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DESCRIPCION

COMPOSICIONES SINERGICAS PARA EL CONTROL DE PLAGAS

Campo de la invencién

La presente invencion se encuadra en el campo general de la agricultura y en
particular, se refiere a composiciones sinérgicas de suspensiones acuosas de esporas
de hongos entomopatégenos con aceites parafinicos para el control de plagas de

artrépodos y hongos.

Estado de la técnica

La mayoria de paises del mundo estan atravesando un periodo de cambios
demograficos dificiimente predecibles, los estudios estiman que la poblacién del
planeta tierra superara los 2.9 billones de habitantes en 2050. Si ademas se tiene en
cuenta que el cambio climatico va a favorecer la propagaciéon de plagas en las plantas
debido a la “tropicalizacion” de las zonas agricolas de clima templado en un futuro
proximo, se pone de manifiesto la gran importancia que supone garantizar la seguridad
alimentaria de la poblacién humana en estos momentos, asi como la mejora de la
eficiencia de la produccion alimentaria, lo que pasa por controlar dichas plagas de la
forma mas eficaz posible. Siguiendo esta linea también resulta interesante mantener la
seguridad de los alimentos lo mas preservada posible entre el proceso de recogida y

entrega a las personas.

El tratamiento postcosecha es de suma importancia, ya que muchos microorganismos
causan enfermedades en plantas y vegetales una vez recogidos. Los hongos
fitopatdgenos son los agentes causales del mayor numero de enfermedades tanto en
el campo como en la etapa de almacenaje y conservacion de los citricos, entre los que
destaca el mayor hongo patégeno de los limones, que es Penicillium digitatum,
también conocido como moho verde. Este hongo unicamente tiene incidencia sobre
citricos pero genera unas pérdidas econdmicas enormes a nivel mundial, ya que tiene
una enorme repercusion en el procesado, obtencion y almacenaje de los citricos. Se
ha visto que hongos como Akanthomyces lecanii pueden frenar la incidencia de

hongos fitopatdégenos sobre los citricos (Benhamou, Phytopathology, 2004).
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Un método comun para controlar las plagas y enfermedades de cultivos en campo es
la aplicacion de productos fumigantes y otros fitosanitarios. Sin embargo, estos
productos tienen un impacto negativo en el medio ambiente y pueden dejar residuos
toxicos en los cultivos. Ademas, la aparicion de resistencias de plagas y patdgenos a
este tipo de productos cada vez es mayor y supone un grave problema fitosanitario en
algunas areas del mundo. La necesidad de reducir el uso de fitosanitarios de sintesis
quimica implica el desarrollo de nuevas estrategias de manejo sostenible de plagas y
enfermedades. Una de dichas estrategias es el control biolégico, que puede definirse
como el estudio y uso de un organismo parasito o patdégeno para la regulacién de

plagas.

Tetranychus urticae Koch (acaro: Tetranychidae), conocida como la arafia roja, es uno
de los artrépodos herbivoros mas polifagos, se alimenta de mas de 1.100 especies
vegetales pertenecientes a mas de 140 familias. El uso de plaguicidas quimicos es la
tactica mas utilizada para el control de T. urticae, pero esta especie rapidamente
desarrolla resistencia a dichos compuestos (Van Leeuwen et al., Insect Biochemistry
and Molecular Biology, 2010). Otras especies tales como el acaro rojo (Panonychus
citri), acaro oriental (Euttetranychus orientalis), piojo rojo (Aonidiella aurantii) y piojo
blanco (Aspidiotus nerii) causan plagas en cultivos. Para llevar a cabo el control
biolégico de estas plagas, se usan hongos entomopatdogenos como Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae o Paecilomyces fumosoroseus (Ullah y Lim, Journal
of Economic Entomology, 2015; Shi y Feng, Biological control, 2004). Estos agentes
de control bioldgico se utilizan en el campo en estrategias inundativas. La
multiplicacién del antagonista en el campo tras multiples aplicaciones asegura el

control de las poblaciones de insectos.

El uso de aceites parafinicos junto a esporas de hongos entomopatdgenos
proporciona un medio en el que los conidios se dispersan de mejor manera y colabora
en que permanezcan en el fruto, planta o patégeno, para que el hongo se pueda

desarrollar de forma correcta y llevar a cabo su funcién.

La solicitud de patente WO9500020 divulga un método de produccion de una
composicion de aceites parafinicos con conidios de hongos entomopatégenos, sin
embargo, el procedimiento descrito en esta patente supone un problema por la rotura

de esporas que se produce al afiadir sobre ellas el aceite.

En Samish et al, Veterinary Parasitology 2014, se describen varias composiciones
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realizadas a partir de distintos tipos de aceites con esporas de Metarhizium brunneum
para controlar garrapatas Rhipicephalus annulatus. Sin embargo, estas composiciones
no son aplicables para el control de plagas de acaros y hongos, para evitar la aparicion

de enfermedades postcosecha.

Siguiendo estas consideraciones, se hace necesario el desarrollo de composiciones
para aplicar sobre distintos tipos de cultivos de forma preventiva cuando la
enfermedad aun no se ha manifestado pero el organismo que produce esas

enfermedades se encuentra ya en el arbol.

Descripcion de la invencién
En la presente memoria los términos esporas y conidios se emplean indistintamente.

En la presente memoria el término “tratamiento postcosecha” se refiere al tratamiento
del cultivo con la composicion sinérgica divulgada de forma que se controle el
organismo responsable de la lesion y asi la enfermedad no se manifieste al recogerse

el fruto y almacenarse.

La presente invencion se refiere a una composicion sinérgica que comprende aceite

parafinico y una suspension acuosa de esporas de hongos entomopatégenos.

El aceite parafinico puede ser de una concentracion comprendida entre 40% y 90%
peso/volumen (p/v) en agua, preferentemente, entre un 50% y 80% p/v y aun mas
preferentemente entre un 60% y 72% antes de mezclarse con la suspension acuosa

de esporas de hongos entomopatdgenos.

El hongo entomopatégeno, cuyas esporas se emplean en la composicion sinérgica se
puede seleccionar entre las especies pertenecientes a las familias Cordycipitaceae y/o
Clavicipitaceae: Beauveria bassiana Bb15, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces
fumosoroseus o Akanthomyces lecanii VI51, preferentemente Beauveria bassiana

Bb15 o Akanthomyces lecanii V151.

El aceite parafinico se mezcla con la suspension acuosa de esporas del hongo en una
proporcion 1:1 y/o las esporas de hongos entomopatégenos se encuentran en una
concentracion de entre 5-10° y 10° conidios/ml, preferentemente 5-107 a 2,5-10° con/ml
aun mas preferentemente 5-108 conidios de hongo entomopatégeno por cada ml de

aceite parafinico y agua.

Opcionalmente la composicion sinérgica puede ademas comprender al menos una
sustancia inerte como, por ejemplo: emulsionantes, disolventes, compuestos vehiculos

de los conidios, propulsores en aerosol, fragancias y colorantes. Pueden estar
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presentes en una proporcion, por ejemplo, de entre 0 y 10 % en volumen respecto al
volumen total de la composicidn. Todas estas sustancias son convencionales vy
conocidas en el estado de la técnica para este tipo de composiciones (Shinoda y Saito,

Journal of Colloid and Interface Science, 1969).

Un objeto adicional de la presente invencion se refiere a un procedimiento de
obtencion de la composicion sinérgica. Dicho procedimiento comprende: emplear un
sustrato para el crecimiento de hongos entomopatogenos, dicho sustrato puede ser un

cereal, preferentemente arroz.

El procedimiento de elaboracion de la composicion sinérgica comprende:
- filtrar un hongo entomopatdgeno crecido sobre un sustrato a través de una malla de
tamano de poro de entre 0,1 mm a 0,5 mm, preferentemente 0,2mmy

- anadir el filtrado anterior sobre un aceite parafinico.

Se emplea una cantidad entre 200 y 1000 gramos, preferentemente 500 gramos de
sustrato. A continuacién, se afiaden a una bolsa comercial para el crecimiento de
hongos. A dicha bolsa se afada suficiente cantidad de agua destilada para que al
agitarla el sustrato quede suficientemente humedecido, preferentemente se anade un

20% de agua destilada sobre el total del peso del sustrato.

A continuacién, se sella la bolsa con una selladora de calor y se realizan al menos 2
ciclos de autoclave a una temperatura en el rango comprendido entre 90°C y 140°C,
preferentemente 100°C y 130°C y mas preferentemente 121°C durante un periodo de
tiempo comprendido entre 10 y 40 min, preferentemente 15 y 30 minutos y mas
preferentemente 20 minutos para obtener un sustrato estéril sobre el que crecer

unicamente la cepa de hongo deseada.

Previamente, la especie de hongo seleccionada se ha cultivado axénicamente en
placas de “Corn Meal Agar’ (CMA) y se extraen los conidos tras un periodo de
crecimiento de 10- 30 dias, preferentemente 21 dias y se preparan concentraciones en

agua destilada de entre 10°y 107 conidios/ml, preferentemente 10°conidios/ml.

En condiciones de esterilidad, se corta una esquina de la bolsa con sustrato
autoclavada, se inocula un volumen de la suspension de conidios del hongo deseado
de entre 0,1 y 10 ml preferentemente, 0,5 y 5 ml de la suspension de conidios del
hongo y aun mas preferentemente 1 ml de dicha suspensién cuya concentracion es de
entre 10° y 107 conidios/ml, preferentemente 10° conidios/ml y se vuelve a sellar la
bolsa. Se agita bien para que los conidios inoculados se repartan por el sustrato y se

mantiene creciendo en una sala en condiciones de oscuridad, baja humedad (por
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ejemplo, utilizando un deshumidificador comercial) y temperatura constante de entre
15°C y 28°C, preferentemente 22°C durante un periodo de tiempo comprendido entre
siete dias y 3 meses, preferentemente 15 dias y mes, y mas preferentemente un mes.
Las bolsas son agitadas puntualmente durante dicho periodo para promover el

desarrollo del hongo.

A continuacion, se vuelca el contenido de la bolsa en recipientes con agua, en una
proporcion de 500 gramos de sustrato inicial por litro de agua y se agita bien para
desprender las esporas del sustrato y que se mantengan en una suspension acuosa.
La concentracion de esporas obtenidas tras este proceso puede estar entre 107 y 10
conidios/ml, preferentemente 10% a 5-10° con/ml ain mas preferentemente
10%onidios/ml. Se filtra a través de una malla de tamafio de poro de entre 0,1 mm a
0,5 mm, preferentemente 0,2mm para separar el sustrato de la suspension acuosa de

conidios.

El filtrado de la etapa anterior se aflade a un recipiente con aceites parafinicos para
proceder a su aplicacion en el campo en una proporcion 1:1 de aceite parafinico y
suspension acuosa de esporas. La concentracion final de esporas es de entre 5:10% y
10° conidios/ml, preferentemente 5-107 a 2,5-10% con/ml aun mas preferentemente

5-108 conidios/ml de aceite parafinico y agua.

Segun una realizacion adicional, en la composicion sinérgica segun la invencion, la(s)
sustancia(s) inerte(s) puede(n) estar presentes en una proporcion, por ejemplo, de

entre 0 y 10 % en volumen respecto al volumen total de la composicion.

Las sustancias inertes se pueden seleccionar entre: emulsionantes, disolventes,
compuestos vehiculos de los conidios, propulsores en aerosol, fragancias, colorantes y
combinaciones de las mismas, y se afiadirian al recipiente con los aceites parafinicos
y la suspension acuosa de esporas fungicas previamente mezcladas en una

proporcion 1:1.

Un objeto adicional de la presente invencion es el uso de la composicidén sinérgica
para el tratamiento fitosanitario de plagas y enfermedades de cultivos agricolas, con el
objetivo de disminuir la presencia de plagas y enfermedades que causan graves

pérdidas en cultivos de enorme importancia econémica.

La plaga puede ser un hongo, preferentemente Fusarium spp., Penicillium italicum,

Penicillium digitatum'y Colletotrichum spp.

La plaga puede ser un artropodo, preferentemente un acaro, mas preferentemente un

acariforme, aun mas preferentemente: arafa roja (Tetranychus urticae Koch), acaro
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rojo (Panonychus citri), acaro oriental (Euttetranychus orientalis), piojo rojo (Aonidiella
aurantiiy y piojo blanco (Aspidiotus nerii), ain mas preferentemente piojo rojo

(Aonidiella aurantii).

Los cultivos agricolas se pueden seleccionar entre: cultivos herbaceos y arboreos,

dentro de éstos se seleccionan citricos, preferentemente limones.

Una realizacioén particular de la invencion se refiere al uso de la composicion en el que
el cultivo es arbéreo y consiste en aplicar la composicion en un volumen de entre 1y 3

litros por arbol, preferentemente 2L de la composicion sinérgica por arbol.

Dado que la concentracion a la que se obtiene el hongo tras el crecimiento en el
sustrato inicial es de entre entre 107 y 10'° conidios/ml, preferentemente 10% a 5-10°
con/ml alin mas preferentemente 10°conidios/ml. y se mezcla con aceites parafinicos
en proporciéon 1:1, la concentracién final de hongo aplicada en el cultivo es de entre
5-10° y 10° conidios/ml, preferentemente 5-10" a 2,5-10° con/ml ain mas
preferentemente 5-10% conidios de hongo entomopatdégeno por cada ml de aceite

parafinico y agua en cada arbol.

La composicion sinérgica puede ademas llevar al menos una sustancia inerte en una
proporcion, por ejemplo, de entre 0 y 10 % en volumen respecto al volumen total de la

compaosicion.

Para reducir la plaga en el cultivo la aplicacién de la composicion sinérgica se realiza

cada 2-5 meses, preferentemente cada 4 meses.

La composicion sinérgica se puede aplicar en forma liquida o en spray sobre las hojas

del cultivo.

La composicién sinérgica descrita en la presente invencién, supone una mejora
respecto a las composiciones divulgadas, ya que, al afadirlas esporas suspendidas en
agua sobre el aceite parafinico, se reduce la posibilidad de rotura de esporas.
Ademas, la presente solicitud se refiere al uso en agricultura de la composicion
sinérgica descrita para el control de plagas de acaros y hongos, evitando asi la

aparicion de enfermedades postcosecha.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la ubicacién de los campos de cultivo en los que se realizan los
experimentos para desarrollar la presente tecnologia. EI campo esta situado en la finca

“‘Hacienda el Pino”, en la Carretera El Algar-Los Urrutias s/n 30368, en Cartagena,
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Murcia. Las coordenadas del campo en el que se aplica son Latitud 37° 40’ 13,61” N
Longitud 0° 50’ 54,42” O. a) Parcela en la que se encuentra la cepa Bb15 (seccion 15),

b) parcelas en las que se aplican los tratamientos (en el circulo).

La Figura 2 muestra la capacidad infectiva de hongos entomopatdégenos sobre
muestras de piojo rojo tomadas en campo a los 30 dias de la aplicacion de sus
esporas pulverizadas en aceite parafinico. a) huevo infectado por Bb15 b) y c)

hembras infectadas por Bb15 y VI51 respectivamente.

La Figura 3 muestra la patogenicidad de las esporas hongos entomopatdégenos

utilizados en campo sobre larvas de Galleria mellonella.

La Figura 4 muestra la compatibilidad del aceite parafinico con las esporas de hongos
entomopatogenos utilizados en ensayos de campo. El crecimiento de los hongos
entomopatégenos en medios de cultivo con aceites parafinicos adicionados a 1ppm
(partes por millén), 10ppm y 100ppm no muestra diferencias significativas (Analisis
multivariante ANOVA con p=0,05) con el testigo (medio sin aceite parafinico). UFC,

Unidades Formadoras de Colonias.

La Figura 5 muestra que el aceite parafinico no afecta a la germinacion de las esporas
de hongos entomopatogenos utilizados. La germinacion de las esporas de hongos
entomopatégenos en suspensiones de aceite parafinico a concentraciones de 1ppm,
10ppm y 100ppm de aceite parafinico en medio de cultivo CMA no muestra diferencias

significativas (ANOVA, p<0,05) con el testigo (medio acuoso sin aceite parafinico).

La Figura 6 muestra que la aplicacion de la composicion sinérgica en el campo no
afecta al peso (gramos) de los frutos (limones) recogidos a lo largo del afo. “A” indica

el momento de aplicacion de la composicion.

La Figura 7 muestra que la aplicacion de la composicion sinérgica en el campo no
afecta al tamafio (milimetros) de los frutos (limones) recogidos a lo largo del afio. “A”

indica el momento de aplicacion de la composicion.

La Figura 8 muestra la infestacion media de piojo rojo por cada limén de las parcelas
con los tratamientos (testigo y composicién sinérgica de esporas de hongos
entomopatégenos Bb15 y VI51) a lo largo del afio. “A” indica el momento de aplicacion

de la composicion.

La Figura 9 muestra la evolucion anual de la infeccidbn de piojos por hongos
entomopatogenos procedentes de parcelas tratadas con las composiciones sinérgicas

y el control. “A” indica el momento de aplicacion de la composicién.

La Figura 10 muestra la incidencia de enfermedades postcosecha en limones tratados
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en campo las composiciones sinérgicas (y testigos) un mes después de su recogida.

“A” indica el momento de aplicacion de la composicion.

Ejemplos de realizacion

Hongos entomopatégenos

Se selecciona una cepa de Beauveria bassiana (CECT 21157) aislada del suelo de la
finca “El Pino” (Figura 1a, punto numero 15 de la parcela), en la que se cultivan
limones a la que llamamos Bb15, y una cepa de Akanthomyces lecanii VI51 (CECT
21156) (Asensio et al., Spanish Journal of Agricultural Research 2003), un hongo
filamentoso que infecta en condiciones naturales a cochinillas (grupo al que pertenece
el piojo rojo). EI campo tratado con los hongos entomopatdgenos para realizar los

ensayos que dan lugar al presente documento es el mostrado en la Figura 1b.

Los hongos entomopatdégenos utilizados son capaces de infectar muestras de piojo
rojo de campos tratados con suspensiones en aceite parafinico de dichos hongos
(Figura 2, fotos tomadas con microscopio 6ptico). Estos hongos, sobre todo Bb15,
poseen una elevada virulencia sobre larvas de G. mellonella (Figura 3). Los ensayos
de patogenicidad se realizan siguiendo los protocolos de Ricafio et al., 2013 en la

revista Florida Entomologist.

Estudio de toxicidad del aceite parafinico sobre las cepas de hongos

entomopatogenos seleccionadas

En condiciones de laboratorio se preparan axénicamente placas de medio de cultivo
CMA “Corn Meal Agar” con aceites parafinicos a 1ppm, 10ppm y 100ppm. Para
comprobar su efecto sobre los hongos entomopatdégenos Bb15 y VI51 se inocula el
medio con dichos hongos afadiendo un cilindro de agar de 5mm que contiene el
hongo en el centro de la placa y midiendo su radio de crecimiento. A los 14 dias se
comprueba el crecimiento de cada cepa a partir del cilindro de agar y a los 5 dias su
germinacion en placa (previamente se habian sembrado conidios del hongo en una
placa y al cabo de 5 dias se cuenta cuantos han germinado y se comparan los
tratamientos con el control). En las Figuras 4 y 5 se observa que su interaccion es
completamente viable, teniendo unos valores similares al control. Por ello, el uso de
aceites parafinicos es compatible con la aplicacion de hongos entomopatégenos en el

campo.
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Ejemplo de preparacion de la composicion

El crecimiento de los hongos entomopatégenos VI51y Bb15 se realiza utilizando arroz
como sustrato. Se pesan 500g de arroz y se afiaden a una bolsa de crecimiento de
hongos (Unicorn Bag), se afiaden 100ml de agua destilada y se agita de modo que
todo el arroz se quede humedecido. Tras esto, se sella la bolsa con una selladora de
calor y se le realizan dos ciclos de autoclave a 121°C durante 20 minutos para obtener

un sustrato estéril sobre el que crecer unicamente la cepa de hongo deseada.

Se extraen conidios de los hongos Bb15 y VI51de placas de CMA de 21 dias y se

preparan concentraciones de 10° conidios/ml en agua destilada estéril.

En condiciones de esterilidad, se corta una esquina de la bolsa con arroz autoclavada,
se inocula con 1ml de la suspensién de conidios del hongo deseado y se vuelve a
sellar para mantener la esterilidad dentro de la misma. Se agita bien para que los
conidios inoculados se repartan por el arroz y se mantiene creciendo en una sala en
condiciones de oscuridad, baja humedad (por ejemplo, utilizando un deshumidificador
comercial) y temperatura constante de 22°C durante un mes, siendo las bolsas

agitadas puntualmente cada semana para promover el desarrollo del hongo.

Al cabo de un mes, se transportan las bolsas al lugar de la aplicacion, se abren y se
vuelca el contenido en recipientes con agua (se afade el contenido de una bolsa por
cada litro de agua, en este momento la concentracion de conidios es de 10°
conidios/ml), y se agita bien para desprender las esporas de los granos de arroz y que
se mantengan en una suspension acuosa. Se filtra a través de una malla de tamafio
de poro 0,2 mm para separar los granos de arroz de la suspension acuosa de
conidios. Se afade a una cuba con aceites parafinicos (Volck verano, Agrodan S.A.,
concentrado emulsionable 72%, N° registro 12033) en una proporcién 1:1 obteniendo
una concentracion de 5-10% conidios por ml de aceite parafinico y agua para proceder

a su aplicacion en el campo.

Efecto de los tratamientos sobre el desarrollo de los limones

En las Figuras 6 y 7 se observa que la aplicacién de las composiciones sinérgicas de
esporas de hongos entomopatégenos con aceites parafinicos no muestra diferencias
significativas con los testigos (tratados con aceite parafinico) en el desarrollo del fruto

en el arbol a lo largo del afo (Tablas 1y 2).
La Tabla 1 muestra los datos estadisticos (Media, SD = Desviacion Estandar y N =

10
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Tamafo muestra de limones recogidos cada mes) para los datos de peso (en gramos)
de los limones a lo largo de un afio (de enero de 2018 a enero de 2019) en las dos
parcelas tratadas con la composicion sinérgica formada a partir de esporas de hongos
entomopatégenos (Bb15 y VI51 respectivamente) y aceite parafinico y la parcela
tratada con aceite parafinico (Control). Se marcan en negrita los datos que presentan
diferencias significativas con respecto al tratamiento control (Analisis estadistico
multivariante ANOVA con p= 0,05).

La Tabla 2 muestra los datos estadisticos (Media, SD = Desviacion Estandar y N =
Tamafo muestra) para los datos de longitud (en mm) de los limones a lo largo de un
ano (de enero de 2018 a enero de 2019) en las dos parcelas tratadas con la
composicion sinérgica formada a partir de esporas de hongos entomopatégenos (Bb15
y VI51, 10° con/ml de concentracion final) y aceite parafinico y la parcela tratada con
aceite parafinico (Control). Se marcan en negrita los datos que presentan diferencias
significativas con respecto al tratamiento control (Analisis estadistico multivariante
ANOVA con p= 0,05).

Por ello, los tratamientos con la composicién sinérgica que comprende aceite

parafinico con esporas de hongos entomopatégenos no perjudican la cosecha.
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Efecto de los tratamientos con la composicion sinérgica sobre la infestacion de

limones por piojo rojo

A razon de lo observado en la Figura 8 se puede ver que, pasado un ciclo de cosecha
del arbol, el tratamiento con hongos entomopatégenos y aceites parafinicos reduce
significativamente la cantidad de infestacion por piojo rojo en el fruto (Tabla 3,

observar preferentemente de septiembre 2018 a enero 2019).

La Figura 9 muestra los piojos rojos infectados por hongos entomopatéogenos
recogidos de limones del arbol en cada uno de los meses. Se observa que, tras cada
aplicacion de 2L de suspension de esporas en medio liquido con aceites parafinicos
por arbol (5-108 conidios/ml), realizando las aplicaciones por spray (aplicaciones
realizadas en febrero, junio y octubre), el numero de piojos rojos infectados por dichos
hongos aumenta. La infeccién por VI51 aumenta cuando las temperaturas son mas
bajas y el ambiente es mas humedo, y mas favorable a Bb15 conforme se van
haciendo mas aplicaciones en el tiempo, a pesar de que en los meses de verano la
temperatura es mas alta (media de 26,1°C en el mes de Julio de 2018 comparacién
con los 11,8°C de Enero de 2018) o el ambiente es mas seco (media de 56% de
humedad relativa en el mes de Julio de 2018 en comparacion con una humedad
relativa del 64% en Enero de 2018) (Fuente: Agencia Estatal de Meteorologia. Centro
Meteorologico Territorial de Murcia. Webs: www.econet.carm.es y

www.meteomurcia.es, visitadas en octubre 2019).

La Tabla 3 muestra los datos estadisticos (Media, SD = Desviacion Estandar y N =
Tamafio muestral de limones recogidos cada mes) para los datos de infestacion por
piojo rojo de los limones a lo largo de un ano (de enero de 2018 a enero de 2019) en
las dos parcelas tratadas con la composicion sinérgica formada a partir de esporas de
hongos entomopatégenos (Bb15 y VI51) y aceite parafinico y la parcela tratada con
aceite parafinico (Control). Se marcan en negrita los datos que presentan diferencias

significativas con respecto al tratamiento control.
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El tratamiento control comienza, en enero de 2018, con un valor medio de 9,7 piojos
rojos por limoén. En el mes de abril el numero de piojos por fruto disminuye a mas de la
mitad, pero en los meses posteriores vuelve a los valores iniciales. En agosto se
recogen unicamente limones verdes, por lo que el valor de los piojos en el tratamiento
control en este mes es cercano a 0, dado que los piojos suelen infectar
preferiblemente limones amarillos, y la época del afio idonea para el desarrollo del
piojo coincide con la maduracién del fruto. A partir de agosto, el control presenta un
incremento en la cantidad de piojos rojos encontrados por limon, hasta situarse en
enero de 2019 con un valor medio de 27,4 piojos rojos por fruto, por lo que en un afio
el numero medio de piojos por limén en este tratamiento habra aumentado en 2,5

veces en comparacion con los valores iniciales de enero de 2018.

El campo tratado con Bb15 presentaba una mayor infestacion por piojo rojo en enero
de 2018 que el resto de tratamientos (24,8 piojos de media por limén). Se observa un
descenso progresivo de insectos en el campo en los meses de enero a abril, mes en el
que se realiza el cosechado de los frutos de la parcela. En mayo, el valor medio de
piojos por fruto aumenta con respecto al mes anterior. En este mes se realiza una
aplicacion del hongo, por lo que los meses posteriores hasta agosto se vuelve a
observar una reduccion progresiva del niumero medio de insectos por fruto, hasta ser
practicamente cero en el mes de agosto. En el mes de septiembre la infestacion se
incrementa y en los meses posteriores disminuye y, posteriormente, se mantiene
estable, con valores de 8 a 10 piojos por fruto. Se consigue una reduccion en el
numero de piojos rojos de aproximadamente el 70% en comparacién con el grupo

control en enero de 2019: 8,7 vs 27.4, ver tabla 3.

El campo tratado con VI51 comenzo6 en enero de 2018 con una media de 11,9 piojos
rojos por fruto. Como en los otros tratamientos, se observa una reduccion de la
infestacion por piojos en los meses de febrero a abril. En mayo, al igual que en el
tratamiento con Bb15, el numero de insectos en la parcela aumenta, pero, tras la
aplicacion del hongo, se produce una disminucion progresiva hasta el mes de agosto.
De septiembre a noviembre hay un leve descenso en la aparicion de piojos por fruto.
Consiguiendo una reduccién en el numero de piojos rojos de aproximadamente el 60%

en comparacion con el grupo control en enero de 2019: 11,7 vs 27.4, ver tabla 3.

Finalmente, comparando los datos de los ultimos meses del afio en el numero de
piojos rojos por fruto entre el control y los tratados se observa que los tratamientos
presentan diferencias significativas con respecto al control. Por tanto, se confirma que

los tratamientos con composiciones de aceites parafinicos y esporas de hongos
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entomopatégenos en el campo reducen la infestacion de plagas y la aparicion de

enfermedades.

Efecto de los hongos entomopatdégenos sobre la infeccion por hongos

postcosecha

En los limones recogidos en la parcela control, la presencia de hongos postcosecha
(fundamentalmente Penicillium digitatum) disminuye ligeramente desde enero hasta
abril de un 14% a un 8%, Figura 10, después aumenta teniendo dos maximos en los
meses de mayo (40% de limones infectados) y julio (65% de limones infectados), en
agosto disminuye el porcentaje de infecciébn a un 16%, pero después aumenta
progresivamente hasta enero, finalizando el aino con un 45% de limones infectados. Al
cabo de un afio la infeccion de los limones por P. digitatum en el grupo control ha

pasado de ser un 14% a un 45%, se ha triplicado.

Los limones tratados con la composicion sinérgica de esporas de Bb15 y aceites
parafinicos muestran una incidencia de infeccion por hongos postcosecha mas baja
que el resto de tratamientos. El porcentaje de infecciéon fluctua ligeramente en los
meses de enero a septiembre, manteniéndose en valores entre 10% y 30%. En
octubre se sitia el maximo de limones infectados en un 38%, pero la infeccion
disminuye en los meses posteriores hasta situarse en un 17% en enero de 2019. Al
cabo de un afo la infecciéon ha pasado de ser un 10% en enero de 2018 a un 17% en
enero de 2019.

En los limones correspondientes a los campos en los que se aplica el tratamiento con
VI se observa una reduccion de infeccion de limones en los meses de enero a marzo.
En abril la infeccion de los limones aumenta a un 20% y se mantiene estable hasta el
mes de septiembre. En octubre se produce un nuevo aumento de la infeccion
alrededor del 35% que, finalmente, disminuye hasta un 25% en enero de 2019. En un
afo la infeccion de los limones de este campo se ha reducido a la mitad, de un 50% a
un 25%.

Estos datos confirman que los tratamientos con Bb vy, sobre todo, VI protegen a los
limones del campo de infecciones postcosecha por P. digitatum. Toda esta informacion

esta contenida en la Figura 10.
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REIVINDICACIONES

1. Una composiciéon sinérgica que comprende aceite parafinico y una suspension

acuosa de esporas de hongos entomopatdégenos.

2. Una composicion sinérgica segun la reivindicacion anterior, en la que el aceite
parafinico tiene una concentracion comprendida entre 40% y 90% p/v en agua,
preferentemente, entre un 50% y 80% p/v y aun mas preferentemente entre un 60% y
72% antes de mezclarse con la suspension acuosa de esporas de hongos

entomopatogénos.

3. Una composicion sinérgica segun la reivindicacion anterior, en la que el hongo
entomopatdgeno, cuyas esporas se emplean en la composicion sinérgica se puede
seleccionar entre las especies pertenecientes a las familias Cordycipitaceae y/o
Clavicipitaceae: Beauveria bassiana Bb15, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces
fumosoroseus o Akanthomyces lecanii VI51, preferentemente Beauveria bassiana

Bb15 o Akanthomyces lecanii V151.

4. Una composicion sinérgica segun la reivindicacion anterior, en la que el aceite
parafinico estd mezclado con las esporas del hongo en una proporciéon 1:1  y/o las
esporas de hongos entomopatégenos se encuentran en una concentracién de entre
5-10° y 10° conidios/ml, preferentemente 5-10"7 a 2,5-10° con/ml ain mas
preferentemente 5-10% conidios de hongo entomopatdégeno por cada ml de aceite

parafinico y agua.

5. Una composicidn sinérgica segun la reivindicacion anterior, que comprende al
menos una sustancia inerte seleccionada entre emulsionantes, disolventes,
compuestos vehiculos de los conidios, propulsores en aerosol, fragancias y colorantes

y combinaciones de las mismas.

6. Una composicion sinérgica segun la reivindicacion anterior, en la que la sustancia
inerte esta presente en una proporcién de entre 0 y 10 % en volumen respecto al

volumen total de la composicion.
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7. Procedimiento de elaboracién de una composicion sinérgica segun la reivindicacion
anterior, que comprende:

- filtrar un hongo entomopatdgeno crecido sobre un sustrato a través de una malla de
tamano de poro de entre 0,1 mm a 0,5 mm, preferentemente 0,2mmy

- anadir el filtrado anterior sobre un aceite parafinico.

8. Procedimiento de elaboracién de una composicion sinérgica segun la reivindicacion
anterior, que comprende la adicion de una sustancia inerte en una proporcion

comprendida entre 0 y 10 % en volumen respecto al volumen total de la composicion.

9. Procedimiento de elaboracién de una composicion sinérgica segun la reivindicacion

anterior, que comprende previamente:

- preparar el sustrato para el crecimiento del hongo, dicho sustrato es un cereal,
preferentemente arroz, mediante la adicion de agua destilada y al menos 2 ciclos de

autoclavado y

- afadir al sustrato un in6culo del hongo y crecer durante un periodo de tiempo entre

15 dias y un mes.

10. Uso de una composicion sinérgica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1

a 9, para el tratamiento fitosanitario de plagas y enfermedades de cultivos agricolas.

11. Uso de una composicion sinérgica segun la reivindicacion anterior, en la que la
plaga es un hongo, preferentemente Fusarium spp., Penicillium italicum, Penicillium

digitatumy Colletotrichum spp.

12. Uso de una composicion sinérgica segun la reivindicacion 10, en la que la plaga
puede ser un artrépodo, preferentemente un acaro, mas preferentemente un
acariforme, aun mas preferentemente: arafa roja (Tetranychus urticae Koch), acaro
rojo (Panonychus citri), acaro oriental (Euttetranychus orientalis), piojo rojo (Aonidiella
aurantiiy y piojo blanco (Aspidiotus nerii), ain mas preferentemente piojo rojo

(Aonidiella aurantii).
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13. Uso de la composicion sinérgica segun una de las reivindicaciones 10 a 12 en el
que la aplicacién de la composicion sinérgica sobre el cultivo se realiza cada 2-5

meses, preferentemente cada 4 meses.

14. Uso de la composicion sinérgica segun una de las reivindicaciones 10 a 13, en el

que la composicion sinérgica se aplica en forma liquida o en spray sobre el cultivo.

15. Uso de una composicion sinérgica segun una de las reivindicaciones 10 a 14, en el
que el cultivo es arboreo y la composicion es aplicada en un volumen de entre 1y 3

litros por arbol, preferentemente 2L.

16. Uso de una composicion sinérgica segun una de las reivindicaciones 10 a 15, en el
que la composicion aplicada tiene una concentracion de entre 5-10° y 10° conidios/ml,
preferentemente 5-10” a 2,5-10° con/ml aun mas preferentemente 5-108 conidios de

hongo entomopatégeno por cada ml de aceite parafinico y agua.

17. Uso de una composicion sinérgica segun una de las reivindicaciones 10 a 16, en la
que la composicion aplicada comprende al menos una sustancia inerte en una
proporcion comprendida entre 0 y 10 % en volumen respecto al volumen total de la

composicion.

18. Uso de una composicion sinérgica segun una de las reivindicaciones 10 a 17, en la
que los cultivos agricolas se seleccionan entre: cultivos herbaceos y arboreos, dentro

de éstos se seleccionan citricos, preferentemente limoneros.
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P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacién
de la solicitud

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha
de presentacion de la solicitud
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] para las reivindicaciones n°:
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INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA N de solicitud: 201931071

CLASIFICACION OBJETO DE LA SOLICITUD

AO01N63/30 (2020.01)
AO01N25/04 (2006.01)
AO01N27/00 (2006.01)
A01P7/00 (2006.01)
A01P3/00 (2006.01)

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)
AO1N, AO1P

Bases de datos electronicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
blasqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, INTERNET, CAPLUS, MEDLINE, EMBASE, BIOSIS
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