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RESUMEN

Melophagus ovinus es un ectoparasito de ovejas que produce pérdida de peso, anemia y
reduccion del crecimiento de la lana, provocando un impacto econémico por reduccion en
la produccion de carne, leche y lana de las ovejas, ademas de dafios causados por la
transmision de patégenos zoonéticos, por lo que se requieren medidas de control
permanentes. En la presente investigacion se evalu6 el efecto in vitro de Beauveria bassiana
en el control de Melophagus ovinus. Para ello, se probd el efecto de cuatro dosis del
bioplaguicida (T1= 1,0x10° esporas/ml; T2= 1,0x10°® esporas/ml; T3= 1,0x10" esporas/ml;
T4= 1,0x108 esporas/ml, y se usd agua destilada como testigo) sobre el porcentaje de
mortalidad de hembras adultas de M. ovinus. Por otra parte, se calculé la DLsg mediante
analisis Probit. Se observo efecto de las concentraciones de B. bassiana sobre la mortalidad
de M. ovinus. En general, la tasa de mortalidad fue dependiente de la concentracion de B.
bassiana, alcanzandose un 55.56% a las 120 h después de la aplicacion de la dosis mas alta,
lo cual fue 50% superior a la mortalidad observada con la dosis menor y 90% superior al
tratamiento testigo. Una tendencia similar fue observada en la segunda y tercera evaluacion.
El analisis Probit, mostré un valor de DLso de 1.47x10° conidios/ml, ademas los valores de
DLgo y DLos fueron 6.7 x10° y 3.8x107 conidios/ml, respectivamente, con lo que se esperaria
la muerte del 90 y 95% de la poblacion en estudio bajo condiciones in vitro. De acuerdo con
los resultados, la aplicacion topica de suspensiones de B. bassiana podria constituir una
alternativa de control de M. ovinus, sin embargo, se requiere hacer evaluaciones de

aplicaciones in vivo de modo de determinar su efecto sobre las ovejas.

Palabras clave: Biocontrol, alternativas sustentables, control de ectoparasitos
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ABSTRACT

Melophagus ovinus is an ectoparasite of sheep able to cause weight loss, anemia, and
reduced wool growth, leading to an economic impact due to reduced production of meat,
milk, and wool from sheep, as well as damage caused by the transmission of zoonotic
pathogens, thus requiring permanent control measures. In this research, in vitro effect of
Beauveria bassiana on the control of Melophagus ovinus was evaluated. For this purpose,
the effect of four doses of the biopesticide (T1 = 1.0x10° spores/ml; T2 = 1.0x10° spores/m;
T3 = 1.0x107 spores/ml; T4 = 1.0x108 spores/ml, and distilled water was used as control)
was tested on the mortality rate of adult female M. ovinus. Additionally, LDso was calculated
using Probit analysis. Concentrations of B. bassiana affected the mortality rate in M. ovinus.
In general, the mortality rate was dependent on the concentration of B. bassiana, reaching
55.56% at 120 hours after applying the highest dose, which was 50% higher than the
mortality observed with the lowest dose and 90% higher than the control treatment. A similar
trend was observed in the second and third evaluations. Probit analysis showed an LDso
value of 1.47x10° conidia/ml, while the LDgo and LDgs values were 6.7x10° and 3.8x10’
conidia/ml, respectively, which it would be expected to result in 90% and 95% mortality of
the study population under in vitro conditions. According to the results, topic application of
B. bassiana suspensions could be a potential alternative for controlling M. ovinus; however,

in vivo evaluations are required to determine its effect on sheep.

Keywords: Biocontrol, sustainable alternatives, ectoparasite control
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CAPITULO |
INTRODUCCION

La familia Hippoboscidae son dipteros ectoparasitos permanentes, obligados, que se
alimentan de sangre de aves 0 mamiferos y cuyas hembras retienen los huevos y una vez
formadas las larvas estas salen al exterior del cuerpo de la hembra y forma la pupa
inmediatamente (Hutson, 1984).

Estas moscas presentan un aparato bucal similar al de las moscas de la familia
Glossinidae, con los que estdn muy relacionados, los cuales tienen una proboscis perforante
provista de un area sensorial en el extremo que les permite detectar el lugar mas apropiado
de alimentacion, rodeada de dos palpos maxilares esclerotizados y esta dotada de elementos
cortantes que le permiten desgarrar la piel del hospedero (Andreani et al., 2019). Aunque
generalmente se ha sefialado que las especies de moscas dentro de las familias Glossinidae
e Hippoboscidae se alimentan de la sangre que fluye después de introducir los dientes
preestomales en la piel del hospedero, sin embargo, recientemente se presume que los
hipoboscidos podrian alimentarse de los vasos sanguineos, similar a los mosquitos (Andreani
et al., 2020; Reeves y Lloyd, 2019).

Varias especies de Hippoboscidae pueden actuar como ectoparasitos de algunos
animales domésticos y ocasionalmente también a los humanos causando dafio por la succién
directa de sangre y por la inyeccion de toxinas y microorganismos patégenos que puede
conducir a la pérdida permanente de sangre y a la emaciacion animal (especialmente la
emaciacion ovina), reduccion de la produccion de leche y lana, dafio a la lana causado por

las heces del parasito, entre otros (Obona et al., 2019).

La familia Hippoboscidae incluye unas 213 especies dentro de 21 géneros incluyendo
el género Melophagus, el cual posiblemente es el grupo mas especializado dentro de la
familia y cuyos adultos emergen del pupario con musculos de vuelo rudimentarios que no
funcionan, que luego se atrofian debido a que tanto las alas anteriores como los haltérex son

vestigiales y no son funcionales (Dick, 2018; Reeves y Lloyd, 2019).

La alimentacion de Melophagus ovinus produce pérdida de peso, anemia, ansiedad y
reduccidn del crecimiento de la lana lo que provoca un impacto econdémico por reduccion en

la produccion de carne, leche y lana de las ovejas, ademas de dafios secundarios por



infecciones microbioldgicas secundarias por abrasion de la piel de la oveja (Small, 2005).
Adicionalmente, se ha reportado que M. ovinus es responsable de la transmisién de
patdgenos zoonoticos, como: Bartonella spp., Anaplasma spp., virus de la lengua azul, virus
de la enfermedad de la frontera (BDV), Rickettsia spp., Trypanosoma spp. (Werszko et al.,
2021; Zhang et al., 2023).

Dado el impacto de este ectoparasito en la produccion de ovinos, se han probado
diferentes tacticas de control. Por una parte, Alvarez (2007) evaluaron la eficiencia de los
bafios de inmersion y dos endectocidas en un grupo de 200 ovinos esquilados en los que se
realizaron mediciones seriadas de morbilidad y cuantificacion de ectoparasitos, observando
diferencias en el niamero de parésitos al dia 56 en animales sometidos a bafios por inmersion,
en los cuales se alcanzo disminucion del 100% desde el dia 7 y hasta el dia 56 postratamiento,
lo que provoco disminucion de la morbilidad de los grupos bafiados disminuyé a 0% desde
el dia 7 y hasta el término del ensayo.

Aungue el uso de otras alternativas méas sustentables, tales como el uso de agentes
entomopatogenos, han mostrado ser efectivas en diferentes especies de ectoparasitos, hasta
la fecha la informacion de su potencialidad de control en M. ovinus es escasa. En este sentido,
Valbuena et al. (2021) evalud el efecto del hongo Beauveria bassiana en el control de M.
ovinus en ovejas adultas Hampshire cruzadas naturalmente infestadas tratadas por aspersion
con 3.2 x108 conidios/ml y encontraron que el control fue efectivo a partir del dia 14,

alcanzando hasta un 90% de efectividad.

En consideracion con lo antes expuesto, en la presente investigacion se pretende
evaluar el efecto in vitro de Beauveria bassiana en el control de Melophagus ovinus para
ofrecer alternativas que sean eficaces para el control de este ectoparasito de forma segura y

respetuosa con el medio ambiente.



MARCO TEORICO
1.1. Antecedentes Investigativos

Los estudios sobre el control de Melophagus ovinus deben tomar como base el
establecimiento de las tasas de prevalencia del parasito. Por ello, se presentan las

investigaciones que se han realizado en diferentes partes a nivel mundial.

En Etiopia se estimo la prevalencia de la infestacion de piojos y falsas garrapata (M.
ovinus) y se evaluaron los posibles factores de riesgo de su incidencia en ovinos, obteniendo
un 71.6% de ovejas infestadas por M. ovinus, Bovicola ovis o ambos, la cual vari6
significativamente por efecto de la edad, el sexo y la condicion corporal de las ovejas. Asi,
la prevalencia de M. ovinus fue significativamente superior en ovejas de condicion corporal
pobre (70,1%) y media (64,5%) en comparacion con aquellas de buena condicion corporal
(40,5%). Estos autores resalaron la necesidad de realizar mas estudios sobre la prevalencia

y los impactos economicos de la infestacion de ovejas por M. ovinus y B. ovis.

Girma & Nigate (2018) realizaron un estudio transversal sobre la prevalencia y
factores de riesgo de falsas garrapata (M. ovinus) en Berehet Woreda (Etiopia) observandose
que el 7,55% estaban infestadas con el parasito y su prevalencia estuvo relacionada con la
asociacién campesina, tipo de lana y las regiones agroclimaticas, mientras que no se observé
relacion entre la prevalencia de ovinos y el sexo y grupo de edad de las ovejas. La tasa de
infestacion de la sexta asociacion campesina (Fura, Gorgo, Danceye, Geberoch, Wura y
Wane) fue mayor en Fura (13,85%) seguida de Gorgo (11,86%) y menor en Wane (5,41%)
y Wura (4,92%). Los autores sefialan la importancia de realizar evaluaciones continuas de
los ectoparasitos en crias de pequefios rumiantes (ovejas) ya que resultan en grandes pérdidas
econdmicas debido al impacto de la serie de patdgenos transmitidos y por la accion directa

de los ectoparasitos que limita el desempefio de las industrias curtidoras.

En Ecuador, Borja et al. (2022) estudiaron la prevalencia de M. ovinus en ovejas
mantenidos en sistemas de crianza semi-intensivos y de traspatio en la provincia de
Tungurahua y encontraron diferencias entre diferentes localidades, siendo mayor en Ambato
(39,3%), seguida de Quero (33,5%), Mocha (32,3%), Pelileo (30,7%) y Tisaleo (28%), con
mayor incidencia en machos que en hembras y en animales de 1 a 3 afios y mayores de 5

anos.



La mayor parte de los estudios que evaltan a efectividad de Beauveria bassiana
como agente de biocontrol en ganaderia han sido enfocados en el control de garrapatas y
otras especies de artropodos plaga.

Valbuena et al. (2021) realizaron un estudio para determinar el efecto del hongo
Beauveria bassiana sobre el pardsito en ovinos naturalmente infestados, para lo cual
utilizaron 15 ovejas adultas Hampshire cruzadas, distribuidas al azar en tres tratamientos de
aspersion con diluciones de 3.2 x108 conidios/ml, 3.2x10® conidios/ml + 5% de azlcar y un
tratamiento control al cual se aplic6 solo agua destilada. Después de realizar el monitoreo
del nimero diario de ectoparasitos se observo que el control de la infestacion se alcanz6
después del dia 14, logrando hasta un 90% de control con la aplicacién de 3.2 x108

conidios/ml solo o del producto con azlcar.

Con relacion a su uso en el control de garrapatas se han encontrado varios estudios
en diferentes paises. En Sudéfrica se probaron formulaciones del hongo entomopatogeno
Beauveria bassiana en condiciones de campo contra adultos de garrapata del bovino,
Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae) a concentracion de 108 conidios/mL mezclado
con aceite de aguacate al 10% y adyuvante sobre el peso inicial de las garrapatas, masa de
huevos, porcentaje de eclosion, indice de produccién de huevos y mortalidad después de los
cuatro dias de aplicacion. La mortalidad de las garrapatas vario de 13 al 38% y también se
observé reduccion de la masa de huevos, el porcentaje de eclosion de los huevos, el indice
de produccion de huevos, el indice nutricional y la eficiencia reproductiva, demostrandose
que esta formulacion tiene potencial para el control biol6gico de R. microplus en condiciones

de campo (Zeina et al., 2022).

De la misma forma en Peru, Yari Briones et al. (2021) investigaron el control de
garrapatas en ganado bovino (Rhipicephalus (Boophilus) microplus) con diferentes
concentraciones del hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana (T1= grupo control, T2=
excipientes (agua + 0.6 ml de surfactante), T3= 1.2x107 conidias, T4= 2.4x10’ conidias, T5
= 3.6x10" conidias) en vacas de la raza Fleckvieh. Los autores hicieron muestreos del
namero de garrapatas en el cuello, entrepierna, axila hasta los 14 dias después del tratamiento
y observaron una disminucion significativa en el nimero de garrapatas a partir del dia 7
cuando se aplico el hongo en concentraciones de 1.2x107, 2.4x10” y 3.6x10" conidias,

alcanzado hasta un 99% de control a los 14 dias a la dosis mayor.



En Colombia, Tofifio Rivera et al. (2018) evaluaron la efectividad en campo de un
producto comercial a base de Beauveria bassiana (Baubassil®) en el control de la garrapata
Rhipicephalus (Boophilus) microplus usando vacas cebuinas tratadas con el producto a
concentracion de 1x10° conidias/ml una vez por semana y observaron porcentajes de
germinacion del entomopatdgeno que variaron desde 97.5, 94.7 hasta 6.3% a 25, 30 y 35 °C
con tasas de efectividad de hasta 96.8%, por lo cual, de acuerdo con los autores, el producto
podria ser una alternativa viable para el control de esta especie de garrapata.

Adicionalmente este hongo ha sido usado para el control de insectos y &caros
fitofagos. En este sentido, en vista de la importancia de la polilla de la castafia (Cydia
splendana) y el gorgojo de la castafia (Curculio elephas) en la produccion de la castafia,
Couta e Souza et al. (2023) evaluaron el uso de B. bassiana para el control de las larvas de
ambas plagas en aplicaciones dirigidas al suelo de dos concentraciones (5x107 (T1) y 1x10®
(T2) conidios/mL), méas un control (T0) donde se aplicé con agua destilada. De acuerdo con
los autores, los resultados obtenidos son prometedores para el uso de B. bassiana debido a
que se observo una alta tasa de mortalidad con los tratamientos que incluian al hongo, lo que
permitié sefialar al hongo como agente de control bioldgico de estas dos plagas del cultivo

del castafio.

Considerando que Tetranychus macfarlanei es una amenaza potencial para varios
cultivos de importancia econdmica, Sabri et al. (2022) evaluaron el efecto de la humedad
relativa sobre la eficacia de una cepa comercial de B. bassiana (cepa GHA) sobre hembras
y huevos del acaro en condiciones de laboratorio, los cuales fueron tratados con tres
concentraciones del producto (1x10°, 1x107 y 1x108 conidios/ml) mantenidos a tres niveles
de humedad relativa (55, 75, y 95% HR) a 25 °C. Los resultados demostraron gue la tasa de
mortalidad vari6 con la dosis del producto y de la humedad relativa con la mayor mortalidad
de los huevos (86,4 y 91%) fue alcanzada cuando se us6 1x108 conidios/mL a 75 y 95% de

HR, respectivamente después de seis dias de tratamiento.
1.2. Categorias fundamentales
1.2.1. La familia Hippoboscidae y Melophagus ovinus

Melophagus ovinus, conocido como el piojo o falsa garrapata de la oveja, es un
insecto hematéfago perteneciente al Orden Diptera, dentro de la familia Hippoboscidae y

que morfolégicamente se caracteriza por presentar cuerpo aplanado de color pardo oscuro,
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con garras en las patas para aferrarse a su hospedador y que generalmente ataca a ovinos
(Casco et al., 2021).

Esta especie de ectoparasito se encuentra presente en varios paises de Europa, Africa,
Asia, Oceania y de América del Norte y del Sur y aunque ha sido principalmente asociado a
explotaciones de ovinos, también puede parasitar en un mayor rango de especies de
hospederos, incluyendo cabras, conejos, perros, animales salvajes, antilope tibetano, bisonte
europeo y zorros rojos (Aranda Aguirre et al., 2020). Su forma de transmisién es por contacto
directo entre ovejas cuando estas estan bajo condicion de hacinamiento, durante el pastoreo,
por contacto directo entre las ovejas y corderos y también son transmitidos de forma

indirecta a través de la cama (Aranda Aguirre et al., 2020).

De acuerdo con Olaechea et al. (2006), M. ovinus es uno de los ectoparasitos que se
presentan en especies ovinas a nivel mundial, principalmente en zonas de climas templados
y frios, lo cual es potenciado por la falta de control oficial y las malas préacticas de manejo

de los rebafios.

El papel como transmisor de patdgenos de las moscas Hippoboscidae continua en
debate debido a que estos ectoparasitos deben vivir exclusivamente sobre su hospedero, esto
genera dudas sobre su capacidad para transmitir patégenos a otros animales 0 humanos, sin
embargo, estudios recientes usando técnica moleculares han demostrado la transmision de
patdgenos por moscas Hippoboscidae en 53 especies de rumiantes, caballos, perros y rapaces
(Boucheikhchoukh et al., 2019).

1.2.2. El hongo Beauveria bassiana como alternativa de control biolégico

El hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana es considerado como una alternativa
al uso de plaguicidas quimicos para el control de insectos plaga debido a su efectividad,
estd comercialmente disponible en varios paises del mundo y ademas puede actuar sobre
un amplio nimero de especies de plagas tanto residentes como invasoras, asi como contra
artropodos vectores de enfermedades humanas y animales, como mosquitos y garrapatas
(Kirkland et al., 2004).

La infeccion de insectos por parte de este hongo no requiere ningin modo
especializado de entrada y comienza con la unién de esporas fungicas a los hospederos que

se desean controlar, de ese modo, las esporas del hongo germinan en respuesta a las sefiales



de la cuticula y posteriormente los tubos germinales emergentes producen una variedad de
enzimas que, combinadas con la presion mecanica, inician el proceso de penetracion de la

cuticula (Saranraj y Jayaprakash, 2017).

Ademas, las especies de hongos del género Beauveria tienen la capacidad de producir
metabolitos bioactivos tales como bassiandlidos, beauvericina, acido oxalico, oosporeina,
bassianina y tenelina que han sido reportados como principios con actividad biolégica que
permite inhibir el crecimiento de varios hongos patégenos (Mascarin et al., 2013;
Narayanasamy, 2013). Aparte de su mayor eficiencia como alternativa en el control de
plagas, el uso de hongos entomopatdgenos ha demostrado ser una alternativa viable debido
a la facilidad y economia de produccién a gran escala al ser comparado con otros patégenos
como bacterias o0 virus (Ramanujam et al., 2014).

Aunque se ha demostrado que Beauveria bassiana tiene una alta virulencia y un
amplio rango de accion contra diferentes especies de artrépodos, las investigaciones han
demostrado que la virulencia depende de las caracteristicas superficiales de las esporas del
hongos y de varios factores determinantes genéticos de virulencia (Fang et al., 2009; Holder
y Keyhani, 2005; Kos y Celar, 2013).

Ademas de su interés como agente de control biologico de plagas, B. bassiana
también es un organismo modelo emergente que se puede utilizar para examinar aspectos
unicos del crecimiento y desarrollo de hongos, incluidas las interacciones del patdgeno
hospedero (Fan et al., 2011; Ortiz-Urquiza y Keyhani, 2016).

1.2.3. El uso de hongos entomopatdgenos en el control de plagas y parasitos

Un hongo entomopatdgeno es un microorganismo que tiene la capacidad de infectar,
parasitar y matar no solo a los insectos sino a otros artrépodos plaga, por lo que generalmente
son utilizados en la agricultura organica como una alternativa a los plaguicidas quimicos

convencionales (Bihal et al., 2023).

Los hongos entomopat6genos pertenecen a diferentes grupos taxonémicos y hasta la
fecha se han descrito 12 especies de Oomycetes, 399 especies de Microsporidia, 65 especies
de Chytridiomycota, 474 especies de Entomophtoromycota, 283 especies de Basidiomycota
y un total de 476 especies de Ascomycota, sin embargo, los Ascomycota y

Entomophtoromycota son los que ocurren con mayor frecuencia (Litwin et al., 2020). La



mayor eficacia entomopatdgena ha sido observada en hongos del Phylum Entomophtorales
(tales como Conidiobolus, Furia, Erynia y Entomophaga), pero son poco usados debido a
que no existen metodologias para su reproduccion, por lo que, otras especies de hongos
entomopatégenos dentro de los géneros Beauveria, Paecilomyces, Metarhizium,
Lecanicillium e Isaria son mas frecuentemente usadas como biopesticidas (Bihal et al., 2023;
Litwin et al., 2020).

Con relacién al hongo entomopatdgeno, Beauveria bassiana, estes fue aislado por
primera vez a partir de especimenes muertos del gusano de seda (Bombyx mori) por el
entomoblogo italiano, Agostino Bassi en el siglo XIX y actualmente ha sido encontrado
parasitando mas de 200 especies de insectos en seis 6rdenes y 15 familias en los cuales se
multiplica rapidamente y produce una variedad de toxinas que causan infecciones externas
(Liu et al., 2023).

1.2.4. El proceso de patogenesis y toxicidad de Beauveria bassiana

El primer paso de la infeccion por hongos entomopatdgenos es la penetracion de la
cuticula de los insectos, la cual implica la intervencion de fuerzas mecanicas, de enzimas
que degradan la cuticula (quitinasa, lipasa, proteasa) y la presencia de estructuras de
infeccidn especificas producidas por hifas (apresorios) que penetran y proliferan dentro de

la célula del insecto (Chelico y Khachatourians, 2008).

Las enzimas proteinasas segregadas por el hongo degradan la cuticula del insecto, la
cual esta compuesta de quitina y proteinas, facilitando la penetracion de las hifas en la
hemolinfa del insecto hospedero y posteriormente actian las enzimas hidroxilantes que
asimilan los hidrocarburos y capas cuticulares lipidicas (Huarte-Bonnet, Kumar, et al., 2018;

Huarte-Bonnet, Paixdo, et al., 2018).

En condiciones apropiadas, los conidios del hongo B. bassiana germinan y forman
hifas que luego secretan diversas toxinas que son principalmente metabolitos secundarios y
compuestos de pequefio peso molecular, como beauvericina, bassianina, bassianolida,
beauverolidas, tenellin, oosporeina, acido oxalico, cristales de oxalato de calcio y muchos
analogos de beauvericina, siendo la beauvericina una de las toxinas mas importantes por su

accion insecticida y citotoxica (Al Khoury et al., 2021).



El proceso de infeccion empieza con la penetracion de los conidios en la epicuticula
para llegar a la endocuticula del insecto donde libera enzimas hidrolasas, incluidas quitinasa,
proteasa y lipasa, para desintegrar rapidamente la cuticula y lograr un mayor ingreso de los
conidios. Luego se forman los cuerpos hifales que atraviesan la epidermis e invaden la
hemolinfa donde segregan varias sustancias insecticidas, como oosporeina, beauvericina,
beauverolidas y tenelina, la mayoria de las cuales suprimen el inmunocito o destruyen

directamente la hemolinfa (Fig. 1) (H. Wang et al., 2021).

Sin embargo, de acuerdo con Wang et al. (2012), el mecanismo de patogenicidad
puede variar segun el tipo de toxina y la especie de hospedero, pues la misma toxina puede
tener un mecanismo diferente de patogenicidad y escala de toxicidad en diferentes
hospederos, por lo tanto, es imposible generalizar el mecanismo de accion. Sin embargo, el
consenso comun es que el efecto insecticida de los hongos es un resultado acumulativo de

varias toxinas de B. bassiana.
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Figura 1

Representacion esquematica de la invasién del hongo Beauveria bassiana en el insecto
hospedero. AMP, péptidos antimicrobianos; PPO, polifenol oxidasa; MCL1, secuencia
de leucemia de células mieloides, una proteina antiapoptética; SOD, superdxido
dismutasa; ROS, especies reactivas de oxigeno; Hsp25, factor de choque térmico 25.
Las sustancias mencionadas en la parte inferior derecha de la figura inhiben el sistema
inmunologico. Las flechas roja y azul representan las respuestas de inhibicion directa
e indirecta, respectivamente.

Fuente: (H. Wang et al., 2021)



Las toxinas también inducen una variedad de sintomas en el insecto hospedero, que
incluyen deshidratacion severa, comportamiento anormal, falta de coordinacion,
convulsiones, dificultad para alimentarse y trastornos metabdlicos que eventualmente causan
la muerte del insecto (Chu et al., 2017). En condiciones adecuadas, los micelios presentes
en el hospedero muerto producen numerosos conidios que son llevados por el aire para
infectar a otros hospederos, sin embargo, la propagacion de la infeccion también puede ser
ayudada por otros agentes de dispersiébn como hojas, raices, suelo y agua en estrecho
contacto con los insectos, los cuales, ademas pueden provocar infecciones no dirigidas,

incluido dafio a insectos beneficiosos (Feng et al., 2015; Pedrini, 2018).
1.3. Objetivos
Objetivo general:

Evaluar el efecto in vitro de Beauveria bassiana en el control de Melophagus ovinus

(Diptera: Hippoboscidae)
Objetivos especificos:

v Determinar la mortalidad causada por diferentes concentraciones de suspensiones de B.

bassiana en hembras adultas de M. ovinus.

v" Calcular la DLso de B. bassiana en hembras adultas de M. ovinus mediante método
Probit.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA
2.1. Ubicacion del estudio

La investigacion fue conducida en el Laboratorio de Entomologia de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias, Universidad Técnica de Ambato (canton Cevallos, Provincia de
Tungurahua)

2.2. Tipo de investigacion

La presente investigacion fue conducida con un enfoque de tipo experimental, debido
a que se planted la aplicacion de un tratamiento (concentraciones de un hongo
entomopatdgeno) y asi evaluar su efecto sobre las variables respuesta en el ectoparéasito (M.
ovinus) (Hernandez-Sampieri et al., 2014).

2.3. Equipos y materiales

Cajas Petri

Laminas porta y cubreobjeto
Pinceles ultrafinos (000)
Algododn

Liquido de Hoyer
Microscopio

Estereoscopio

NN N N N N NN

Producto comercial a base de Beauveria bassiana (Beauvetic)
2.4. Factores de Estudio:
v Dosis del producto (Beauvetic):

D1= 1,0x10° esporas/ml (T1)
D2= 1,0x10° esporas/ml (T2)
D3= 1,0x10" esporas/ml (T3)
D4= 1,0x108 esporas/ml (T4)
DO= sin tratamiento (TO)
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2.5. Tratamientos

Tratamiento N° de Simbologia Descripcion
repeticiones
1 10 Tl Beauvetic a dosis de 1,0x10° esporas/ml
2 10 T2 Beauvetic a dosis de 1,0x10°8 esporas/ml
3 10 T3 Beauvetic a dosis de 1,0x10" esporas/ml
4 10 T4 Beauvetic a dosis de 1,0x108 esporas/ml
5 10 T0 Sin aplicacién (Testigo)

2.6. Manejo del experimento
5.1.1. Recoleccion

Las muestras de la falsa garrapata, M. ovinus, fueron recolectadas en ovejas
mantenidas en sistemas de cria traspatio en el canton Cevallos y Ambato. Las muestras
colectadas fueron llevadas inmediatamente al laboratorio para iniciar con los bioensayos de

efectividad de las suspensiones de B. bassiana.
5.1.2. ldentificacion de M. ovinus

Una vez en el laboratorio, las muestras fueron revisadas bajo aumento de la lupa
estereoscopica para revisar los especimenes y asegurarse la identificacion de la especie,
usando los caracteres morfoldgicos resaltados por Borja et al. (2022) quienes sefialaron que
M. ovinus son insectos con 0jos compuestos pequefios, pocos omatidios y antenas inmoviles
pequefias ubicadas en fosas antenales profundas; sin alas; con cuerpo aplanado
dorsoventralmente, con cabeza hundida y segmentos gnatales de tipo prognato; tegumento
abdominal suave y flexible permite la distensién durante la alimentacion y el desarrollo

larvario en las hembras.
5.1.3. Prueba de efectividad in vitro de B. bassiana sobre M. ovinus

Se us6 una cepa comercial del hongo Beuveria bassiana (BeauveticMR) que fue
disuelta en agua destilada mas Tween 80 al 0.1% (Fig. 2). Para determinar el nimero total
de conidios por mililitro se tomd6 1 ml de la suspensién en una cdmara de Neubauer usando

la siguiente férmula:
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N° de conidios = N° de conidios contabilizados x 25.000 x Factor de dilucion

(Cariedo y Ames, 2004).

Figura 2

Preparacion de las diferentes concentraciones de Beauveria bassiana para las pruebas

de efectividad de control sobre Melophagus ovinus in vitro

Adicionalmente, para la identificacion del hongo, se prepararon cultivos en cajas de
Petri con agar Sabouraud usando la técnica de estria por agotamiento en incubacion a 30 °C
y 80% HR durante 72 h. Posteriormente, el hongo fue identificado mediante tincién de
lactofenol a interpretacion microscépica de las caracteristicas morfolégicas segun el Manual

de Hongos Entomopatdgenos (Cafiedo y Ames, 2004).

Se evaluaron cuatro concentraciones: 1,0x10°; 1,0x10°; 1,0x10” y 1,0x10® esporas/ml

mas un tratamiento control que consistio en la aplicacion de agua destilada (Fig. 3).
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2.7. HipOtesis

El aumento de la concentracion del bioplaguicida a base de Beauveria bassiana
produce un mayor efecto de mortalidad en hembras de Melophagus ovinus.

Prueba de efectividad in vitro de B. bassiana sobre M. ovinus

2.8. Variables respuesta

a) Tasa de mortalidad: En un total de 10 hembras de M. ovinus se midi6 el nimero de
individuos muertos después de las aplicaciones de suspensiones a base de Beauveria
bassiana. Las evaluaciones de la tasa de mortalidad fueron hechas a las 120, 144 y 168

horas después de la aplicacion.

b) Dosis letal media: se estimo6 la dosis capaz de producir el 50% de mortalidad de la

poblacion bajo estudio.
2.9. Analisis de los datos

Los datos fueron analizados mediante andlisis de varianza y aquellas variables que
muestren diferencias significativas (p< 0.05) fueron comparadas mediante prueba de medias
segun Tukey usando el paquete estadistico Statistix versién 10.0 para Windows).
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Mortalidad causada por diferentes concentraciones de suspensiones de B. bassiana

en hembras adultas de M. ovinus

Se demostro el efecto de las diferentes concentraciones del bioplaguicida a base de
Beauveria bassiana sobre el porcentaje de mortalidad de Melophagus ovinus después de las
120, 144 y 168 horas de la aplicacion (Fig. 4). En general, la tasa de mortalidad fue
dependiente de la concentracion de B. bassiana, observandose un incremento significativo
de la mortalidad con el aumento de la concentracién usada del bioplaguicida. En este sentido,
después de las primeras 120 h, la tendencia fue a incrementar la tasa de mortalidad a medida
que aumentd la concentracion de B. bassiana, alcanzandose un 55.56% en la dosis mas alta
(1x108 conidias/ml), lo cual fue 50% superior a la mortalidad observada con la dosis menor

(1x10° conidias/ml) y 90% superior al tratamiento testigo.

De la misma forma a las 144 h después de la aplicacion, se observo un aumento de
la mortalidad en funcion a la concentracion, demostrandose que solo el 44.4% de las hembras
de M. ovinus murieron por la aplicacion de B. bassiana a la menor concentracion y este valor
fue aumentando a 50.0, 61.1% a las dosis intermedias (1x10°® y 1x107 conidias/ml) y alcanzé
el maximo valor (77.78%) a la maxima concentracion, lo cual representd ser 92.9% mayor

que la mortalidad observada en el tratamiento testigo.

Finalmente, a las 168 h después de la aplicacion se obtuvieron las maximas tasas de
mortalidad por la aplicacion de B. bassiana, variando desde 66.67% hasta 94.44%,
demostrandose que el incremento de la efectividad de la dosis mas alta fue de 88.2% mayor

que en el testigo, mientras que fue 29.4% mas eficiente que la menor dosis aplicada.

La micosis fue evidenciada con la aparicion de un polvillo blanco sobre la cuticula

de los insectos, tal como se muestra en la figura 5.

Basado en los resultados, se encontrd que la tasa de mortalidad acumulada después
de 168 h de aplicacion mostrd una respuesta de tipo cuadréatica que se ajusto a la ecuacién
y = —1.5873x? + 20.635x — 11.111 con un coeficiente de determinacion (R?) de 0.94, lo

cual indica una alto nivel de ajuste de la ecuacién (Fig. 6).
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Figura 5

Hembras adultas de M. ovinus mostrando sintomas del ataque de B. bassiana
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Porcentaje de mortalidad in vitro de hembras de M. ovinus por efecto de diferentes
concentraciones de B. bassiana

La informacion sobre el uso de B. bassiana en el control de M. ovinus es escasa. De
acuerdo con la revision solo un estudio esta disponible en Pert donde Valbuena et al. (2021)
demostraron que el uso del hongo mostrd hasta un 90% de efectividad en el control de M.
ovinus en ovejas adultas Hampshire cruzadas que fueron tratadas con una aspersion de 3.2

x108 conidios/ml de B. bassiana a partir del dia 14 de la aplicacion.

Estudios previos han demostrado el efecto de diferentes cepas de B. bassiana sobre
la mortalidad de diferentes especies de artropodos. Li et al. (2024) evaluaron seis cepas de
B. bassiana (B1-B6) y observaron que la cepa B4 fue la mas virulenta contra las larvas de
tercer estadio, las pupas y los adultos de Bactrocera dorsalis (Diptera: Tephritidae),
causando tasas de mortalidad de 52,67, 61,33 y 90,67 %, respectivamente, pero también
afectd a sus enemigos naturales (Amblyseius cucumeris y Anastatus japonicus). Por otra
parte, se observo que el uso de abamectina al 1,8% provocé inhibicion de la germinacién de
la cepa B4.

Johnson et al. (2019) compararon la eficacia de la aplicacidn tdpica e inyectada de B.

bassiana (cepa 90) en el control de la mosca doméstica (Musca domestica), resultando en

17



una tasa de mortalidad de 82.5% 3 dias después de inyectarse a una concentracion de 1x10*
conidios/ul, mientras que a menor concentracion la mortalidad observada apenas alcanzo
2.5y 22.5% a dosis de 1x102y 1x102 conidios/ul, respectivamente. Por otra parte, aunque la
mortalidad causada por B. bassiana aplicada de forma tdpica fue baja los primeros cuatro
dias, esta tendi6 a aumentar después del quinto dia de aplicacion.

De manera similar a lo observado en el presente estudio, Kirkland et al. (2004)
encontraron que la aplicacion de soluciones a base de B. bassiana o Metarhizium anisopliae
a 108 conidios/ml provocaron una mortalidad del 50-70% en las garrapatas adultas de Ixodes
scapularis y R. sanguineus, siendo las ninfas de R. sanguineus més susceptibles a ambos
hongos entomopatdgenos, pues provocaron mas de 90% de mortalidad, mientras que en
Dermacentor variabilis solo causé una mortalidad menor al 20% de mortalidad. Aunque, de
acuerdo con estos autores, B. bassiana y M. anisopliae mostraron potencial de controlar las
poblaciones de garrapatas, se concluyd que su virulencia y la mortalidad depende de las

condiciones del inoculo.

Aparte de la mortalidad causada por el uso hongos entomopatdgenos, algunas
investigaciones han demostrado un efecto subletal sobre especies de garrapatas. En ese
sentido, en un estudio donde se evalud el efecto combinado de la aplicacion de B. bassiana
CG 479 y eugenol sobre el perfil lipidico y la morfologia ovérica de Rhipicephalus
microplus, Ferreira et al. (2024) encontraron que el uso del hongo acaropatdégeno en
combinacion con eugenol redujo los parametros reproductivos de la garrapata en un 50%, lo
cual fue evidenciado con modificaciones que incluyeron la vacuolizacion del pedicelo,
desorganizacion del citoplasma y afecto los niveles de acidos grasos y colesterol en ovarios
demostrandose el potencial de ambos agentes como estrategia complementaria para el

manejo de las garrapatas del ganado.

De la misma forma, Zeina et al. (2022) estudiaron el efecto del uso de B. bassiana a
una dosis de 1x108 conidios/ml combinado con 10% de aceite de aguacate y un coadyuvante
sobre la garrapata del bovino (Rhipicephalus microplus) en condiciones de campo y
demostraron que el tratamiento fue capaz de producir hasta 38% de mortalidad y ademas
redujeron el nimero de huevos por hembra de garrapata, asi como la viabilidad de los

huevos, el indice de produccion de huevos, el indice nutricional y la eficiencia reproductiva.
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3.2. Dosis letal media (DLso) de las aplicaciones de B. bassiana para el control de M.
ovinus

De acuerdo con el andlisis Probit de mortalidad producida por las diferentes dosis de
B. bassiana en hembras adultas de M. ovinus se encontré que el modelo se ajusté a la
ecuacion (Tabla 1, Fig. 7).

Tabla 1

Estimaciones de los pardmetros de la ecuacion por analisis Probit para las diferentes

concentraciones de B. bassiana usadas en el control de M. ovinus

Intervalo de confianza de

95 %
Error Limite Limite
Parametro Estimacion  estandar Z Sig. inferior superior
Concentracion 0,481 0,198 2,428 0,015 0,093 0,870
Interceptacion -2,005 1,052 -1,907 0,057 -3,057 -0,954
a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interceptacion + BX (Las covariables X se transforman utilizando el logaritmo
base 10)
2,04
y = 0.481x — 2.005 o
1,5
% 1,04
& o]
0,5
o]
004 ©
H 5 6 7 8
Concentracion
Figura 7

Regresién Probit para la curva de mortalidad de hembras adultas de Melophagus ovinus

inoculadas con 4 concentraciones de Beauveria bassiana.
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Dado que, el nivel de significacion para la prueba de bondad de ajuste mostrado en
la tabla 2 es mayor que 0,050, no fue necesario utilizar el factor de heterogeneidad en el
calculo de los limites de confianza mostrados para las diferentes concentraciones calculadas,
lo que indica un alto nivel de ajuste de los resultados de las tablas 3 y 4.

Tabla 2

Pruebas de bondad de ajuste de Chi-cuadrado

Chi-cuadrado gl° Sig.

Prueba de bondad de

. 0,204 2 0,903?
ajuste de Pearson

Tabla 3

Valores observados y esperados de mortalidad por efecto de la aplicacion de diferentes

concentraciones de B. bassiana usadas en el control de M. ovinus

5 _ Numero
Concentracion Concentracion Valores Valores ] .
) e Residuo Probabilidad
Probit real _ observados esperados
sujetos
4,000 1x10* 10 5 4,679 0,321 0,046
5,000 1x10° 10 6 6,556 -0,556 0,006
6,000 1x10° 10 8 8,110 0,190 0,008
8,000 1x108 10 10 9,674 0,026 0,009

Con base en los resultados del analisis Probit, se encontré que el DLso obtenido en la
presente investigacion fue de 1.47x10° conidios/ml, lo que indica que con una concentracion
de 1.5x10° conidios/ml se podria eliminar la mitad de una poblacién de M. ovinus bajo
condiciones de laboratorio (Tabla 4). Otros valores toxicologicos importantes derivados en
la tabla 4 son los DLgo y DLgs que resultaron ser 6.7 x10° conidios/ml y 3.8x107 conidios/ml,
respectivamente, lo que indica que con la aplicacion de estas concentraciones se podria

esperar la muerte del 90 y 95% de la poblacidn en estudio bajo condiciones in vitro.
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Los resultados obtenidos por Bermeo (2022) mostraron un DLsp 2.67x10*
conidias/ml de B. bassiana en el control del gusano de la papa (Premnotrypes vorax),
mientras que el DLgs fue de 1.49x10° conidias/ml en un tiempo medio de 4.02 dias.

Asi mismo, trabajos previos han reportado diferentes valores de CLso y CLgs para
diferentes especies de artropodos. Malpartida-Zevallos et al. (2013) reportaron valores de
CLso y la CLgs fueron de 9.39 x 10° conidias/ml y 1.42 x 10® conidias/ml, respectivamente,
de la cepa CCB-LE 262 de Beauveria bassiana (Bb SENASA) en el control biolégico de

Dione juno.

Suarez Gomez (2009) observé que la concentracion 1x10° conidias/ml de una cepa
de B. bassiana aislada del chinche encaje Leptopharsa gibbicarina logré eliminar el 50% de
la poblacion del Sitophilus zeamais en un tiempo promedio de seis dias, y al final del ensayo
se observo una mortalidad promedia del gorgojo del 98,37 %.

El célculo de la dosis letal media (DL50) es un procedimiento fundamental en
estudios toxicologicos. La DL50 se define como la dosis de una sustancia que provoca la
muerte del 50% de una poblacién experimental bajo condiciones controladas. Este analisis
tiene aplicaciones criticas en farmacologia, toxicologia ambiental, y la industria quimica,

entre otras.

La importancia del calculo de la DLso radica en este procedimiento permite evaluar
la toxicidad aguda de un plaguicida pues permite hacer comparaciones directas de la
toxicidad entre diferentes sustancias, lo que resulta esencial para la evaluacion de riesgos y
la toma de decisiones informadas sobre el uso seguro de quimicos y farmacos. Ademas, la
informacion sobre la toxicidad, basada en la DLsg, es utilizada para etiquetar productos
quimicos proporcionando advertencias y precauciones necesarias en estudios
ecotoxicologicos para evaluar el impacto de sustancias quimicas en la fauna y flora,
previniendo la contaminacion y proteger la biodiversidad y ayudando a establecer protocolos

de seguridad y procedimientos para proteger a los trabajadores.
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Tabla 4. Célculo de los limites de confianza en la estimacién de la DLsgg

95% de limites de confianza para registro

95% de limites de confianza para Concentracion (Concentracién)?

Limite
Probabilidad Estimacion Limite inferior Limite superior Estimacion  Limite inferior  superior
0,010 0,21 0,000 108,789 -0,667 -25,241 2,037
0,020 0,79 0,000 229,057 -0,100 -22,311 2,360
0,030 1,81 0,000 368,359 0,259 -20,454 2,566
0,040 3,38 0,000 527,512 0,529 -19,057 2,722
0,050 5,61 0,000 707,389 0,749 -17,921 2,850
0,060 8,64 ,000 909,028 0,937 -16,955 2,959
0,070 12,61 0,000 1133,635 1,101 -16,109 3,054
0,080 17,68 0,000 1382,577 1,248 -15,351 3,141
0,090 24,06 0,000 1657,377 1,381 -14,662 3,219
0,100 31,94 0,000 1959,719 1,504 -14,028 3,292
0,150 103,22 0,000 3956,050 2,014 -11,408 3,597
0,200 262,18 0,000 7008,094 2,419 -9,332 3,846
0,250 583,34 0,000 11610,154 2,766 -7,556 4,065
0,300 1196,26 0,000 18571,971 3,078 -5,969 4,269

0,350 2327,29 0,000 29293,350 3,367 -4,508 4,467
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0,400
0,450
0,500
0,550
0,600
0,650
0,700
0,750
0,800
0,850
0,900
0,910
0,920
0,930
,940

0,950
0,960
0,970
0,980
0,990

4376,28
8062,14
14709,19
26836,57
49439,27
92966,67
180863,51
370896,66
825221,54
2096098,44
6773205,41
8991363,90
12231575,55
17157153,88
25036851,87
38527954,28
63930400,79

119147578,61
272587157,70
1004606688,52

0,001
0,015
0,28
4,73
70,06
823,07
6402,22
29593,13
91620,00
234371,63
595905,15
730587,56
905951,18
1140654,60
1466123,91
1939376,30
2674911,38
3939290,97
6520849,30
14186231,51

46378,191
75170,619
128207,751
240913,568
543731,689
1739276,015
10214456,561
136606729,736
4356786401,963
359813363892,801
119115111469483,230
494295799205198,560
2333926608273002,000
12941400277473320,000
88209905101329424,000
792523506951458560,000
10527742921711045000,000
255204429354791140000,00
17864677893275839000000,0
14707568303144755000000000,0

3,641
3,906
4,168
4,429
4,694
4,968
5,257
5,569
5,917
6,321
6,831
6,954
7,087
7,234
7,399
7,586
7,806
8,076
8,436
9,002

-3,132
-1,818
-0,550
0,675
1,845
2,915
3,806
4,471
4,962
5,370
5,775
5,864
5,957
6,057
6,166
6,288
6,427
6,595
6,814
7,152

4,666
4,876
5,108
5,382
5,735
6,240
7,009
8,135
9,639
11,556
14,076
14,694
15,368
16,112
16,946
17,899
19,022
20,407
22,252
25,168
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4.1.

4.2.

CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
CONCLUSIONES

Se demostro el efecto de las diferentes concentraciones del bioplaguicida a base de
Beauveria bassiana sobre el porcentaje de mortalidad de Melophagus ovinus,
observandose que el incremento de la tasa de mortalidad estuvo relacionado con el
aumento de la concentracion de B. bassiana. En general, la mortalidad tendié a
incrementar a medida que aumento la concentracion del hongo, lo cual demostré que la
formulacion comercial de Beauveria bassiana mostré alta eficiencia de control bajo

condiciones in vitro.

Con base en los resultados del analisis Probit, se encontré que el DLsg obtenido en la
presente investigacion fue de 1.47x10° conidios/ml. De igual manera, otros valores
toxicoldgicos importantes obtenidos fueron el DLgo y DLos que resultaron ser 6.7 x10°
conidios/ml y 3.8x107 conidios/ml, respectivamente, lo que indica que con la aplicacion
de estas concentraciones se podria esperar la muerte del 90 y 95%, respectivamente de

la poblacidn en estudio bajo condiciones in vitro.
RECOMENDACIONES

En consideracion con los resultados positivos obtenidos sobre el control in vitro de
Melophagus ovinus, se recomienda realizar prueba in vivo sobre ovejas para convalidar

los resultados observados bajo condiciones controladas.

Se sugiere evaluar diferentes formas de aplicacion sobre ovejas para determinar la

mayor eficiencia y mejor uso del bioplaguicida.
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ANEXOS

Analisis estadistico de mortalidad
a. ANOVA

Statistix 10,0
17:10:01

Completely Randomized AOV for Primera

Source DF SS MS F
Tratam 4 14,6667 3,66667 3,24
Error 10 11,3333 1,13333

Total 14 26,0000

Grand Mean 2,0000 CVv 53,23
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 1,52 0,2694
O'Brien's Test 0,67 0,62406
Brown and Forsythe Test 0,27 0,8912

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
Tratam 4,0 4,82 0,0603
Error 4,8

Component of variance for between groups

Effective cell size

Tratam Mean
1 0,3333
2 1,6667
3 2,3333
4 2,3333
5 3,3333
Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 0,06l1l40
Std Error (Diff of 2 Means) 0,8692

Completely Randomized AOV for Segunda

Source DF SS MS F
Tratam 4 31,0067 7,76667 7,28
Error 10 10,6667 1,06667

Total 14 41,7333

Grand Mean 2,8667 CV 36,03
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 2,44 0,1152
O'Brien's Test 1,08 0,4147
Brown and Forsythe Test 1,13 0,3981

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
Tratam 4,0 M M
Error M

32

0,84444
3,0
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Component of variance for between groups

Effective cell size

Tratam Mean
1 0,3333
2 2,6667
3 3,0000
4 33,6667
5 4,6667

Observations per Mean
Standard Error of a Mean
Std Error (Diff of 2 Means)

3
0,5963
0,8433

Completely Randomized AOV for Tercera

Source DF SS

Tratam 4 44,9333 11,2
Error 10 12,0000 1,2
Total 14 56,9333

Grand Mean 3,9333 cv 27,
Homogeneity of Variances
Levene's Test 2
O'Brien's Test 0
Brown and Forsythe Test 0

MS F
333 9,36
000
85

F P
,00 0,1705
,89  0,5050
,22  0,9219

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F
Tratam 4,0 21,006 0,002
Error 4,8

Component of variance for be
Effective cell size

Tratam Mean
1 0,06667
2 4,0000
3 4,3333
4 5,0000
5 5,66607

Observations per Mean
Standard Error of a Mean

Std Error (Diff of 2 Means)
Completely Randomized AOV fo
Source DF SS

Tratam 4 1,200067 0,30
Error 10 0,89907 0,08
Total 14 2,09974

Grand Mean 1,8330 CV 1o,
Homogeneity of Variances
Levene's Test 1
O'Brien's Test 0
Brown and Forsythe Test 0

Welch's Test for Mean Differ
Source DF F P

P
8

tween groups

3
0,6325
0,8944
r Primsq
MS F
017 3,34
991
36
F P
, 80 0,2058
, 80 0,5524
» 30 0,8743

ences
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2,23333
3,0

3,34444
3,0

P
0,0555



Tratam 4,0 4,34 0,
Error 4,8

14

0727

Component of variance for between groups

Effective cell size

Tratam Mean
1 1,3435
2 1,7390
3 1,9543
4 1,9413
5 2,1871

Observations per Mean
Standard Error of a Mean
Std Error

(Diff of 2 Means)

3

0,1731

0,2448

Completely Randomized AOV for Segsqg

Source DF SSs
Tratam 4 2,20000
Error 10 0,066354
Total 14 2,86354
Grand Mean 2,0435 Cv

Homogeneity of Variances
Levene's Test
O'Brien's Test
Brown and Forsythe Test

MS
0,55000
0,06635

12,61

F
2,28
1,01
0,92

P
0,1323
0,4453
0,4911

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
Tratam 4,0 M M
Error M

Component of variance for between groups
Effective cell size

Tratam Mean
1 1,3435
2 2,0159
3 2,1213
4 2,2552
5 2,4814
Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 0,1487
Std Error (Diff of 2 Means) 0,2103

Completely Randomized AOV for Tercsq

Source DF SS MS F
Tratam 4 2,72533 0,68133 11,82
Error 10 0,57652 0,05765

Total 14 3,30185

Grand Mean 2,2832 Cv 10,52
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 1,52 0,2678
O'Brien's Test 0,68 0,6229
Brown and Forsythe Test 0,15 0,9569
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0,07009
3,0

0,16122
3,0

P
0,0008



Welch's Test for Mean Differences
Source DF F P

Tratam 4,0 14,45 0,0069

Error 4,8

Component of variance for between groups 0,20789
Effective cell size 3,0
Tratam Mean

1 1,4623

2 2,3387

3 2,4068

4 2,5328

5 2,6756

Observations per Mean 3

Standard Error of a Mean 0,1386

Std Error (Diff of 2 Means) 0,1960

b. Prueba de Medias

Statistix 10,0 19/6/2024;
17:12:18

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Primera by Tratam

Tratam Mean Homogeneous Groups

5 3,3333 A

3 2,3333 A

4 2,3333 A

2 1,6667 A

1 0,3333 B
Alpha 0,01 Standard Error for Comparison 00,8692
Critical Q Value 6,141 Critical Value for Comparison 3,7746

There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Segunda by Tratam

Tratam Mean Homogeneous Groups

5 4,6667 A

4 3,6667 AB

3 3,0000 AB

2 2,6667 AB

1 0,3333 B
Alpha 0,01 Standard Error for Comparison 00,8433
Critical Q Value 6,141 Critical Value for Comparison 3,6619

There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Tercera by Tratam

Tratam Mean Homogeneous Groups
5 5,6667 A
4 5,0000 A
3 4,3333 AB
2 4,0000 AB
1 0,6667 B
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Alpha 0,01 Standard Error for Comparison 00,8944
Critical Q Value 6,141 Critical Value for Comparison 3,8840
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Primsq by Tratam

Tratam Mean Homogeneous Groups

5 2,1871 A

3 1,9543 A

4 1,9413 A

2 1,7390 A

1 1,3435 A
Alpha 0,01 Standard Error for Comparison 00,2448
Critical Q Value 06,141 Critical Value for Comparison 1,0631

There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Segsq by Tratam

Tratam Mean Homogeneous Groups

5 2,4814 A

4 2,2552 AB

32,1213 AB

2 2,0159 AB

1 1,3435 B
Alpha 0,01 Standard Error for Comparison 0,2103
Critical Q Value 6,141 Critical Value for Comparison 0,9133

There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Tercsq by Tratam

Tratam Mean Homogeneous Groups

5 2,6756 A

4 2,5328 A

3 2,4068 A

2 2,3387 A

1 1,4623 B
Alpha 0,01 Standard Error for Comparison 00,1960
Critical Q Value 6,141 Critical Value for Comparison 0,8513

There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.
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BEAUVETIC

Beauveriabassiana

INOCULANTE BIOLOGICO
SOLUBILIZADOR DE FOSFORO

APLICACION EDAFICA

Figura 9. Producto comercial a base de Beauveria bassiana
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Figura 10. Pesaje del producto a base de B. bassiana para la preparaciéon de las

diluciones
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Figura 11. Proceso de preparacion de las diluciones del biopesticida
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Figura 12. Rotulacion de las unidades de cria y aplicacion del biopesticida
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