado la convivencia de los vifiedos con casas familiares,
escuelas y demas instituciones locales. Aparecen de esta forma nuevas
reglamentaciones sobre la aplicacion de productos quimicos para el control de
plagas, prohibiendo la fumigacion de los campos con productos que
anteriormente estaban permitidos. Es por ello que las investigaciones recientes
se centran en el desarrollo e implementacibn de nuevas estrategias y
plaguicidas altamente selectivos, biodegradables, aptos para la salud humana 'y

mas amigable con el ambiente (Robu et al., 2015).

Algunos componentes de los aceites esenciales de las plantas son
prometedores como agentes de control ecoldgico de insectos plagas (Gonzales
Correa et al., 2015; Peschiutta et al., 2016) en reemplazo a los insecticidas
sintéticos. Estos compuestos organicos funcionan como téxicos para los
insectos via penetracion de la cuticula (efecto de contacto), via sistema
respiratorio (efecto fumigante) y via aparato digestivo (efecto de ingestion)
(Ibrahim et al., 2001). La pulegona y el mentofurano son unos de los terpenos

mas bioactivos contra la cochinilla harinosa (Peschiutta et al., 2017), debido a
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INTRODUCCION

gue inhiben la actividad de la acetilcolinesterasa del insecto (Herrera et al.,
2015), similar al modo de accién del cuminaldehido (Yeom et al., 2012). Otros
compuestos organicos naturales efectivos contra insectos son el salicilaldehido
(Park et al., 2000), y el (2E,62)-2,6-nonadienal (Zunino et al., 2015). El
limoneno es un compuesto lipofilico que tiene el potencial de interaccionar con
la cera de la cuticula de las cochinillas, disolviéndola y produciendo mortalidad
debido a su alta toxicidad (Karamaouna et al., 2013). Los lipidos cuticulares no
s6lo regulan el balance de agua evitando la desecacién, también tienen una
participacion relevante en la absorcion de sustancias quimicas e insecticidas,
en la penetracion de microorganismos y en procesos de comunicacion quimica
como feromonas de contacto (Fusé et al., 2013; Quarles, 1992). Esta
caracteristica es especialmente importante para el control de P. ficus debido a
gue son insectos con altas secreciones de cera hidrofébica que recubre su
cuerpo y repele a los insecticidas basados en agua (Walton y Pringle, 2004).
Otro producto de origen natural que actua directamente sobre la cuticula del
insecto plaga es la tierra de diatomeas (TD). Este material esta registrado como
insecticida en diferentes paises, principalmente para la proteccion de granos
almacenados, para uso doméstico y en cultivos protegidos (Fusé et al., 2013).
A diferencia de los insecticidas quimicos, la TD posee baja toxicidad, tiene alto
poder residual y se puede utilizar en la produccion organica (Quarles, 1992). El
mecanismo de accion insecticida de la TD es por abrasion y adsorcion de los
lipidos cuticulares del insecto, lo que produce la muerte por desecacion (Fusé
et al., 2013; Subramanyam y Hagstrum, 2012). De este modo, aun la utilizaciéon
de dosis subletales de TD puede afectar el ciclo de vida y/o la supervivencia de
los insectos, en especial en presencia de otros agentes de control.

La mezcla de productos naturales, a modo de formulaciones, ofrece
muchas posibilidades en la busqueda de mejores y mas potentes usos de
sustancias toxicas. La mezcla no es una simple suma de los efectos producido
por los componentes, sino que mayormente producen uno o varios efectos
farmacoldgicos no previstos. Por ejemplo, la accion de uno de los componentes
puede aumentar por la presencia del otro (sinergismo) (Sun y Johnson, 1960).
Esta propiedad resulta de sumo interés para elaborar nuevos productos para el
control de plagas. Una combinacién Optima entre dos o mas productos seria

altamente efectiva, ya que si el pesticida tiene un solo sitio de accion la
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INTRODUCCION

resistencia de la plaga se desarrolla mas rapidamente, que si tiene varios
(FAO, 2012). Por lo tanto, a diferencia de los productos sintéticos, el uso de
compuestos organicos combinados en una misma formulacién disminuira la
resistencia de los insectos al actuar cada compuesto en diferentes blancos
(“targets”). Al mismo tiempo, las diferentes combinaciones permitiran reducir la
fitotoxicidad que los productos naturales producen si son aplicados solos en
altas dosis y de manera directa al cultivo (Ibrahim et al., 2001).

Uno de los factores que mejora la eficiencia de la pulverizacion se
relaciona con el tamafio de la gota ya que un tamafio 6ptimo de ésta en la
aplicacion de insecticidas permitira incrementar su efecto toxico a bajas dosis
(Himel 1969). Ademas la presencia de adyuvantes en la formulacion, como
TWEEN® 20 o lecitina de soja, modifican ciertas propiedades de la solucién de
pulverizacion y/o aumentan su eficiencia biolégica (Melo et al., 2019).

La necesidad actual de la viticultura se centra en la busqueda de nuevas
formulaciones que permitan combatir las plagas, por lo que herramientas
novedosas de control de plagas para un manejo integrado construiran el marco

propicio de sostenibilidad econdmica, cultural, de salud humana y ambiental.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Obtener una formulacién bioinsecticida efectiva para un control organico de P.

ficus en los vifiedos.

Objetivos especificos:

1. Evaluar fitotoxicidad en hojas de vid de compuestos naturales volatiles con

conocida actividad insecticida.

2. Evaluar el efecto insecticida de contacto sobre P. ficus de dos compuestos

naturales volatiles con baja fitotoxicidad.

3. Elaborar formulas con el compuesto natural volatil mas activo contra P. ficus

y otros productos naturales.

4. Evaluar el efecto fitotdxico e insecticida de las formulaciones anti-cochinillas

desarrolladas.

5. Conocer el efecto fitotoxico de las formulaciones mas activas sobre plantas
jovenes de Phaseolus vulgaris L. en invernadero a fin de inferir el efecto

fitotdxico in vivo en plantines de vid.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y METODOS

Insectos utilizados para las experiencias en laboratorio

Los individuos de P. ficus fueron obtenidos a partir de colonias criadas en
laboratorio provenientes de las fincas productoras de vides de la localidad de
Colonia Caroya (31°02'0"S, 64°5'36"0), Cérdoba. Las colonias de cochinillas se
mantuvieron en brotes de papa (Solanum tuberosum) en camaras de cria a 27
°C con un fotoperiodo de 12:12 (L: D) y 65 % de HR (Mani et al., 2014). Para
los ensayos se usaron hembras adultas pre-ovipositoras (>1,5 mm). Los
insectos (y sus estadios) fueron identificados por medio de claves genéricas y

especificas para P. ficus (Granara de Willink, 2014).

Fitotoxicidad en vid de los compuestos naturales

La fitotoxicidad se midié de acuerdo a Peschiutta et al. (2019) en hojas frescas
y sanas de vides cortadas en el campo y tratadas con los diferentes
compuestos naturales con conocida actividad insecticida, cuminaldehido (Yeom
et al., 2012), (+)-mentofurano (Peschiutta et al., 2017), (2E,6Z)-2,6-nonadienal
(Zunino et al., 2015), salicilaldehido (Park et al., 2000), (R)-(+)-pulegona
(Herrera et al., 2015; Peschiutta et al., 2017) y Clorpirifés (conteniendo 48% de
material activo), utilizado como producto de referencia. Se coloc6 un disco de
papel de filtro Whatman (2 cm de diametro) humedecido con 100 pyL de agua
destilada en el fondo de cada vial para mantener la hoja hidratada. Los discos
de hojas de 2,5 cm de didmetro (0,3 g) fueron cortados en el laboratorio y se
introdujeron en viales de vidrio de 30 mL. Se prepararon soluciones de 600
pL/L, 1000 pL/L y 1200 pL/L (concentraciones molares en Tabla 3, Anexo) de
cada compuesto natural con 0,2% de TWEEN®, utilizando agua como solvente.
Se aplicé 0,5 ml del producto directamente sobre el disco de hoja utilizando un
aspersor de 10 ml de uso farmacéutico con un pulverizador comprado en el
mercado (Fig. 4). Después de 24 horas de exposicion, se retiraron los discos
de hojas, se colocaron en un tubo Falcon con 40 mL de agua destilada y se

dejaron equilibrar durante 24 h con agitacion (300 rpm). Finalmente, se midio la
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MATERIALES Y METODOS

conductividad eléctrica de la solucion usando un conductimetro de agua pura
(Hanna, modelo HI98308) para determinar la existencia de fuga de electrolitos
de las membranas celulares debido al dafio producido por los productos. Cada
tratamiento se repitid 5 veces y se realiz6 un control negativo utilizando agua
destilada. La experiencia se realizé en diferentes épocas del afio, por lo tanto,
para los controles se tuvo en cuenta la diferencia fenolégica de la hoja al

momento de la experiencia.

Figura 4. Pulverizador utilizado en los ensayos de actividad insecticida y fitotoxicidad.

Actividad insecticida de los compuestos naturales de baja fitotoxicidad en vid

Los compuestos naturales que no resultaron fitotéxicos en sus concentraciones
mas altas con respecto al control fueron evaluados respecto a su efecto
insecticida por contacto en P. ficus.

El efecto insecticida se midié a las 24 y 48 h mediante un ensayo de
aplicacién de contacto directo (Peschiutta et al., 2019). En la experiencia se
emplearon placas de Petri (90 mm) que contenian un disco de papel de filtro
(Whatman N° 1) con 10 hembras adultas pre-ovipositoras de P. ficus. Se
pulverizaron los insectos con 0,5 ml de cada compuesto natural seleccionado, a
las concentraciones de 600 y 1200 pL/L. Se utilizé un control negativo (agua) y
un control positivo (1000 pL/L-Clorpirifés). De acuerdo con la resolucion 504 de
SENASA se puede utilizar el Clorpirifés en el campo en los casos de presencia
de cochinilla harinosa (SENASA 2019). Todos los tratamientos fueron

replicados cinco veces.
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Elaboracion y evaluacién de formulaciones anti-cochinillas

Para las formulaciones anti-cochinillas se utilizé el compuesto natural de mejor
efecto insecticida, como principio activo y, como surfactantes, TWEEN® 20
(0.2%) (Karamaouna et al. (2013) y lecitina de soja alimenticia en polvo (5 g/L).
El limoneno (1500 pL/L) y la TD (60 g/L) fueron utilizadas como degradadoras
de la capa cerosa externa del insecto (Hollingsworth, 2005; Peschiutta, 2017).
Las concentraciones de lecitina y TD se prepararon de acuerdo con lo
especificado en sus respectivos envases. La TD fue molida en un mortero
antes de ser incorporada a la formulacion, a fin de disminuir el tamafio de sus
particulas. Las concentraciones de limoneno y el compuesto de interés fueron
seleccionadas de acuerdo con experiencias previas no publicadas del grupo de

investigacion. En todas las formulaciones se utiliz6 agua como solvente.
Las formulaciones anti-cochinillas preparadas fueron:

compuesto seleccionado+Limoneno+TD+Lecitina,

compuesto seleccionado+TD+Lecitina,

compuesto seleccionado+Limoneno+Lecitina,

compuesto seleccionado+TD+Tween,

compuesto seleccionado+Tween,

compuesto seleccionado+Lecitina,

compuesto seleccionado+Limoneno+Tween.

La actividad insecticida de contacto de cada formulacion y la fitotoxicidad en
hojas de vid fueron evaluadas de la misma forma que los compuestos
naturales. Se siguié el mismo procedimiento para el grupo de control, que
consistié en a) agua (control negativo), b) agua con TWEEN® 20 al 0,2%, c)
agua con lecitina de soja 5 g/L. La mortalidad de insectos se registré después
de 24 hy 48 h y se calcularon los porcentajes de mortalidad.

Los datos de concentracion-mortalidad de la formulacién que resulté mas
efectiva y econdmica se utilizaron para obtener los valores de concentracion

letal (CLso y CLos). Estos valores se calcularon utilizando la formulacion
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elaborada con una serie de concentraciones (0, 400, 600, 800, 1000 y 1200

uL/L) del compuesto seleccionado.

Fitotoxicidad en invernadero

A fin de conocer el efecto de las formulaciones mas activas en plantas
dicotiledoneas, se emplearon plantines de porotos (P. vulgaris) germinados en
vermiculita y colocados en un invernadero (Fig. 5). Luego de una semana de
adaptacion, se aplico 0,5 mL de las dos formulaciones mas efectivas contra P.
ficus sobre el tallo principal y hojas utilizando el aspersor. Se observaron los
dafios tisulares a las 24 h en las plantas pulverizadas y se compar6 con el
control negativo (agua). Cada tratamiento se replicé en 10 plantines de poroto.
La razén por la cual se emplearon plantines de porotos en lugar de vides se
debe a su mayor facilidad para producirlas, mayor disponibilidad en el mercado,
crecimiento mas rapido y su precio mas econémico. De la misma forma que los
herbicidas de amplio espectro actian sobre gramineas y/o dicotiledéneas, los

efectos de los tratamientos de la aplicacion de las formulaciones pueden

resultar comparables a los manifestados en plantines de vid (Vincenzetti 1978).

\d /A

Figura 5. Plantines de poroto (Phaseolus vulgaris) en invernadero a los siete dias de
crecimiento.
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Caracterizacion de la aspersion en las experiencias de fitotoxicidad y actividad

insecticida

Se determinaron las caracteristicas de aspersion del pulverizador empleado en
los ensayos insecticidas y de fitotoxicidad (Fig. 4) a fin de estandarizar la
aplicaciéon de los productos. Se evalué la distancia alcanzada por las gotas y el
tamafio de las gotas generadas. La distancia alcanzada por las gotas se
determind a partir de la medicidn con regla del diametro de dispersion de éstas
al aplicar la formulacion mas efectiva y econdmica sobre hojas blancas de
papel a una distancia de 12 cm y luego calculando su area (n = 16). El tamafio
de las gotas generadas por el aspersor se determiné a partir de la utilizacion de
imagenes obtenidas con una camara DFC 420 montada en una lupa Leica
M420 (n = 147) de la superficie superior de las cochinillas. Las imagenes

fueron luego analizadas con el software ImageJ 1.49v. (Schneider et al. 2012).

Andlisis de datos

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando los programas Infostat (Di
Rienzo et al., 2017) y SPSS v 21.0 (IBM 2012). Los porcentajes de mortalidad
se analizaron con Modelos mixtos lineales generales, con factores de efectos
fijos (tratamientos) se utilizé una prueba LSD Fisher y DGC a posteriori (P <
0,05) (Di Rienzo et al., 2017). Se realizé una prueba de Kolmogorov-Smirnov y
se prob6 homogenieidad de varianzas (prueba de Levene). Se utilizo la prueba
t de Student, para las comparaciones de medias entre el tratamiento de
fitotoxicidad respecto el control, previa la verificacion del cumplimiento de los
supuestos. Los valores de CLso y ClLos y sus intervalos de confianza al 95%

fueron calculados a través del método Probit (Finney, 1971).
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RESULTADOS

RESULTADOS

Fitotoxicidad de compuestos naturales volatiles con conocida actividad

insecticida

Los valores de conductividad eléctrica de los compuestos naturales (2E,6Z)-
2,6-nonadienal y (R)-(+)-pulegona no presentaron diferencias significativas
respecto al control en ninguna de las tres concentraciones probadas (Tabla 1).
El cuminaldehido no presentd fitotoxicidad a bajas concentraciones (600 pL/L y
1000 pL/L) mientras que si lo hizo a 1200 pL/L. El salicilaldehido fue fitotéxico a
1000 pL/L y 1200 pL/L y (+)-mentofurano fue fitotoxico en todas las

concentraciones evaluadas (Tabla 1).

Tabla 1. Conductividad eléctrica en hojas frescas de vid luego del tratamiento por 24 h con los
diferentes compuestos naturales volatiles probados.

COMPUESTO MEDIA + EE T P
Cuminaldehido 600 pL/L 47,30 + 15,20 -2,32 0,15
Cuminaldehido 1000 pL/L 53,2+ 10 -4,11 0,05
Cuminaldehido 1200 pL/L 50,37 £ 1,79 -21,19  <0,01*
(+)-mentofurano 600 pL/L 30,33 + 3,18 -8,55 <0,01*
(+)-mentofurano 1000 pL/L 37,63 +£4,72 -5,36 0,03*
}(+)-mentofurano 1200 pL/L 106,56 + 4,42 -3,83 <0,01*
(2E,62)-2,6-nonadienal 600 pL/L 16,27 + 3,56 -1,9 0,08
(2E,62)-2,6-nonadienal 1000 pL/L 19,40 £ 7,95 -0,93 0,45
(2E,6Z2)-2,6-nonadienal 1200 pL/L 23,03 + 4,90 -2,23 0,15
Salicilaldehido 600 pL/L 56,87 + 10,48 -4,27 0,05
Salicilaldehido 1000 pL/L 103,17 £19,98 -5,36 0,03*
Salicilaldehido 1200 pL/L 120,53 £15,24 -7,11 0,02*
(R)-(+)-pulegona 600 pL/L 20,5+ 7,63 -1,11 0,38
Y(R)-(+)-pulegona 1000 pL/L 76,47 £ 8 1,27 0,25
}(R)-(+)-pulegona 1200 pL/L 93,83+ 12,08 2,13 0,06
Clorpirifés 1000 pL/L 12,38 £ 0,88 0,27 0,79

Las medias son comparadas con el control (11,30 + 0,94) con un test-t (P < 0.05).
1 Medias comparadas con el control 75,66 + 8.82 con un test-t (P < 0.05).

* Indica fitotoxicidad
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RESULTADOS

Actividad insecticida de compuestos naturales no fitotGxicos contra

Planococcus ficus

El porcentaje de mortalidad de P. ficus en los tratamientos con los compuestos
(2E,62)-2,6-nonadienal y (R)-(+)-pulegona no mostrd diferencias significativas
respecto control negativo, a concentraciones de 600 puL/L a 24 y 48 h de
exposiciéon (P > 0.05; Fig. 6 a, b). El (2E,62)-2,6-nonadienal no mostré actividad
insecticida en ninguna de las concentraciones probadas a 24 h (Fig. 6 a), pero
si produjo mortalidad a concentracién de 1200 uL/L a 48 h (Fig. 6 b). La (R)-(+)-
pulegona a 1200 pL/L fue el compuesto que ocasion6 mayor porcentaje de
mortalidad a las 24 h (31,60 %) alcanzando un 37,60 % a las 48 h. Los
porcentajes de mortalidad del Clorpirifés (control positivo) no mostraron
diferencias significativas con respecto al control negativo a las 24 h, pero

aumento su efecto toxico a un 18% a las 48 h. (Fig. 6 a, b).
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Figura 6. Porcentaje de mortalidad de Planococcus ficus con (2E,62)-2,6-nonadienal y (R)-(+)-
pulegona a 600 y 1200 pL/L después de (a) 24 h y (b) 48 h de exposicion. Las barras
representan el valor medio+EE (n=5) de cada compuesto natural, Clorpirifés (control positivo),
Tween y agua (control negativo). Diferentes letras entre barras indican diferencias significativas
(test LSD Fisher, P < 0,05).
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RESULTADOS

Fitotoxicidad de las formulaciones en hojas de vid

Ningun valor de fitotoxicidad de las formulaciones presentd diferencias

significativas con el control negativo (P > 0,05; Tabla 2).

Tabla 2. Conductividad eléctrica en hojas frescas de vid luego del tratamiento por 24 h con las
diferentes formulaciones.

COMPUESTO MEDIA+EE T P

Tierra de diatomeas 42,20+ 10,42 -1,4 0,23
Lecitina 24,23 +4,16 0,68 0,53
Tween 11,40+£0,52 -0,44 0,68
’Pulegona+TD+Lecitina 69,42 +3,89 -1,39 0,19
Pulegona+TD+Tween 30,3 £4,45 -0,61 0,57
Pulegona+Limoneno+TD+Lecitina 50,10 £ 10,26 -2,18 0,09
Pulegona+Limoneno+Lecitina 31,87+5,83 -0,68 0,53
Pulegona+Tween 34,27 +7,08 -0,94 0,39
Pulegona+Lecitina 3091+1,37 -1,50 0,21
Pulegona+Limoneno+Tween 3257+1,98 -1,89 0,13

Las medias son comparadas con el control (27,37 £ 1,92) con un test-t (P < 0.05).
IMedias comparadas con el control negativo10.73 * 1,25 _con un test-t (P < 0.05).
2Medias comparadas con el control negativo 63,43 + 8,51 con un test-t (P < 0.05).

* Indica fitotoxicidad
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RESULTADOS

Determinacién del efecto insecticida de las formulaciones

Se selecciond la (R)-(+)-pulegona a 1200 pL/L como principio activo para la
elaboracion de las formulaciones anti-cochinillas debido a que fue el compuesto
natural que presentdé mayor porcentaje de mortalidad de P. ficus por contacto.
Las formulaciones Pulegona+TD+Lecitina y Pulegona+Limoneno+TD+Lecitina
fueron las que ocasionaron mayores porcentajes de mortalidad de P. ficus
(superando el 70 % de mortalidad) a 24 h (Fig. 7) y 48 h (F=12,62; P< 0,01y F
= 12,28 P < 0,01 respectivamente; Fig. 8 a, b). La ClLso de la formulacién
Pulegona+TD+Lecitina fue de 1108,33 (IC = 1017,24; 1267,46) puL/L y la CLos
de 1899,205 (IC = 1552,786; 2940,782) uL/L. Los porcentajes de mortalidad de
Pulegona+Tween, Pulegona+Lecitina, Pulegona+TD+Tween,
PulegonatLimoneno+Tween y PulegonatLimoneno+Lecitina  mostraron
diferencias significativas con el control negativo a 24 y 48 h (P < 0,01), sin

embargo, la mortalidad de P. ficus no supero6 el 51 % (Fig. 8 a, b).

Los porcentajes de mortalidad de la Lecitina, TD y TWEEN® 20 no
mostraron diferencias significativas con control negativo, indicando que estas

sustancias no producen mortalidad por si solas.

Figura 7 a) Hembra adulta de Planococcus ficus 24 h después de ser tratada con control
(Agua) b) Hembra adulta de Planococcus ficus 24 h después de ser tratada con la formulacion
Pulegona+TD+Lecitina. La barra de escala representa 1 mm.
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Figura 8. Porcentaje de mortalidad de Planococcus ficus con las formulaciones después de (a)
24 h'y (b) 48 h de exposicion. Las barras representan el valor medio+ EE (n = 5) para cada
formulacion y grupo control. Diferentes letras entre barras indican diferencias significativas
(prueba DGC, P < 0,05).
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RESULTADOS

Fitotoxicidad en invernadero

Las plantas jovenes de poroto no mostraron signos visibles de dafio en tejidos
foliares a las 24 h de la aplicacion de las formulaciones Pulegona+TD+Lecitina

y Pulegona+tLimoneno+TD+Lecitina (Fig. 9 b, c).

Figura 9. Fotografias de hojas de plantas de poroto (Phaseolus vulgaris) a las 24 h de aplicar
las formulaciones. a) Control: planta pulverizada con agua, b) planta pulverizada con la
formulacion  Pulegona+TD+Lecitina c¢) planta pulverizada con la formulacion
Pulegona-+Limoneno+TD+Lecitina. Nota: en b y ¢ los puntos blancos en la lamina de la hoja
corresponden a residuos de tierra de diatomeas.
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RESULTADOS

Caracterizacion de la aspersion en las experiencias de fitotoxicidad y actividad

insecticida

El aspersor utilizado produjo gotas de rociado de 0,36 + 0,01 mm de diametro
(Fig. 10). El area de dispersion de las gotas del aspersor fue de 33,70 + 0,76

cm2.

Figura 10. Gotas de la formulacion Pulegona+TD+Lecitina sobre el cuerpo de la cochinilla.
Imagen obtenida con camara DFC 420 montada en lupa Leica M420. La barra de escala
representa 1 mm.
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DISCUSION

DISCUSION

Algunos compuestos naturales que tienen la propiedad de ser buenos
insecticidas también pueden llegar a ocasionar toxicidad en plantas (Jaramillo-
Colorado et al., 2019). En este estudio, el cuminaldehido y el salicilaldehido,
reconocidos por su actividad insecticida (Yeom 2012, Park 2000) fueron toxicos
al aplicarlos en hojas de vid, pero solo en las concentraciones mas altas
probadas (cuminaldehido 1200 pL/L y salicilaldehido 1000 y 1200 pL/L). Smid
et al. (1995) encontraron que ambos compuestos a las concentraciones de 600
ML/L y 400 pL/L respectivamente, no son fitotoxicos para bulbos de tulipanes.
Sin embargo, en otros estudios el cuminaldehido presenté efecto herbicida al
inhibir la germinaciéon de Echinochloa crus-galli (Gouda et al.,, 2016) y el
salicilaldehido inhibié el crecimiento de Salvinia minima (Gallardo et al., 1998).
En el presente estudio, el mentofurano fue fitotbxico en todas las
concentraciones probadas. Weidenhamer et al. (1994) encontraron que el
efecto alelopatico sobre algunas plantas como Rudbeckia hirta y Leptochloa
dubia producido por los arbustos de Calamintha ashei se debe a la presencia
de mentofurano. Por su parte, la pulegona y el (2E,6Z)-2,6-nonadienal no
tuvieron efecto fitotdxico en hojas de vid. La pulegona tampoco inhibe la
germinacion de los granos de maiz (Peschiutta et al., 2019b). Sin embargo, en
un estudio de Mucciarelli et al (2001) se encontré que la (+)-pulegona fue el
terpeno mas toxico para Cucumis sativus debido a que es un fuerte inhibidor de

la respiracion radical.

La (R)-(+)-pulegona produjo el mayor porcentaje de mortalidad por
contacto de la cochinilla harinosa en concentracion de 1200 pL/L en
concordancia con el 100% de mortalidad encontrado por Peschiutta et al.
(2017) en ensayos de toxicidad fumigante a 600 pL/L aire. Este terpeno es
ademas bioactivo contra otros insectos como el gorgojo del maiz Sitophilus
zeamais (Herrera et al., 2014; Peschiutta et al., 2019b) y dipteros como Musca
domestica (Palacios et al., 2009) debido principalmente a que se metaboliza a
mentofurano por la via oxidativa citocromo P450 incrementando su toxicidad

(Gunderson et al., 1986; Peschiutta et al., 2017). Otro compuesto que produjo
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DISCUSION

alta mortalidad fue el (2E, 6Z)-2,6-nonadienal. Hubert et al. (2008) encontraron
gue Sitophilus granarius fue el mas sensible a este aldehido, seguido de
Tribolium castaneum, S. oryzae, Cryptolestes ferrugineus y Rhyzopertha
dominica. Ademas, se encontré6 que este compuesto es altamente efectivo

repeliendo a S. zeamais (Zunino et al., 2015).

El Clorpirifés utilizado en este estudio como control positivo, no produjo
mortalidad de P. ficus, similar a resultados obtenidos con otra especie de
cochinilla Phenacoccus solenopsis donde los niveles de resistencia a este

insecticida sintético fueron muy altos (Afzal et al. 2015; Ahmad y Akhtar 2016).

Todas las formulaciones elaboradas a partir de los productos (R)-(+)-
pulegona, TD, limoneno, lecitina de soja y TWEEN® 20, no fueron fitotdxicas
en hojas de vid y produjeron mortalidad de la cochinilla harinosa. Las
formulaciones Pulegona+TD+Lecitina y Pulegona+Limoneno+TD+Lecitina
fueron las mas efectivas. Estudios de actividad insecticida por fumigacion con
limoneno, componente utilizado en una de las formulaciones, mostré que este
compuesto por si solo no produce mortalidad significativa de P. ficus en
relacion al control negativo (Peschiutta et al., 2017). Sin embargo, Karamaouna
et al (2013) encontraron que el limoneno produce alta mortalidad de la
cochinilla harinosa, al ser aplicado por contacto, ya que puede humedecer y
matar los insectos que presentan una cobertura cerosa. En pruebas de
fumigacion, el compuesto volatil penetra a través del sistema respiratorio,
mientras que, en los experimentos de contacto, la molécula toxica penetra a
través de la cuticula (Hubert et al., 2008). Esta diferencia indicaria una
sensibilidad diferente de los insectos a los compuestos naturales en relacién
con su aplicacién por contacto o como fumigante. A pesar de esto, la
mortalidad producida por el tratamiento Pulegona+Limoneno+TD+Lecitina no
fue diferente a la producida por la formulacion sin limoneno, indicando que este

compuesto no aumenta el efecto téxico de la féormula.

La TD es un producto inorganico (81% es silice amorfa, y el resto
diferentes metales y nometales) que tiene la capacidad de afectar por abrasién
la capa cerosa que recubre la cuticula de P. ficus, facilitado la penetracién del
componente activo de la formulacién al insecto (Fusé et al., 2013; Quarles,

1992; Subramanyam y Hagstrum, 2012). La TD no presenté mortalidad por si
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DISCUSION

misma a pesar de tener un alto poder residual (Quarles, 1992). Otros estudios
también encontraron que independientemente de la especie y la dosis, se
necesita una exposicion prolongada a las particulas de TD para obtener altos
niveles de mortalidad de los individuos expuestos. Bajo ciertas circunstancias,
los insectos pueden moderar la pérdida de agua, lo que aumenta la
supervivencia, como en condiciones de mayor humedad o movilidad reducida
(Vayias y Athanassiou, 2004).

Los surfactantes como TWEEN® 20 y lecitina de soja utilizados en las
formulaciones podrian alterar las propiedades fisicoquimicas de la solucién de
pulverizacion, afectando asi factores como la humectabilidad, la adhesiéon y la
dispersion de las gotas de pulverizacion, contribuyendo a una mejor retencion y
penetracién del compuesto activo al cuerpo del insecto (Melo et al., 2019; Yu et
al., 2009). Los resultados obtenidos en este ensayo muestran que las
formulaciones con mayor accion insecticida fueron aquellas que utilizaron
lecitina de soja. Esto podria deberse a que esta mezcla se homogeneiza mejor,
presenta mayor estabilidad y/o mayor humectabilidad con lecitina que con
TWEEN® 20, mejorando de esta manera las propiedades fisicoquimicas de la
pulverizacion (Melo et al., 2019). La lecitina es un muy buen tensioactivo y es
utilizado en alimentos por su nula toxicidad (Cilek et al., 2006). Las propiedades
de emulsion de la lecitina de soja pueden asociarse con sus componentes
fosfolipidicos, que son agentes emulsionantes, humectantes y dispersantes

bien conocidos (Nyankson et al., 2015).

Se conoce que el sinergismo de varios compuestos quimicos en una
formulacién produce un efecto total mas grande que el efecto de cada
compuesto por separado (Scalerandi et al., 2018). En el presente estudio, se
encontrd que las formulaciones anti-cochinillas que presentaban la mezcla TD-
lecitina en su constitucion duplicaban la mortalidad producida por la pulegona
aplicada de manera aislada, con o sin la presencia de un tensioactivo. Esto
probablemente se debe a una interaccion entre la pulegona, la TD vy la lecitina
gue permite mas movilidad molecular y aumenta la eficiencia del principio

activo logrando que el mismo exprese su total potencial insecticida.

La eficiencia de pulverizacion depende en gran medida de la interaccién

entre el producto aplicado y el insecto (Preininger et al., 2018).
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Las caracteristicas de la aspersion resultan de importancia para mejorar
la eficiencia insecticida (Holdgate, 1955). Por lo tanto, para lograr una buena
cobertura de pulverizacion del objetivo con bajos volumenes, es necesario que
las gotas aplicadas tengan un tamafo practicamente uniforme, dependiendo el
tamano real del tipo particular de aplicacion (Boize et al., 1976). En el presente
estudio las gotas producidas por el aspersor tuvieron un tamafo uniforme y la
lecitina posiblemente fue el tensioactivo que permiti6 mejorar algunas de estas
propiedades de la solucién, como disminuir la evaporacién y aumentar el area
de cobertura maxima de gotas, aumentando de esta manera la eficiencia del
producto aplicado (Yu et al., 2009). El conocimiento sobre la distribucién del
tamano de las gotas depositadas en objetivos biolégicos es la clave para
planificar las tacticas de pulverizacién en términos de formulaciones, utilizacion
de equipos de pulverizacion, tiempo y técnica de aplicacion, para lograr la

maxima eficacia biologica (Uk, 1977).

En conclusion, las formulaciones Pulegona+TD+Lecitina vy
Pulegona+Limoneno+TD+Lecitina podrian ser productos amigables con el
ambiente para el control organico de P. ficus en V. vinifera debido a su alta
eficiencia, rapida accion y al posible menor desarrollo de resistencia que los
insecticidas sintéticos. Ambas formulaciones no son fitotéxicas para la vid y
presentan  similar  actividad insecticida, siendo la  formulacion
Pulegona+TD+Lecitina de mas facil preparacion y mas economica, por lo que
seria la mas adecuada para la aplicacion. Sin embargo, se necesitan a futuro
mas estudios en condiciones de campo para evaluar el posible uso de esta

formulacién anti-cochinillas en los vifiedos.

La utilizaciébn de estos novedosos bioinsecticidas constituye un gran
paso hacia la generacion de alimentos organicos libre de pesticidas y de otros
productos contaminantes, evitando ademas la fitotoxicidad que ocasiona la

aplicacion de insecticidas en las plantaciones.
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ANEXO

ANEXO

Tabla 3. Concentracion molar de los compuestos naturales evaluados

COMPUESTO

Cuminaldehido 600 pL/L
Cuminaldehido 1000 pL/L
Cuminaldehido 1200 pL/L
(+)-mentofurano 600 pL/L
(+)-mentofurano 1000 pL/L
(+)-mentofurano 1200 pL/L
(2E,62)-2,6-nonadienal 600 pL/L
(2E,62)-2,6-nonadienal 1000 pL/L
(2E,6Z)-2,6-nonadienal 1200 pL/L
Salicilaldehido 600 pL/L
Salicilaldehido 1000 pL/L
Salicilaldehido 1200 pL/L
(R)-(+)-pulegona 600 pL/L
(R)-(+)-pulegona 1000 pL/L
(R)-(+)-pulegona 1200 pL/L
Limoneno 1500 pL/L

MOLARIDAD

3,96 mM
6,60 mM
7,92 mM
3,87 mM
6,45 mM
7,74 mM
3,71 mM
6,19 mM
7,42 mM
5,75 mM
9,58 mM
11,50 mM
3,68 mM
6,14 mM

7,37 mM
9,26 mM

Tabla 4. Propiedades fisicas de los compuestos naturales evaluados

COMPUESTO DENSIDAD
Cuminaldehido 978 kg/m3
(+)-mentofurano 969 kg/m3
(2E,62)-2,6-nonadienal 855 kg/m3
Salicilaldehido 1170 kg/m3
(R)-(+)-pulegona 935 kg/m3
Limoneno 841 kg/m3

PESO MOLECULAR

148,20 g/mol
150,22 g/mol
138,21 g/mol
122,12 g/mol
152,23 g/mol
136,24 g/mol
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