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RESUMEN

En esta investigacion se busca demostrar la actividad de control, a nivel de laboratorio de
bacterias entomopatogenas nativas sobre la Margaronia (Palpita persimilis) de los
cultivos de olivo, de la zona de agricola de La Yarada — Los Palos; considerando que el
olivo es la principal produccién agraria de la region de Tacna y esto la hace la primera
region olivarera del Perd, ya que es donde se produce aproximadamente el 78 % de la
produccion nacional (189 414 toneladas). Es asi que para el cumplimiento de este objetivo
se realizo el aislamiento de bacterias nativas a partir de muestras de suelo de cultivos de
olivo, las mismas que fueron aplicados como parte del alimento de las larvas de primer y
segundo estadio de la Margaronia. Los ensayos para demostrar la actividad
entomopatogena de estas bacterias nativas se midieron en porcentaje de mortalidad de las
larvas. Como resultados se obtuvo que del total de bacterias nativas aisladas, el 90 %
presentan actividad entomopatogena, de ellas 15 cepas provocaron un porcentaje de
mortalidad de las larvas por encima del 50 % y que el tiempo necesario para lograr la
mayor actividad entomopatdgena fue de 72 horas. Asi también se logrd identificar
filogenéticamente que estas bacterias pertenecen a los géneros Bacillus, Priestia,

Lysinibacillus y Paenibacillus

Palabras clave: bacterias nativas, entomopatdgeno, plagas



ABSTRACT

This research seeks to demonstrate the control activity, at the laboratory level, of
native entomopathogenic bacteria on the Margaronia (Palpita persimilis) of olive crops,
in the agricultural area of La Yarada - Los Palos; considering that the olive tree is the
main agricultural production of the Tacna region and this makes it the first olive-growing
region of Peru, since it is where approximately 78% of the national production (189 414
tons) is produced. Thus, in order to fulfill this objective, the isolation of native bacteria
was carried out from soil samples of olive crops, the same ones that were applied as part
of the food of the first and second instar larvae of the Margaronia. The tests to demonstrate
the entomopathogenic activity of these native bacteria were measured in percentage of
mortality of the larvae. As results, it was obtained that of the total native bacteria isolated,
90% present entomopathogenic activity, of which 15 strains caused a percentage of
mortality of the larvae above 50% and that the time necessary to achieve the highest
entomopathogenic activity was 72 hours. Thus, it was also possible to identify
phylogenetically that these bacteria belong to the genera Bacillus, Priestia, Lysinibacillus

and Paenibacillus.

Keywords: native bacteria, entomopathogen, pests
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RESUMO

Esta investigacdo procura demonstrar a actividade de controlo, a nivel laboratorial, de
bactérias entomopatogénicas nativas sobre a Margaronia (Palpita persimilis) das culturas
de oliveira, da zona agricola de La Yarada - Los Palos; Considerando que a oliveira é a
principal producéo agricola da regido de Tacna, o que faz dela a primeira regido olivicola
do Peru, onde se produz cerca de 78 % da producéo nacional (189 414 toneladas). E assim
que para o cumprimento deste objetivo se realizou o isolamento de bactérias nativas a
partir de amostras de solo de cultivos de oliveira, as mesmas que foram aplicadas como
parte do alimento das larvas de primeiro e segundo estagio da Margaronia. Os ensaios
para demonstrar a actividade entomopatogénica destas bactérias nativas foram medidos
em percentagem de mortalidade das larvas. De acordo com os resultados, 90 % das
bactérias nativas isoladas apresentam atividade entomopatogénica, das quais 15 estirpes
provocaram uma taxa de mortalidade das larvas superior a 50 % e que 0 tempo necessario
para atingir a maior actividade entomopatogenica foi de 72 horas. Assim também se
conseguiu identificar filogeneticamente que estas bactérias pertencem aos géneros

Bacillus, Priestia, Lysinibacillus e Paenibacillus

Palavras-chave: bactérias nativas, entomopatogénicas, pragas
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INTRODUCCION

Los microorganismos pueden ejercer diferentes tipos de actividades de control
sobre los patdgenos, es asi que cuando estos microorganismos inhiben el ciclo de vida de
los insectos, ésta es llamada como actividad entomopatogena (Altamira, 2020), este tipo
de actividad forma parte de lo que se conoce como control biolégico o control
microbioldgico. De forma especifica, control bioldgico es la insercion artificial de
microorganismos antagonistas en un componente de la naturaleza para someter a un
patdgeno o una plaga (Debach, 1964). Estos antagonistas naturales pueden ser parasitos,
depredadores y patdgenos (Belda et al., 2000). Esta se presenta como una alternativa
amigable que propone reducir, y por qué no, eliminar el uso de insecticidas quimicos
(Chandrakasan et al., 2022). Hoy en dia el empleo de insecticidas quimicos esta muy
asociado a problemas ambientales, ecoldgicos y de salud de los seres vivos (Razaq & Shah,
2022), ya que se los puede encontrar formando parte de los alimentos y productos

agricolas en general.

Segun los informes de monitoreo de residuos quimicos y otros contaminantes en
alimentos agropecuarios primarios de los afios 2016, 2017 y 2018, se reportan que del
total de los frutos de aceituna calificados como no conforme a nivel nacional, mas del 60
% corresponden a aceitunas procedentes de Tacna; donde se encontrd residuos de
Oxydemeton methyl, cipermetrina, Clorpirifos y carbendazin (SENASA, 2019). Al
respecto es importante sefialar que la presencia de estos residuos de plaguicidas en los
cultivos no solo provocaria dafio en la salud de los consumidores, sino también en el
medio ambiente (suelo y agua) asi como en la economia de los mismos productores de
olivos, ya que al ser detectados estos residuos de plaguicidas por encima de los Limites
Maximos de Residuos (LMR), esto inhabilitaria las exportaciones del olivo, afectando no
solo a nuestra region sino también a la economia de nuestro pais, debido a que la zona
agricola de La Yarada - Los Palos es la responsable de mas del 80 % de la produccién a

nivel nacional, que sale para exportacion.

Es por ello que en este trabajo de investigacion, se propone una alternativa de

control bioldgico basado en la aplicacion de microorganismos nativos (bacterias) de las



zonas productivas de olivo, del distrito de La Yarada - Los Palos, que demuestren
actividad entomopatogena sobre una de las principales plagas que afectan al cultivo del
olivo, como es la Margaronia o gusano del brote del olivo. Es asi que con la realizacién
de este trabajo se busca ademas en un futuro proximo contribuir a que los agricultores no
continten empleando productos de control de tipo quimico en sus cultivos, debido a la no
efectividad de los productos bioldgicos comerciales; asi también disminuir la
contaminacion del suelo y agua que provocan los insumos de control quimico en esta
zona agricola; Finalmente, disminuir la presencia de residuos de plaguicidas en los frutos

del olivo y con ello salvar el riesgo que corren las exportaciones del olivo.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 DESCRIPCION DEL PROBLEMA

El olivo es la principal produccion agraria de la region de Tacna y esto la hace la
primera region olivarera del Perd, ya que es donde se produce aproximadamente el 78 %
de la produccion nacional (189 414 toneladas). Hasta el afio 2018, en Tacna las
plantaciones de olivo abarcaron 23 148 ha de areas de cultivo, el mismo que representa
el 50 % del &rea cultivada total de esta region (Direccion Regional de Agricultura-Tacna,
2019).

Con respecto al destino que se le da a la aceituna se debe mencionar que Tacna
produce este producto para el mercado nacional y para exportacion. Es asi que, durante
el afio 2018 del total de aceitunas exportadas a nivel nacional, el 81 % es aceituna de
origen tacnefio, de los cuales casi en su totalidad (96 %) son producidas en las areas
agricolas del distrito de La Yarada - Los Palos. Por otro lado, es importante sefialar que
los principales mercados de destino de esta aceituna son los paises de Chile (73 %) y
Brasil (26 %) (Direccion Regional de Agricultura-Tacna, 2019).

Sin embargo, segun los reportes de seguimiento de residuos quimicos y otros
contaminantes en alimentos agropecuarios primarios de los afios 2016, 2017 y 2018, se
reportan que del total de los frutos de aceituna calificados como no conforme a nivel
nacional, mas del 60 % corresponden a aceitunas procedentes de Tacna; donde se
encontré residuos de Oxydemeton methyl, cipermetrina, Clorpirifos y carbendazin
(SENASA, 2019).

Cabe sefialar que estos residuos encontrados son producto de los plaguicidas
empleados para combatir las diferentes plagas que hasta la actualidad vienen atacando a
los cultivos de olivo del distrito de La Yarada - Los Palos. Segun el Servicio Nacional de
Sanidad Agraria (SENASA) en esta zona agricola las plagas de importancia en los
cultivos del olivo son la Margaronia o Gusano del brote del olivo (Palpita persimilis), el



Gusano medidor de las flores (Cyclophora serrulata), el Barrenillo (Phloeotribus

scarabaeoides) y la queresa blanca maévil (Orthezia olivicola) (SENASA, 2017a).

Es importante resaltar que el uso indiscriminado de los plaguicidas en los cultivos
no solo provocaria dafio en la salud de los consumidores, sino también en el medio
ambiente (suelo y agua) asi como en la economia de los mismos productores de olivos,
ya que al ser detectados estos residuos de plaguicidas por encima de los Limites Maximos
de Residuos (LMR), esto inhabilitaria las exportaciones del olivo a paises como Chile y
Brasil, y con ello se estaria afectando la economia de nuestro pais, debido a que la zona
agricola de La Yarada - Los Palos es la responsable de mas del 80 % del olivo que se

exporta a nivel nacional.

Conocedores de esta problematica, se propone una alternativa de control bioldgico
basado en la aplicacion de microorganismos nativos (bacterias) de las zonas productivas
de olivo, del distrito de La Yarada - Los Palos, que demuestren funcionabilidad individual
y multiple sobre una de las principales plagas que afectan al cultivo del olivo, como es la

Margaronia o gusano del brote del olivo.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1 Problema general
¢Cual sera la actividad de control a nivel de laboratorio de bacterias nativas
entomopatdgenas, contra la plaga Margaronia (Palpita persimilis) de los cultivos

de olivo, de la zona de agricola de La Yarada - Los Palos?

1.2.2 Problemas especificos

e ;Existird actividad de control contra la Margaronia (Palpita persimilis), de
bacterias nativas de los cultivos de olivo, de la zona de agricola de La Yarada
- Los Palos?

e Cual sera la actividad de control, a nivel laboratorio, de bacterias
entomopatogenas nativas en comparacion con bacterias de uso comercial

contra la Margaronia (Palpita persimilis)?

4



1.3 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

La presente investigacion servira para dar solucion al uso indiscriminado de los
plaguicidas que son utilizados con la finalidad de controlar o eliminar las plagas de los
cultivos de olivo, de la zona agricola de la Yarada — Los Palos. Para lo cual, se realizara
la aplicacion de un control biolégico basado en bacterias nativas, las mismas que seran
probadas en forma individual y conjunta para evaluar su efectividad. Cabe sefialar que se
propone esta alternativa de control bioldgico, ya que actualmente los agricultores refieren
tener este problema en sus cultivos a pesar de haber empleado también diferentes
controles bioldgicos comerciales. Es importante mencionar que para lograr el éxito de un
método de control no solo debe tenerse en cuenta el producto como tal, sino ademas se
debe considerar los factores que condicionan el desempefio de las mismas, tales como
temperatura, pH, caracteristicas del suelo, entre otros.

Por otro lado, se ha considerado realizar este estudio en los cultivos de olivo de La
Yarada - Los Palos, ya que del total de aceitunas exportadas a nivel nacional el 81 % es
aceituna de origen tacnefio, de los cuales casi en su totalidad (96 %) son producidas en
las areas agricolas de este distrito.

Con respecto al alcance social se puede mencionar que al dar solucion a este
problema se evita: 1. que los agricultores continden empleando controles de tipo quimicos
en sus cultivos, debido a la no efectividad de los productos bioldgicos comerciales, 2. la
contaminacion del suelo y agua en otras palabras, el deterioro del ambiente y 3. la
presencia de residuos de plaguicidas en los frutos del olivo y con ello salvar el riesgo que

corren las exportaciones del olivo al exterior.

1.4 LIMITACIONES

Limitaciones

Una de las principales limitaciones para este trabajo fue la falta de acceso a las
instalaciones de los centros de investigacion y laboratorios de la UNJBG, debido a la

pandemia causada por el SARS-CoV-2. Por otro lado, otra limitacion fue el



financiamiento ya que los trdmites para obtenerlo por medio del Canon y regalias mineras

que ofrece el Vicerrectorado de Investigacion de nuestra universidad, toma demasiado

tiempo.

1.5 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

151

Objetivo general

e Demostrar la actividad de control, a nivel de laboratorio de bacterias

1.5.2

entomopatdgenas nativas sobre la Margaronia (Palpita persimilis) de los cultivos

de olivo, de la zona de agricola de La Yarada - Los Palos.

Obijetivos especificos

Estimar la actividad de control, a nivel laboratorio, de bacterias entomopatégenas
nativas contra la Margaronia (Palpita persimilis).

Evaluar la actividad de control, a nivel laboratorio, de bacterias entomopatégenas
nativas en comparacién con bacterias de uso comercial contra la Margaronia

(Palpita persimilis).

Identificar las bacterias nativas con actividad entomopatogena contra la

Margaronia (Palpita persimilis), utilizando marcadores del gen ARN 16S.

1.6 HIPOTESIS

16.1

Hipétesis general

Las bacterias nativas entomopatdgenas ejercen una actividad de control eficaz a
nivel de laboratorio, sobre la Margaronia (Palpita persimilis) de los cultivos de

olivo, de la zona de agricola de La Yarada - Los Palos.



1.6.2 Hipdtesis especificas

Las bacterias nativas entomopatogenas ejercen una actividad de control superior
a las bacterias de tipo comercial sobre la Margaronia (Palpita persimilis) a nivel

de laboratorio.

1.7 VARIABLES

1.7.1 Variable independiente
Concentracion o dosis (cel/ml o esporas/ml) de bacterias nativas de la zona

agricola de La Yarada - Los Palos.

1.7.2 Variable dependiente
Actividad de control sobre la Margaronia (Palpita persimilis) de los cultivos de

olivo, de la zona de agricola de La Yarada - Los Palos (%).



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

2.1.1. En el ambito internacional

En el estudio titulado “Bacillus velezensis MT9 y Pseudomonas chlororaphis
MT5 como agentes de biocontrol contra la fumagina de los citricos y los insectos plaga
asociados”, se logro aislar a Bacillus velezensis MT9 y Pseudomonas chlororaphis MT5
de muestras de suelo, los que demostraron tener actividad antibacteriana, antifungica y
actividad semioquimica en insectos, por lo que podrian combatir eficazmente la fumagina
posiblemente actuando tanto sobre los insectos como sobre los hongos que habitan en la

biopelicula negra (Calcagnile et al., 2022).

En la investigacion titulada “Eficacia biocontrolada de la proteccion de la proteina
cry de Bacillus thuringiensis contra el barrenador del fruto del tomate Helicoverpa
armigera en un entorno de laboratorio”, se realizé la seleccion como la caracterizacion
de las cepas de Bacillus thuringiensis en funcion del contenido del gen Cry y la evaluacion
de su toxicidad, demostrandose que es un controlador eficaz contra las plagas de

lepidopteros polifagos como Helicoverpa armigera (Chandrakasan et al., 2022).

En el articulo publicado “Caracterizacion de aislados de Bacillus thuringiensis de
Argentina potencialmente tutiles en el control de plagas de insectos”, se realizo 41
asilamiento de B. thuringiensis nativos, de los cuales cerca del 90 % de las cepas
mostraron toxicidad contra Spodoptera frugiperda y Anticarsia gemmatalis, reportadas

como dos plagas de importancia en Argentina (Berén & Salerno, 2006).

En el estudio “Caracterizacion molecular de una cepa de Bacillus thuringiensis de

Argentina, tdxica contra lepidopteros y coledpteros, a partir de su analisis de genoma



completo y proteina Cry”, se reporto que la cepa FCC 7 de B. thuringiensis, evidenciaba
una toxicidad del 97 % contra la plaga picudo del algodonero Anthonomus grandis,
cuando era sometido a concentraciones de 3,5 x10’ células/ml de B. thuringiensis (Lazarte
etal., 2021).

En el articulo “Deteccion de genes cryl en aislamientos de Bacillus thuringiensis
del sur de Brasil y actividad contra Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae)”, se
reporta que de 12 aislados de Bacillus thuringiensis, 4 de ellos mostraron una toxicidad
mejor, que un Bacillus thuringiensis conocido por su alta efectividad, mostrando una
mortalidad por encima del 90 % contra las larvas de Anticarsia gemmatalis (Bobrowski
etal., 2001).

En el estudio “Diversidad de aislamientos de Bacillus thuringiensis de suelos
egipcios demostrado por caracterizacion molecular”, se realizo el aislamiento y seleccién
de Bacillus thuringiensis considerando su actividad potencial contra Spodoptera littoralis
y Helicoverpa armigera, es asi que se encontrd que los aislados provocaban una
mortalidad que oscilaba del 50 al 96 % sobre Helicoverpa armigera y una mortalidad

méaxima de 50 % sobre las larvas de Spodoptera littoralis (Salama et al., 2015).

En la investigacion “Diversidad de cepas de Bacillus thuringiensis de Colombia
con actividad insecticida contra Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)”, se
logré el aislamiento a partir de muestras de suelo de 1100 cepas de Bacillus thuringiensis;
de los cuales solo 32 presentaban actividad insecticida contra Spodoptera frugiperda y de
ellas 8 se reportaron como las més potentes (Arango et al., 2002).

En el articulo publicado “Aislamiento de Bacillus entomopatégenos de una
explotacion olivarera biodindmica y su patogenicidad frente a insectos plaga lepidopteros
y coleopteros”, se logrd aislar y caracterizar 40 cepas de Bacillus, las mismas que se
enfrentaron por separado a larvas de lepiddpteros (Prays oleae y Palpita unionalis) y
coleopteros (Hylesinus oleiperda y Phloeotribus scarabaeoides) conocidas como plagas
del olivo; encontrandose que solo las cepas asiladas de B. licheniformis, P. polymyxa y
B. brevis fueron entomopatogenas (Blibech et al., 2012).



En el estudio “Deteccion de aislamientos brasilefios de Bacillus thuringiensis
activos contra Spodoptera frugiperda, Plutella xylostella y Anticarsia gemmatalis”, se
encontré que del total de cepas aisladas, solo 27 demostraron actividad toxica frente a las
larvas de los insectos plagas, de las cuales, 3 registraron ser mas potentes que la cepa
control (Monnerat et al., 2007).

En la investigacion “Seleccion de cepas de Bacillus thuringiensis toxicas para
larvas de picudo algodonero (Anthonomus grandis, Coleoptera: Curculionidae)”, se
realiz6 ensayos de toxicidad con 100 cepas nativas y 24 cepas de exdticas de colecciones
de otras partes del mundo. Es asi que al final solo se seleccionaron aquellas cepas (4 cepas
nativas y 3 exaticas) que provocaron una mortalidad por encima del 50 % de las larvas

del picudo algodonero (Pérez et al., 2017).

2.1.2. En el &mbito nacional

En el estudio “Uso de entomopatogenos en el control de (Leptophobia aripa y
Brevicoryne brassicae) en col (Brassica oleracea var. capitata) en CIFO UNHEVAL,
20197, provenientes de los campos agricolas de Huanuco, reportaron que a nivel de
laboratorio, Bacillus thuringiensis var. kurstaki reducia el numero de larvas de
Leptophobia aripa (primer y segundo estadillo) hasta en un 60 %, teniendo un mejor
efecto cuando se trataba sobre las larvas de Brevicoryne brassicae ya que su eficiencia
alcanzaba el 100 % (Miguel, 2019).

En la investigacion titulada “Control bioldgico de cogollero (Spodoptera
frugiperda) y mazorquero (Heliothis zea) en el cultivo de maiz amilaceo (Zea mays L.),
en la localidad de Maucacalle Abancay — Apurimac”, se reporta que el porcentaje de
mortalidad provocado por Bacillus thuringiensis sobre el cogollero alcanzo un 65 %y 68
% para el mazorquero; superando al control bioldgico ejercido por Beauveria bassiana,
ya que el porcentaje de mortalidad fluctué de un 41 a 45 % para las larvas en estudio
(Gutierrez y Medina, 2017).
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En el articulo publicado “Biodiversidad de Bacillus thuringiensis aislados de
agroecosistemas peruanos y evaluacion del potencial bioinsecticida”, se realizo el
aislamiento y caracterizacion de Bacillus thuringiensis de muestras de suelos procedentes
de diferentes partes del pais, logrdndose obtener un total de 54 cepas de Bacillus
thuringiensis (Flores et al., 2011).

En el estudio publicado “Cepas nativas de Bacillus thuringiensis contra
Spodoptera frugiperda y Alabama argillacea en el cultivo de algodén (Gossypium
barbadens) en Piura, Pert”, se encontr6 que el porcentaje de mortalidad causado por las
cepas nativas, fue mayor cuando se contaminaron los alimentos de forma directa (hojas
de lechuga y algodon) que cuando fueron aplicadas con dietas artificiales. Asi mismo, se
reporta también que algunas de las cepas aisladas provocaron un 100 % de mortalidad en
larvas de ambas especies (Rafael-Rutte et al., 2020).

En la investigacion titulada “Eficiencia de Bacillus thuringiensis en el control de
Spodoptera frugiperda en el cultivo de maiz (Zea mays) en el Bajo Mayo”, se reporto que
después de las 72 horas de haberse aplicado el Bacillus thuringiensis y empleando una
dosis de 1,0 kg/Ha se logra porcentajes de mortalidad que oscilan del 90 a 100 % (Girano,
2004).

En la investigacion publicada «Tratamiento combinado a base de esporas y
cristales de Bacillus thuringiensis en la mortalidad de Heliothis virescens F “gusano
perforador” del Asparagus officinalis L. “esparrago verde”», se encontrd que la
mortalidad del gusano perforador era menor cuando se aplicaba los tratamientos por
separado y mayor cuando se aplicaban las 3 especies a la vez, alcanzando un porcentaje
de mortalidad de 95 % (Vargas, 2019).

En el estudio titulado “Efecto de Beauveria bassiana (balsamo) y Bacillus
thuringiensis var. kurstaki (berliner) para el control de polilla de las cruciferas (Plutella
xylostella L.) en el cultivo de brdcoli (Brassica oleracea italica)”, realizado en la
provincia de Tacna, se report6 que cuando se aplicaba el producto quimico para controlar
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la polilla este presentaba el mayor porcentaje de mortalidad siendo su eficacia solamente

igualada cuando se aplicaba de forma conjunta los productos bioldgicos (Palza, 2014).

En el estudio “Control de Spodoptera frugiperda en Asparagus officinalis l.cv. uc
157 f1 aplicando Bacillus thuringiensis var. kurstaki e insecticidas en Huancaquito alto,
La Libertad”, se encontrd que el efecto sobre las larvas de estadio I y II de Spodoptera
frugiperda fue el mismo cuando se empleaba B. thuringiensis var. kurstaki + abamectin
con y sin azufre; asi mismo, se reporta también que se logra un control eficaz sobre las
larvas de estadios I11'y IV cuando se aplica B. thuringiensis var. kurstaki + abamectin con
azufre (Ventura, 2016).

En el estudio publicado “Control biolégico del cogollero (Spodoptera frugiperda)
en el cultivo de maiz (Zea mays L.), en la comunidad de Santiago, Aymaraes — 2018, se
reportd los resultados de control biologico en campo agricola de maiz contra el cogollero,
donde se empled 3 controladores que son Bacillus thuringiensis, Baculovirus y extracto
de rocoto, obteniéndose los mejores resultados después de la tercera aplicacion de los
tratamientos o sea a los 40 dias después de la siembra; Donde resalta por su eficacia
Bacillus thuringiensis (100 %), seguido de Baculovirus 74,02 % 'y el extracto de rocoto
(55,78 %) (Guevara, 2020).

En la investigacion “Toxicidad de cepas nativas de Bacillus thuringiensis sobre
Dione juno (Gusano defoliador) a nivel laboratorio”, se utilizaron cepas nativas de
Bacillus thuringiensis para ver la toxicidad sobre el gusano defoliador, reportandose que
se logra mayor porcentaje de mortalidad de las larvas a concentraciones de 2ng/cm?,

cuando se emplea la cepa con codigo Bt-23 (Quiliche, 2021).

En el estudio titulado “Eficacia de control de Bacillus thuringiensis var. kurstaki
sobre Spodoptera frugiperda en esparrago y su efecto residual en invernadero”, se analizo
la eficacia de 3 cepas de Bacillus thuringiensis var. kurstaki a diferentes dosis en
condiciones de campo, reportdndose que la cepa BTK 32 WP (Cepa W-K) present6 un
98 % de efectividad cuando se empleo la dosis de 5009/200L (Alcéantara, 2022).

12



En el estudio publicado “Influencia de dos bioinsecticidas comerciales a base
Bacillus thuringiensis y un inhibidor de quitina en el control de cogollero (Spodoptera
frugiperda) en el cultivo del maiz (Zea mays L.) opaco malpaso en la zona de La Yarada
— Region Tacna”, se reportd que los bioinsecticidas comerciales a base de Bacillus
thuringiensis, fueron los que mejor control ejercieron sobre las larvas del cogollero ya
que los porcentajes de incidencia oscilaron entre un 9 a 15 % aproximadamente (Zegarra,
2012).

En la investigacion titulada “Tratamiento quimico y biologico en el control de
Trichoplusia ni en el cultivo del repollo (Brassica oleracea var capitata) Carabayllo,
20197, se reporto que si bien el tratamiento quimico presento un mejor control sobre las
larvas de Trichoplusia ni, ya que supero en un 18 % al control ejercido por Bacillus
thuringiensis var kurstaki, este permanecia en mayor concentracion en las plantas de
repollo evidenciando ser un contaminante con efecto residual a diferencia de las plantas

de repollo que fueron tratadas con Bacillus thuringiensis var kurstaki (Tesen, 2019).

2.2 Bases tedricas

2.2.1. Control bioldgico

La mayoria de las plagas y organismos fitopatdgenos tienen antagonistas
biolégicos o enemigos naturales que se pueden emplear como estrategia de lucha en un
programa de control bioldgico. En un sentido mas estricto, control bioldgico (o control
microbioldgico) es la insercion artificial de microorganismos antagonistas en un
ecosistema determinado para controlar a un patégeno o una plaga (Debach, 1964). Estos
antagonistas naturales pueden ser parasitos, depredadores y patogenos (Belda et al.,
2000).

Dentro de las ventajas que posee el control bioldgico se puede mencionar que: no
tiene efecto negativo sobre el hombre u otros organismos, no se ha reportado resistencia
de las plagas hacia el control bioldgico, el efecto control es casi siempre permanente, el
costo beneficio es mayor debido a que se elimina de forma fundamental el uso de

insecticidas y puede formar parte de un manejo integral de plagas (Jiménez, 2009).
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Por otro lado, cuando se quiere poner a efecto un control bioldgico, este debe tener
en cuenta: la biologia del organismo que se quiere controlar asi como los factores
abioticos que condicionan su desarrollo. Para el caso de los insectos plaga, se conoce que
existen agentes que son patdgenos, ya que pueden condicionar de forma significativa su
dindmica poblacional, conocidos como entomopatogenos (Sabbahi et al., 2022).

Hoy en dia el empleo de insecticidas quimicos esta muy asociado a problemas
ambientales, ecolégicos y de salud de los seres vivos (Razaq & Shah, 2022). Es por ello
que en la actualidad se esta optando por el uso de los Ilamados bioplaguicidas, los mismos
que emplean microrganismos como agentes de control. Esta se presenta como una
alternativa amigable que propone reducir y, por qué no, eliminar el uso de insecticidas

quimicos (Chandrakasan et al., 2022).

Los bioplaguicidas son compuestos u organismos naturales, que se encargan de
disminuir o evitar la multiplicacion de las plagas. Utilizando para ello diferentes
mecanismos de accién propios de su naturaleza. Dentro de estos organismos existen
diferentes especies de bacterias, hongos, nematodos, virus y protozoarios reconocidos por

su capacidad entomopatdgena (van Lenteren et al., 2018).

2.2.1.1. Agentes de control biologico

2.2.1.1.1. Bacterias

Actualmente se sabe que se puede encontrar bacterias patdgenas de insectos
ubicados en los tres phylas bacterianos, no obstante solo se ha podido demostrar la accion
de estas como entomopatdgenas, en aquellas que forman parte de las familias Bacillaceae,
Paenibacillaceae, Enterobacteriaceae y Neisseriaceae (Jurat-Fuentes & Jackson, 2012;
Lacey et al., 2015). Es de conocimiento que las bacterias y los insectos a lo largo del
tiempo han desarrollado diversos tipos de relaciones benéficas y antagdnicas. Estas
relaciones huésped-bacteria pueden ser facultativas u obligadas las que son productos de
una coevolucion dindmica promovida por la seleccion y apoyada por la diversidad

genética (Jurat-Fuentes y Jackson, 2012).
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Es importante sefialar que las bacterias patdgenas obligadas completan todo su
ciclo de vida en el interior del insecto, es el caso de las abejas y escarabajos de la familia
Scarabaeidae cuando son atacadas por Paenibacillus spp.. A diferencia de las que son
patdgenas facultativas que ademas pueden desarrollarse en el exterior del huésped, este
es el caso de bacterias como Bacillus y Serratia entre otras (Jurat-Fuentes & Jackson,

2012).

2.2.1.1.1.1.Mecanismos de accidn

Una de las formas de como poder explicar el modo de accion de las bacterias
entomopatogenas, es haciendo la diferencia entre bacterias formadoras de esporas, como
los géneros Bacillus, Lysinibacillus, Clostridium y Paenibacillus entre otras y aquellas
que no forman esporas como son Photorhabdus, Xenorhabdus, Serratia, Yersinia y
Pseudomonas (Loulou et al., 2023; Park et al., 2006; Sabbahi et al., 2022). Las bacterias
entomopatogenas ingresan al insecto por ingestion, llegan a sus tejidos y desarrollan
capacidades para evitar las defensas del insecto, logrando de esta manera establecerse y

multiplicarse gracias a que hace uso de factores de virulencia como enzimas y toxinas.

Bacillus thuringiensis es una bacteria entomopatogena, con forma de baston,
Gram positiva, formadora de esporas se encuentra generalmente en el suelo, polvo,
insectos muertos y agua (Hernandez-Fernandez, 2016). B. thuringiensis, es la mas usada
en la formulacion de biopesticidas (Lopez & Ceron, 2010) gracias a su alta especificidad,
a su minima incidencia de fenémenos de resistencia y por no afectar o dafiar al hombre
(Lacey et al., 2015) ni a la entomofauna benéfica del ambiente (Schnepf et al., 1998).
Otra de las razones importantes por las cuales es la mas empleada en la formulacion de
biopesticidas, es que B. thuringiensis posee una inclusion paraesporal de naturaleza
proteica que resulta ser tdxico para las larvas de insectos plagas como lepiddpteros,
dipteros y coledpteros (Xu et al., 2014), conocida como proteina Cry. EI mecanismo de
accion insecticida de B. thuringiensis como se visualiza en la Figura 1, inicia cuando las

proteinas Cry o delta endotoxinas son ingeridos por las larvas (Vachon et al., 2012). Ya
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en el intestino medio de la larva estas delta endotoxinas son solubilizadas (liberacion en
forma de protoxinas) gracias al pH alcalino que existe (Alba, 2012), seguidamente sucede
la activacion de las protoxinas provocada por proteasas del intestino, estas cortan la
protoxina liberdndose de esta manera el fragmento toxico, las mismas que seran las
responsables de la muerte del insecto (Bravo et al., 2004), esta toxina activa se une al
receptor caderina (proteina transmembranal), localizado a nivel de la microvellosidades
(Griko et al., 2007), e ingresa a través de ella e inmediatamente se da una cascada de
sefializacion provocando la formacion de una estructura oligomérica, primero como un
pre-poro para terminar en un poro litico (Vachon et al., 2012) a través del cual ocurre el
paso de iones y agua, lo que provoca hinchazon y desequilibrio osmotico (Pigott & Ellar,
2007). Finalmente, sucede la muerte del insecto debido a que se dan condiciones para la
germinacion de las esporas y de esta forma B. thuringiensis invade en su totalidad al

huésped provocando septicemia y dafio en los tejidos (Xu et al., 2014).

Figura 1

Etapas del mecanismo de accion de Bacillus thuringiensis en la larva del insecto
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Nota. Tomado de (Choque et al., 2021)
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Lysinibacillus sphaericus es un bacilo Gram positivo esporulado que produce una
toxina altamente toxica para larvas de mosquitos. Esta toxina estad formada por dos
fracciones proteicas BinA y BinB de 41,9 y 51,4 kDa (Charles et al., 1996). Los
componentes de esta toxina binaria ejercen actividades de forma individual lo que hacen
a Lysinibacillus sphaericus que tenga un poder larvicida mejor que Bacillus thuringiensis
israeli (Charles et al., 1996; Schwartz et al., 2001). Al igual que otra bacteria esporulada,
la espora debe ser ingerida para luego ser solubilizada en el intestino medio donde gracias
a la alcalinidad y a las proteasas existentes se logra la division y activacion de las dos
fracciones de la toxina (BinA y BinB), las cuales también se unen a receptores que se
encuentran en la membrana del borde en cepillo de las células epiteliales del ciego
gastrico e intestino medio, es asi que permeabilizan vesiculas de fosfolipidos unilamelares
grandes y bicapas lipidicas planas y de esta manera dan lugar a la formacion de poros, los
que van a originar desorden en equilibrio osmético y lisis de las células; provocandose de
esta manera la muerte de la larva (Schwartz et al., 2001), en especial de mosquitos como

del género Culex.

Paenibacillus spp. Son también bacilos gran positivos formadores de esporas y
patdgenos obligados de larvas de la familia Scarabaeidae (Koppenhofer et al., 2012).
Paenibacillus (anteriormente Bacillus) popilliae y P. lentimorbus son los causantes de la
Ilamada enfermedad lechosa, se caracterizan por ser altamente especificas. Esta bacteria
al igual que otras esporuladas inicia su infeccién cuando la larva ingiere las esporas,
seguidamente sucede la germinacion de ésta en el intestino y es ahi donde libera a la
proteina paraesporal cristalina, provoca dafio en la pared del intestino medio y de esta
manera facilita la entrada de células vegetativas a la hemolinfa, es ahi donde se
multiplican por veces repetidas y ocasionalmente vuelven a esporular y formar
nuevamente cuerpos paraesporales (Lacey et al., 2015). Es este proceso el que indica que
se esta en la etapa final de la infeccidn ya que la hemolinfa toma un color blanco lechoso.
Es asi que la larva muere, sin embargo es importante sefialar que este suceso puede darse
después de semanas e inclusive meses; lo real es que se desconoce exactamente la causa
de la muerte ya que puede estar relacionada a la falta de reservas corporales de grasa
debido a que la larva deja de alimentarse (Koppenhofer et al., 2012).
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Otras bacterias no formadoras de esporas, dentro de este grupo se encuentran
las bacterias Gram negativas, las cuales se caracterizan precisamente por la no formacién
de esporas, por su amplia distribucién y abundancia en el ambiente, lo que ha permitido
poderlas encontrar en insectos enfermos o muertos (Bucher, 1981). Cabe sefalar que los
estudios de este grupo de bacterias no han trascendido como entomopatdgenas por lo que
actualmente son consideradas como patdgenos potenciales o patdgenas oportunistas
(Jurat-Fuentes & Jackson, 2012) debido a que muestran bajos porcentajes de mortalidad a
nivel de laboratorio, a pesar de provenir de insectos muertos. Sin embargo, estas bacterias
son fuertemente patdgenas cuando se encuentran en el hemocele del insecto, el mismo
que logran a través de vectores ya que les es dificil atravesar por si solas las membranas
de las cuticulas de los insectos (Jackson & McNeill, 2010). Una vez que las bacterias estan
en el hemocele su mecanismo de ataque consiste en que eluden las defensas del huésped
sumado a la produccion de toxinas, lo que termina en una septicemia generalizada para
que finalmente llegue la muerte del insecto (Tan et al., 2006). Con respecto a esas toxinas
se puede mencionar que en realidad son un “complejo de toxinas”, los que estan
codificados por genes (Ffrench-Constant & Waterfield, 2005) que no solo han sido
reportados a nivel de plasmidos (Dodd et al., 2006) sino también en el cromosoma de las
bacterias (Fuchs et al., 2008).

2.2.1.1.2. Hongos

Diversas investigaciones han demostrado que los mecanismos de accion
insecticida de los hongos a diferencia de bacterias y virus, inicia cuando el hongo infecta
a los insectos por penetracion directa sobre la cuticula (Bilgo et al., 2018), en la cual
participan diversas enzimas asi como la accion de fuerzas hidrofobas y electrostaticas

seguido de una actividad dirigida por hidrofobinas (Skinner et al., 2014).

2.2.1.1.2.1.Mecanismos de accion
Para la mejor comprensién de cémo es que los hongos entomopatdgenos actdan,
a continuacion se detalla sus mecanismos en las siguientes etapas, el mismo que es

ilustrado también en la Figura 2
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Adhesién de la espora, la adhesion de los hongos entomopatégenos sobre la
cuticula de los insectos implica mecanismos tanto fisicos como quimicos (Fargues, 1984).
Es asi, que todo inicia cuando la espora se deposita en la superficie del insecto (Téllez-
Jurado et al., 2009), para luego continuar con la adsorcion de la espora, en el cual se da
el reconocimiento de receptores especificos (glicoproteinas) en el insecto (Pedrini et al.,
2007), seguido de la activacion de enzimas por parte del huésped como del hongo (Roberts
& Humber, 1981) para luego germinar y formar el apresorio (Pucheta Diaz et al., 2006).
Por otro lado, es importante sefialar que cuando sucede la adhesion de la espora del hongo
en la cuticula, participan proteinas tipo adhesinas las que son sintetizadas por el hongo
(Holder & Keyhani, 2005). Finalmente, cabe resaltar que la etapa de adhesion es un
condicionante importante, ya que el éxito de la muerte del insecto depende del nimero
de esporas que se adhieren a la cuticula (Butt et al., 2016).

Penetracion de la espora, existen caracteristicas de la cuticula del huésped, que
condicionan este proceso como son el grosor, la esclerotizacion y la presencia de
sustancias antifungicas y nutricionales (Charnley, 1992). Asi mismo, esta cuticula es rica
en lipidos, quitina y proteinas esclerotizadas (Ortiz-Urquiza & Keyhani, 2013). Terminado la
adhesion de la espora, se inicia la fase de penetracion, con la degradacion de la cuticula,
por accién de enzimas gue se situan en el apresorio (Samuels et al., 2016), ello conlleva
a la ruptura de la cuticula, para luego continuar con la penetracion de las hifas a través de
las rajaduras (Hajek & Leger, 2003). Durante esta etapa de la penetracion ademas de actuar
enzimas hidroliticas también participan moléculas que inhabilitan las respuestas
inmunitarias del huésped (Butt et al., 2016); sin embrago, el huésped puede expresar su
defensa con antimicrobianos, entre péptidos y especies reactivas de oxigeno, que muchas
veces puede suprimir al hongo (Feldhaar & Gross, 2008). Por otro lado, para que el hongo
finalmente ingrese al hemocele e infecte sus tejidos, este secreta fosfolipasa C para
hidrolizar los enlaces fosfodiéster que se encuentran en la membrana celular del huésped
(Santi et al., 2010). Por ultimo, es importante sefialar que las diferentes enzimas y
moléculas estan codificadas por genes, los mismos que se presentan en la Tabla 1.

Multiplicacion en el huésped, cuando el hongo llega al hemocele e invade la
hemolinfa, muchos de ellos pasan de su forma micelial a la forma levaduriforme (Téllez-

Jurado et al., 2009). Bajo esta forma se multiplica y con ella adquiere una gran ventaja,
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con respecto a superficie/volumen, en la absorcién de nutrientes (Altamira, 2020). Sin
embargo, ello provoca la expresion y secrecion de receptores de reconocimiento de
patogenos del insecto a nivel de la hemolinfa, superficie de hemocitos, cuerpo graso y
membranas de las células epidérmicas (Butt et al., 2016). También a modo de defensa
producen moléculas (lectinas, inhibidores de fenoloxidasa, péptidos antimicrobianos) y
radicales reactivos de oxigeno y nitrogeno (Jiang et al., 2010). Por su parte, los hongos
tratan de minimizar las defensas inmunes del huésped, a través de la produccion de
toxinas, cambios estructurales en su pared celular y resistencia a peptidos antimicrobianos
(Wang & Leger, 2006). También se sabe de la existencia de metabolitos secundarios, que
sirven para evitar la defensa del insecto y la propagacion de oportunistas (Donzelli et al.,
2010), actuando como inmunomoduladores (aumenta la produccion de conidios) y
antimicrobianos, entre los que figura las hidroxifungerinas (Uchida et al., 2005) y la
miriocina (De Melo et al., 2013), los mismos que favorecen la permanencia eficaz del
hongo (Altamira, 2020). Finalmente, la multiplicacion del hongo provoca cambios
fisiol6gicos anormales en el insecto sobreviniendo la muerte de este (Bustillos, 2001).

Emergencia y esporulacion, con la muerte del insecto, los nutrientes se agotan
(fuentes de nitrogeno) ello provoca nuevamente que el hongo adquiera su forma micelial
(Freimoser et al., 2003) y de esta forma emerge del insecto y en condiciones de humedad
y temperatura se produce la esporulacion en la superficie del cadaver (Butt et al., 2016).
En secuencia, sucede la dispersion de la espora y su adhesion en un nuevo huésped (Vega

& Kaya, 2012).
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Figura 2

Etapas que ilustran el mecanismo de accion de los hongos entomopatogenos

a. ADHESION b. PENETRACION
espora ‘ f \\ _ apresorio
p— enzim: idroliticas i
> = ™
adhesina\/ hifa (hemocele)
A ‘

© o MULTIPLICACION

<
formas le iformes () /
(hemoli C

formacion de micelio

d. H EMERGENCIAY ESPORULACION

Nota. La figura muestra en orden cada uno de los mecanismos de los hongos entomopatdgenos:
a. Adhesion, la espora se deposita en la superficie del insecto y alli participan proteinas
“adhesinas” producidas por el hongo; b. Penetracion, formacion del apresorio y ruptura de la
cuticula y penetracién de hifas al hemocele; c. Multiplicacion transformacién de la forma micelial
a levaduriforme, bajo la cual se multiplica, absorbe nutrientes, provoca cambios fisiologicos y la
muerte del insecto; d. Emergencia y esporulacion, el hongo vuelve a su forma micelial, emerge

del insecto y esporula. Tomado de (Choque et al., 2021)

2.2.1.1.3. Virus

Los virus entomopatdgenos al igual que las bacterias entomopatogenas son
reconocidas por su especificidad en cuanto a su huesped y por haber demostrado
efectividad en el control de diversas plagas de lepidopteros, himenopteros, entre otros
(Kalhaetal., 2014). Los virus entomopatogenos pueden encontrarse repartidos en muchas
familias, pero de forma general se los agrupa en dos grandes categorias no taxonémicas,

los virus ocluidos o con cuerpos de oclusion y los no ocluidos. Los primeros se

21



caracterizan porque los viriones estan incrustados dentro de una matriz proteica dando
lugar a cuerpos paracristalinos. Por otro lado, los virus no ocluidos son los que
tipicamente sus viriones se encuentran libres o sea no se encuentran dentro de un cuerpo
de oclusién, aunque algunas veces pueden formar cuerpos paracristalinos (Federici,
1999). Es importante sefialar que de todos los virus entomopatdgenos, los mas dafiinos
son los pertenecientes a la familia Baculoviridae (Kalha et al., 2014), ya que existen
reportes de su importante papel como controladores de plagas de insectos, como son
lepiddpteros, dipteros, himendpteros, ortopteros entre otros (Harrison & Hoover, 2012). L0s
baculovirus estan organizados en 4 géneros como son los Alphabaculovirus
(Nucleopolyhedrovirus que ataca lepidopteros), Betabaculovirus (Granulovirus aislados
de lepidopteros), Gammabaculovirus (Nucleopolyhedrovirus ataca a himendpteros como
las moscas de sierra) y Deltabaculovirus (aislado de dipteros como Culex nigripalpus)
(Jehle et al., 2006). Finalmente, antes de conocer el mecanismo de infeccién de los
baculovirus, por destacar como control de plagas de insectos, es importante sefialar que
su ciclo de vida incluye dos formas fenotipicas: los virus derivados de la oclusion o
poliedros (ODV/PDV), autores de la infeccién primaria y los llamados virus germinados

o0 de brote o no ocluidos (infeccion secundaria) (Kalha et al., 2014).

2.2.1.1.3.1.Mecanismo de accion

En los virus, al igual que en las bacterias entomopatdgenas, la infeccion comienza
casi siempre cuando el huésped ingiere los virus productos de oclusion, ya sea en su forma
de poliedro o granulos, a través de su alimento, este proceso comprende las siguientes
etapas que es importante diferenciarlas:

Solubilizacién de las oclusiones, una vez que la forma ocluida del virus llega al
intestino medio de la larva del insecto, esta se disuelve debido al pH alcalino (8,0),
provocado por las bombas de potasio, propias de las células caliciformes de esta zona.
Existen evidencias que los cuerpos cristalinos de las oclusiones se disuelven muy
rapidamente una vez expuestos al liquido digestivo, asi mismo, se cree que esta disolucion
es provocada por la ruptura de los puentes disulfuros de la poliedrina (Harrison & Hoover,

2012; Ji et al., 2010).
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Penetracion de la matriz peritrofica e ingreso a las células del intestino medio,
esta matriz peritréfica que se encuentra en el intestino medio es como una red de fibrillas
de quitina que estan unidas a glicoproteinas y proteoglucanos, que tienen una funcion
similar de proteccion tal como la mucosa en mamiferos (Hegedus et al., 2008). Los
baculovirus para poder penetrar esta matriz peritrofica necesitan de unas proteinas
potenciadoras para evitar las defensas del huésped. Estas son las que degradan la mucina
que cubre el intestino medio y de esta manera los baculovirus, penetran en las células e
inician propiamente la infeccion (Wang & Granado, 1997). Esta penetracion de los virus es
posible que suceda por fusion entre la membrana plasmatica de las células del epitelio del
intestino y la envoltura de los virus, valiéndose para ello de un receptor especifico (Horton
& Burand, 1993). Asi mismo, para que la infeccion a nivel del intestino medio sea efectiva
se necesita proteinas de la envoltura de los virus conocidas como factores de infectividad
per os (Pijlman et al., 2003), asi como otras que posibiliten la unién y fusion antes
sefialada (Peng et al., 2010).

Transporte e ingreso al nucleo de las células del intestino medio, una vez que
los viriones lograron ingresar a las células, son las nucleocapsides las que se movilizan a
través del citoplasma hasta llegar al nicleo que es donde los viriones se replicaran, es asi
que se encontraran nucleocépsides agregadas en los poros del ntcleo y en el nucleoplasma
(Ohkawa et al., 2010).

Liberacion del ADN viral, este acontecimiento esta relacionado con la
participacion de una quinasa que se encuentra en la capside del virus, la cual es activada
gracias a un proceso de quelacién del zinc, el mismo que inicia la liberacion del ADN de
las nucleocapsides; asi mismo, a este proceso viene acompafiado de la fosforilacion de
una nucleoproteina, quien se cree que es la responsable del desnudamiento total del ADN

(Harrison & Hoover, 2012).

Transcripcion y replicacion viral, esto sucede luego que el ADN viral liberado
se une a las histonas del genoma del huésped. Es asi que comienza la transcripcion de los

genomas virales y se da inicio a una nueva generacion de virus. Cabe sefialar que mientras
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se van generando estas nuevas progenies, el huésped sufre alteraciones de sus funciones
vitales, los mismos que condicionan de forma positiva la infeccion (Caballero et al.,
2001).

Ensamblaje y salida de los viriones, las nucleocapside se ensamblan en el estroma
virdgeno y la region periestromal (dos compartimentos subnucleares en las células
infectadas); estas capsides estan conformadas por proteinas como es la VP39 (proteina
principal), la PP78/83, la VLF-1, VP1054 (importante para el ensamblaje), entre otras
(Vanarsdall et al., 2006; Wu et al., 2008); las nucleocépsides a su vez estan integradas
por el ADN viral aunado con una proteina p6.9 (caracterizada por su alto contenido de
arginina lo que le confiere una elevada carga positiva), la que gracias a su propiedad de
poseer una elevada carga positiva ayuda a la condensacion del ADN en el interior de la
capside (Kelly et al., 1983). Es importante mencionar que una vez que sucede el
ensamblado a continuacion recién se da la ocupacion de este por el genoma viral (Fraser,
1986). Posteriormente, las nucleocapsides salen del nicleo y llegan hasta las regiones de
la membrana plasmatica ricas en colesterol y muy estructuradas, es por estas zonas por
donde brotan estas nucleocapsides hacia el espacio extracelular, dando lugar de esta
manera a un nuevo fenotipo de virion brotado o germinado, el mismo que es responsable
de la infeccion secundaria (Haines et al., 2009). Cabe sefialar que estos viriones brotados
se trasladan por la hemolinfa infectando diversos tejidos y 6rganos, es asi que este tipo
de infeccidn se singulariza por el encapsulamiento de las nucleocépsides en una matriz
proteica que puede ser poliedrina o granulina formandose de esta manera nuevamente los
cuerpos de oclusién, provocando con ello la muerte del huésped y la liberacion de los
cuerpos de oclusién hacia el ambiente, dandose asi un nuevo ciclo de infeccién
(Rohrmann, 2019).

2.2.2. Olivo

El nombre cientifico del olivo es Olea europaea L., esta especie corresponde a un
arbol perennifolio, es decir es una planta que presenta sus hojas verdes y funcionales de
una temporada a otra o por mucho tiempo, puede alcanzar un tamarfio entre los tres a ocho

metros de altura (Romero et al., 2012).
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2.2.2.1.Clasificacion taxonémica
El olivo segin la taxonomia pertenece al dominio: Eukarya, reino: Plantae,
division: Magnoliophyta, orden: Lamiales, familia: Oleaceae, genero: Olea y especie:

Olea europaea L. (Casanova, 2022).

2.2.2.2.Caracteristicas morfologicas

El arbol de olivo presenta una raiz que lo ancla al suelo y que a través de ella
absorbe sus nutrientes y agua, los mismos que serviran para la alimentacion de sus
diferentes estructuras vegetativas y reproductivas. Con respecto al tronco se puede sefialar
que es recto, liso y cilindrico en el caso de arboles jovenes, el mismo gque después termina
en ramificaciones. Estas ramas son las encargadas de dar sostén a las hojas, flores y frutos
(Casilla-Garcia et al., 2021). Las ramas pueden sufrir subdivisiones formando asi ramas
primarias (armazén del arbol), secundarias (copa del éarbol) y las fructiferas.
Seguidamente se encuentra a las hojas de bordes enteros y con un corto peciolo, pueden
tener forma eliptica, lanceolada o lineal. Se caracterizan por presentar un color verde
oscuro en la zona abaxial y color blanco plata en la adaxial (Romero et al., 2012). A
continuacidn se tiene a las flores, donde estan ubicados los érganos reproductivos de la
planta. Se caracterizan por presentar inflorescencias (cuatro pétalos blancos y dos anteras)
que salen de las axilas de las hojas de las ramas fructiferas; cabe sefialar que el nimero
de flores oscila entre diez a cuarenta por racimo, las mismas que al transcurrir los dias
caen y se generan los frutos pequefios. Cuando los frutos maduran se tornan de un color
oscuro vinoso y con un alto contenido energético. Tiene forma elipsoidal, ovoide
(Casanova, 2022).

2.2.2.3.Estados fenoldgicos
Comprendido por el ciclo vegetativo y reproductivo de la planta, los mismos que

a continuacion se detallan:
Ciclo vegetativo, representado por: la parada estival, que es la fase en el cual se
detiene el desarrollo de la planta y estd comprendido entre los dos primeros meses del

afio; el crecimiento vegetativo, es la fase en el cual se observa el crecimiento de las hojas,
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ramas Yy raices. Esta fase sucede en dos momentos que son de marzo y abril asi como de
julio a diciembre; reposo invernal, etapa en el cual la planta se mantiene en latencia,

sucede entre el quinto y sexto mes del afio (Casanova, 2022).

Ciclo reproductivo, en él se encuentra la fase de crecimiento de los frutos
(posterior al periodo de cuajado) que se da entre los meses de enero y febrero;
Maduracion, fase en donde se expresa el color segun su variedad y puede ser observada
entre marzo Y abril; iniciacion floral, etapa en donde las yemas axilares se vuelven en
yemas florales y sucede entre mayo y junio; diferenciacién y crecimiento de primordios
florales, etapa donde aparecen las primeras inflorescencias los que posteriormente daran
lugar a los botones florales, ocurre en el periodo de julio a setiembre; floracion,
polinizacién, fecundacion y cuajado, en orden de ocurrencia esta la floracion, donde se
observa que las flores tienen un crecimiento rapido alcanzan su tamafio limite, el mismo
que sucede antes de octubre. Seguidamente esta la polinizacion que puede ser anemdfila
o entomdfila le sigue la fecundacion y por ultimo, el cuajado del fruto, estos Gltimos

comprendidos entre octubre y noviembre (Huarcusi, 2016).

2.2.3. Plagas del olivo

Se llama plaga a cualquier organismo vivo o agente patégeno que cuando se
encuentra en gran nimero provoca dafios en los cultivos, la salud, los bienes o el ambiente
del hombre (Chavez et al., 2008).

2.2.3.1.La Margaronia

El gusano del brote del olivo llamado comunmente “Margaronia”, (Palpita
persimilis) taxonémicamente se encuentra en el Orden Lepiddptera (Casanova, 2022). A
esta plaga se la puede encontrar tanto en su forma adulta como larva. Con respecto al
espéecimen adulto es una mariposa blanca de 25 mm de expansion alar, donde se observa
cuatro manchas negras, que pueden visualizarse en la Figura 3, las que le han dado
nombre a la especie (SENASA, 2017b). Esta mariposa es una polilla, diurna, timida, que

coloca los huevos en el enves de las hojas, en el peciolo y entre los botones florales en un
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namero de 200 por hembra. Cuando se observa al estado de larva, se puede apreciar que
es de color verde con la cabeza marron oscura, caracteristicas que también se pueden
evidenciar en la Figura 4, es asi que la larva crece de 1,5 mm hasta 16 mm, estas tienen

afinidad por localizarse en los brotes tiernos (Casanova, 2022).

Figura 3

Estado adulto de la Margaronia

Nota. Tomado de Chéavez et al., 2008)

Figura 4
Estado larval de la Margaronia

M

Nota. Tomado de Chavez et al., 2008
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Su ciclo de vida comprende la incubacion de huevos, que dura de 8 a 12 dias; el
periodo larval que comprende de 30 a 45 dias y estado de pupa y adulto que toma de 10
a 20 dias (Casanova, 2022). Con respecto a los dafios se debe mencionar que es la larva
la causante de la caida de las hojas y flores; debido a que tiene afinidad por ubicarse en
los brotes tiernos, los cuales los usa de alimento hasta dejarlos pegados y esqueletizados
como si estuvieran quemados. Cuando el dafio es muy severo sobre todo en épocas de
climas calurosos como cuando sucede el fendmeno “El Nino”, puede inclusive afectar a
los frutos, debido a que su poblacion es excesiva; el ataque de este insecto plaga es de
preocupacion para los agricultores ya que el dafio se inicia un afio antes, en la etapa de

floracién del olivo, afectando asi la cosecha proxima (Casanova, 2022; SENASA, 2017b).

2.2.3.2.Gusano medidor del olivo

Su nombre cientifico es Cyclophora sp., mas conocido como el geométrido o
gusano medidor ya que cuando se desplaza pareciera que estuviera midiendo el area por
donde avanza, pertenece a los microlepidopteros. Esta plaga normalmente provoca dafios
a los 6rganos de las flores debido a que aparece justo en la etapa de floracion del olivo,
es asi que al alimentarse de los botones y flores solo deja como rastros unos hilos que

cuelgan de los peddnculos que quedan (Casanova, 2022).

2.2.3.3.Queresa mavil del olivo

Este insecto plaga se caracteriza por su amplia distribucion en las tierras donde se
cultiva arboles de olivo. Su nombre cientifico es Orthezia olivicola, es una especie
polifaga, con reproduccion partenogenética poseen un ovisaco de color blanco, forma
cilindrica y encorvada hacia arriba con un tamafo de hasta 11 milimetros. Sus hembras
producen entre 82 a 116 nuevos individuos (Chavez et al., 2008). La queresa movil se
alimenta de la sabia de las hojas del olivo, esto lo hace por succién, momento en el cual
estas eliminan sustancias azucaradas, las mismas que sirven como nutriente para que
pueda desarrollarse el hongo Capnodium sp que causa la fumagina en las hojas. Este
fendmeno puede ser reconocido por el ennegrecimiento que cubre las hojas, lo que
provoca disminucion de la fotosintesis debido a que no se puede aprovechar al maximo

la energia solar. Por otro lado, cabe sefialar que la duracion del ciclo de vida de la queresa
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movil puede estar condicionado por las estaciones climatolégicas, es asi que en época de
verano el ciclo dura aproximadamente 65 dias y en invierno su ciclo es mas extenso ya
que puede alcanzar los 100 dias. Finalmente, la queresa mavil del olivo debe su amplia

distribucion gracias a los vientos que se generan, aves entre otros (Casanova, 2022).

Figura 5
Estado adulto de la queresa movil atacando hojas y ramas de olivo

Nota. Tomado de la pagina de Facebook de la Direccibn de Agricultura-Tacna, 2020.
https://www.facebook.com/photo/?fbid=102419008179743&set=pb.100041702932180.-2207520000.

2.2.3.4.Barrenillo del olivo

Esta plaga es llamada asi debido a que barrenan las ramas y tallos del olivo. El
nombre cientifico del barrenillo es Hylesinus oleiperda, los que se caracterizan porque
durante su ataque construyen largas galerias llenas de aserrin, lo que provoca un
desequilibrio hidrico en los arboles del olivo, lo que trae como consecuencia la falta de
accesibilidad o transporte del agua hacia las ramas; motivo por el cual se observan ramas
secas de color marron y con agujeros, tal es asi que cuando el dafio es severo puede
ocasionar que el &rbol del olivo quede improductivo (Casanova, 2022).
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Figura 6

Estado adulto del barrenillo del olivo

ETY 'l{ . PoS t "\‘2‘

Nota. Tomado de Casanova (2022)

2.3. Definicion de términos basicos

Control bioldgico: Consiste en la accion de enemigos naturales contra plagas y malas
hierbas; sobre todo el uso de depredadores, insectos parasitos, hongos, bacterias, virus,
nematodos, entre otros (Jiménez, 2009).

Entomopatégenos: microorganismos con la capacidad de eliminar o inhibir el
desarrollo de insectos plagas, que pueden encontrarse de forma natural en el medio
ambiente, suelo, restos de cultivo y sobre cadaveres de insectos (Cafiedo & Ames, 2004)

Microorganismos nativos: Son microorganismos que presentan diferentes
habilidades y que pertenecen a una zona determinada con caracteristicas propias de la
zona (Robaina et al., 2015)

Plagas: Las plagas son plantas, animales, insectos, microbios u otros organismos no

deseados que interfieren con la actividad humana (SENASA, 2017a)

2.4. MARCO FILOSOFICO

Esta investigacion, por obedecer a la estructura de un método cientifico en donde
se realizard la comprobacion de una hipotesis, esta basada en la corriente filosofica del

empirismo, teniendo como principal representante para nuestro caso a Francis Bacon,
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quien propone que el conocimiento tiene su origen en la demostracion de los

acontecimientos y para ello se debe utilizar el método cientifico (Bacén, 1949)

Por otro lado, esta investigacion sin contradecir a lo propuesto por Francis Bacon,
también comparte con lo propuesto por Karl Popper, quien sostiene que todo
conocimiento para ser considerado como valido debe ser refutable (Burgos, 2015). O sea
que los conocimientos parten de hipétesis a partir de las cuales se pueden deducir
enunciados comprobables, mediante las observaciones experimentales, en caso de que

estas observaciones revelen como falsos estos enunciados, la hipdtesis debe ser refutada.
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CAPITULO 11l

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. DISENO DE LA INVESTIGACION

3.1.1. Disefio de la investigacién
Experimental.
3.1.2. Nivel de investigacion
Explicativo, porque expone coémo afecta la variable independiente
(concentracion de bacterias nativas) sobre las variables dependientes (larvas
eliminadas) a través de un ANDEVA.

3.1.3. Tipo de estudio
Aplicada, por que determina el efecto que causa la concentracion o dosis

de bacterias nativas sobre la plaga “Margaronia”

3.2. POBLACION Y MUESTRA DE ESTUDIO

3.2.1. Poblacion
La poblacién estuvo conformada por todas las bacterias nativas de las areas de

cultivo de olivo de la zona agricola La Yarada — Los palos.

3.2.2. Muestra

Para la obtencion de bacterias entomopatdgenas: conformada por las muestras
de suelos de las plantas de olivo, a excepcion de las areas de cultivo que fueron expuestas
a algun tipo de producto biolégico comercial

Para la obtencidn de las formas larvarias de la Margaronia: estuvo conformada
por larvas de primer y segundo estadio, las mismas que procedieron de plantas de olivo

que fueron seleccionadas por conveniencia por obedecer a un estudio dirigido, ya que el



criterio de seleccion esta orientado a las plantas infestadas con la Margaronia (Hernandez
Sampieri et al., 2014).

3.3. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Operacionalizacion de variables de estudio

sobre la Margaronia
(Palpita persimilis) de
los cultivos de olivo,
de la zona agricola La
Yarada — Los Palos
(%)

determinada por el
nimero de larvas
eliminadas  con
respecto al control
(ndmero inicial de
larvas).

(Ruano et al., 2007):
Pfa / Pia x Pib / Pfb) x
100,

Donde:

Pia = poblacion inicial
del tratamiento,

Pfa = poblacion final del
tratamiento,

Pib = poblacion inicial
del testigo, sin control,
Pfb = poblacion final del
testigo, sin control.

Variable Definicién Definic_ién Indicador Unidade§ Escala
conceptual operacional [categorias
Variable Las bacterias | Concentracién de | Bacterias (Munshid
independiente nativas bacterias, capaces | etal., 2013)
entomopatégenas | de  inhibir o Si
Concentracion o dosis | son  organismos | eliminar el | 107 cel/ml Concentracion
(cel/ml o esporas/ml) | cuyo origen | desarrollo de 0 dosis de | No
de bacterias nativas | natural se | plagas bacterias
entomopatdgenas de | corresponde con
la zona agricola de la | un territorio
Yarada — Los Palos . determinado.
Variable
dependiente La actividad de | Cantidad de larvas | La actividad se | NOmero  de
control de las | eliminadas determinara mediante la | larvas
Actividad de control | plagas estara formula propuesta por | eliminadas Razén

3.4. TECNICAS E INSTRUMENTOS PARA RECOLECCION DE DATOS

Teniendo en cuenta los objetivos especificos planteados en el presente estudio se

establecio las técnicas e instrumentos para la recoleccion de los datos
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3.4.1. Estimacion de la actividad de control, a nivel laboratorio, de bacterias

entomopatogenas nativas contra la Margaronia (Palpita persimilis).

3.4.1.1.Aislamiento de bacterias nativas

Muestreo, se realizd a partir de muestras de suelos de &reas de cultivo de
plantaciones de olivo ubicados en el distrito de La Yarada Los Palos, provincia y
departamento de Tacna, siendo su localizacion segun coordenadas 18°17'7.51" S,
70°26'19.64" W. La muestra de suelo se extrajo entre los 10 a 20 cm de profundidad, se
recolect6 aproximadamente 100 g de suelo por cada punto de muestreo, las mismas que
fueron colocados en bolsas de polipropileno de primer uso para ser trasladadas al
laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Jorge
Basadre Grohmann (Palma, 2018).

Aislamiento, de cada una de las muestras se tom¢ 10 gramos de suelo que fueron
suspendidos en 90 ml de agua peptonada estéril. Seguidamente se realizaron dos series
de diluciones hasta 107°, es asi que de una de las series se realizo la siembra por
diseminacion de las dos Gltimas diluciones de forma directa en Agar Tripticasa soya, Agar
nutritivo, Agar Mac conkey. Por otro lado, la segunda serie de diluciones fueron
sometidos a bafio maria de 70 °C por 15 minutos, trascurrido este tiempo se realiz6 la
siembra de las dos Gltimas diluciones en los medios de cultivo antes mencionados. Luego
todas las placas de cultivo fueron llevadas a incubacion entre 28 a 30 °C por 72 horas
(Mau et al., 2011).

Caracterizacion morfologica, transcurrido el tiempo de incubacion se extrajo
cada una de las colonias que crecieron en la superficie de los agares y fueron nuevamente
sembradas sobre la superficie de agar Tripticasa soya para purificarlas y caracterizarlas
de forma macroscopica (morfologia de la colonia) y microscépica para lo que se empleo

la coloracion de Gram.

Cepario, finalmente a cada una de las bacterias se las sembrd nuevamente en
viales (frasco de vidrio tapa rosca de 50 x 20 mm) con el medio antes mencionado en
superficie inclinada y se les asignd un cddigo de identificacion, de esta manera se

mandaron a refrigeracion a 5 °C para su conservacion.
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3.4.1.2.Colecta de las formas larvarias de la Margaronia

La colecta de las formas larvarias de la Margaronia se realizO a partir de
plantaciones de olivo que presentaron dafios caracteristicos de esta plaga, asi como los
rasgos fisicos de la larva. Las larvas se colectaron en depositos de pléstico (15 x 10 cm)
de primer uso a los que se les acondicion6 una tapa de tela de organza, los mismo que
fueron colocados en un cooler para su traslado al laboratorio de Microbiologia de la

Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann.

3.4.1.3.Actividad entomopatdgena de bacterias nativas a nivel de laboratorio

Preparacion del inoculo, para ello se hizo la activacién de cada una de las cepas
bacterianas aisladas, la cual se realiz6 en caldo y agar Tripticasa soya para las bacterias
no esporuladas y para el caso de las bacterias esporuladas se sembro en caldo y agar Luria
Bertani, todos fueron incubados a 30 °C por 72 horas. Luego, se prepararon suspensiones
de cada una de las bacterias en solucidn salina fisioldgica estéril a una concentracién igual
al tubo N°5 de la escala de Mac Farland a 1,5 x 10° ufc/ml o esporas/ml, para el cual se

utilizé el espectrofotometro modelo AQ8100.

Prueba de patogenicidad, en esta etapa se tuvo en consideracién que las larvas se
infectan con la bacteria al ingerirlas con su alimento, es por ello que se prepararon
depdsitos de plastico de primer uso conteniendo hojas de olivo (las cuales fueron
esparcidas con suspensiones de cada una de las bacterias) y 10 larvas de primer y segundo
estadio indistintamente. El ensayo se realizd por triplicado para cada bacteria, ademas se
considerd un control negativo (hojas de olivo esparcidas con agua destilada y las larvas)
y un control positivo (hojas de olivo esparcidas con el producto biolégico comercial).
Transcurridos las 24 horas de iniciado el ensayo se registro el nimero de larvas muertas

para determinar el porcentaje de mortalidad de cada cepa.
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3.4.2. Evaluacion de la actividad de control, a nivel laboratorio, de bacterias
entomopatégenas nativas en comparacion con un producto de uso comercial a

base de bacterias contra la Margaronia (Palpita persimilis).

En esta etapa se tuvo en cuenta las cepas que mayor porcentaje de mortalidad

presentaron en el ensayo anterior. Es asi que se procedid segun el detalle de la Tabla 2:

Tabla 1
Disefio para la evaluacion de la actividad de control de bacterias entomopatdgenas

nativas versus producto biolégico comercial

Bacterias . Dosis

(ufc 6 esporas/ml)
CEPA A 1,5 x 10° 1,5 x 108 1,5 x 107
CEPA B 1,5 x 10° 1,5 x 108 1,5 x 10’
PRODUCTO 9 8 7
COMERCIAL 1,5x 10 1,5x 10 1,5x10

Nota. Cabe mencionar que en cada ensayo se emple6 10 larvas

3.4.3. ldentificacion de las bacterias nativas con actividad entomopatogena contra la

Margaronia (Palpita persimilis), utilizando marcadores del gen ARN 16S.

Para la identificacion genética de las bacterias se tuvo en cuenta las siguientes
etapas:

Extraccion de ADN bacteriano, previamente se activo las cepas bacterianas en
agar Luria Bertani a 30°C x 24 horas. Seguidamente se realizé la extraccion del ADN de
cada una de las bacterias utilizando para ello el Kit de extraccion y purificacion de ADN
(ANALITIK JENA): InnuPREP Bacteria DNA Kit (anexo 4). Finalmente, a los ADN
extraidos se les realizd una electroforesis para conocer su integridad y la cantidad de ADN

extraido con el equipo Qubit 4.

Amplificacion del ADN, para la amplificacion por PCR se utilizd primers
universales forward 27F 5> AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’ y reverse 1492R 5’
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TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3’ (Anahis et al., 2019; Dos Santos et al., 2019;
Raiyani et al., 2020). La reaccion de PCR se realizo de acuerdo al protocolo del kit de
Invitrogen Platinum Hot Start PCR 2X Master Mix (procedimiento en el anexo). La PCR
se realiz6 en un termociclador con las siguientes condiciones a 96 °C por 4 min, y 30
ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 55 °C, y extension de 1 mina 71 °C, con
una final extensién de 10 minutos a 72 °C (Dos Santos et al., 2019). La cuantificacion de
ADN se realizé utilizando Qubit y se visualizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1 %.

Secuenciacion, la secuenciacion del material gendmico fue realizado por la
empresa Macrogen, en Seul-Corea del Sur, para lo cual se tuvo que enviar el ADN

amplificado.

3.5. TRATAMIENTO DE DATOS

Para medir la actividad de control a nivel laboratorio, de microorganismos nativos
sobre las plagas del olivo, se contara con un cuaderno de apuntes, donde se registré todos
los datos de conteo de las larvas muertas. Posteriormente, estos datos fueron transferidos

a una hoja de célculo Excel.

Para el tratamiento de los resultados se aplicO estadisticos de prueba, para
determinar si existe relacion entre la actividad entomopatdgena y las horas de exposicién
y para saber si existe diferencia entre la actividad del control de las bacterias nativas y el
producto comercial bioldgico. Para ambos casos se utilizd Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) V.25 (Se descargd la version V.25 gratis para estudiantes.

(https://www.ibm.com/pe-es/products/spss-statistics-campus-editions)
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Tabla 2

Bacterias nativas aisladas del suelo de cultivo de olivo en la primera zona de muestreo

Zona de muestreo Bacterias nativas aisladas
coordenadas Cddigo de identificacion ~ Morfologia microscopica
2M-2 Bacilos Gram positivos
2M-4 Bacilos Gram positivos
2M-5 Bacilos Gram positivos
18°10°06.3”S 2M-9 Bacilos Gram positivos
70°25°58.6”W
2M-11 Coco Gram positivo
2M-12 Coco Gram positivos
2M-16 Bacilos Gram positivos
2M-17 Coco Gram positivos
2M-23 Bacilos Gram positivos

En la Tabla 2 se muestra la morfologia microscépica de las bacterias, en donde se
observa que todos se encuentran en el grupo de los Gram positivos. Asi también se puede

notar que la mayoria de ellas tienen forma de bacilos (70 %).



Tabla 3

Bacterias nativas aisladas del suelo de cultivo de olivo en la segunda zona de muestreo

Zona de muestreo

Bacterias nativas aisladas

coordenadas Cddigo de identificacion ~ Morfologia microscopica
3M-5 Bacilos Gram positivos
3M-6 Bacilos Gram negativos

18°15'34.2"S 3M-19 Bacilos Gram positivos

70°26'02.3"W 3M-21 Coco Gram positivo
3M-22 Bacilos Gram positivos

Como se observa en la Tabla 3, la morfologia de las bacterias nativas aisladas de

los suelos de esta zona, son en su mayoria bacilos Gram positivos.
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Tabla 4

Bacterias nativas aisladas del suelo de cultivo de olivo en la tercera zona de muestreo

Zona de muestreo Bacterias nativas aisladas
coordenadas Cddigo de identificacion ~ Morfologia microscopica
4AM-1 Bacilos Gram positivos
4M-5 Bacilos Gram positivos
4M-12 Bacilos Gram positivos
18°11'24.8"S 4M-13 Bacilos Gram positivos
70°32'36.0"W
4AM-14 Bacilos Gram positivos
4M-21 Bacilos Gram positivos
4M-23 Bacilos Gram positivos
4AM-24 Bacilos Gram positivos
4M-25 Bacilos Gram positivos
4M-26 Bacilos Gram positivos

En la Tabla 4 se puede notar que la totalidad de las bacterias nativas aisladas
presentan una misma morfologia microscopica, en su forma y reaccion frente a la

coloracion de Gram.
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Tabla5

Bacterias nativas aisladas del suelo de cultivo de olivo en la cuarta zona de muestreo

Zona de muestreo Bacterias nativas aisladas
coordenadas Caodigo de identificacion ~ Morfologia microscopica
5M-4 Bacilos Gram positivos
5M-6 Bacilos Gram positivos
5M-7 Bacilos Gram negativos
18°17°'27.4"S 5M-10 Bacilos Gram positivos
70°19'35.4"W
5M-11 Bacilos Gram positivos
5M-12 Bacilos Gram positivos
5M-13 Bacilos Gram positivos
5M-14 Bacilos Gram positivos
5M-16 Bacilos Gram positivos
5M-18 Bacilos Gram positivos
5M-19 Bacilos Gram negativos
5M-20 Bacilos Gram positivos
5M-22 Bacilos Gram positivos

En la Tabla 5 se distingue que del total de bacterias aisladas todas presentan una
misma forma microscépica (bacilos) pero solo un 15 % de ellos son Gram negativos y el

resto Gram positivos.
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Tabla 6

Bacterias nativas aisladas del suelo de cultivo de olivo en la quinta zona de muestreo

Zona de muestreo

Bacterias nativas aisladas

coordenadas Caodigo de identificacion ~ Morfologia microscopica
6M-2 Bacilos Gram negativos
6M-5 Bacilos Gram positivos
6M-7 Bacilos Gram positivos

18°07'39.9"S 6M-9 Bacilos Gram positivos

70°23'29.4"W
6M-10 Bacilos Gram positivos
6M-16 Bacilos Gram positivos
6M-18 Bacilos Gram positivos

En la Tabla 6 se muestra que el total de las bacterias aisladas presentan un misma

morfologia microscépica y reaccion frente a la coloracion de Gram.
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Figura7

Bacterias nativas aisladas del suelo de cultivo de olivo agrupadas segin su morfologia

microscépica
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En la Figura 7 se registra el total de las bacterias nativas aisladas de los suelos de
cultivo de olivo, agrupadas segun su morfologia microscopica y su reaccion frente a la
coloracion de Gram. Asimismo, se puede visualizar que mas del 80 % de las bacterias

aisladas son bacilos Gram positivos.
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Figura 8

Actividad entomopatogena de las bacterias nativas aisladas de suelos de cultivo olivo
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En la Figura 8 se observa que del total de cepas bacterianas aisladas (36)

aproximadamente el 90 % presentan actividad entomopatogena.
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Tabla7

Actividad entomopatdgena de bacterias nativas expresado en porcentaje de mortalidad

Cepa bacteriana Tiempo de Individuos
exposicion Vivos Muertos % muertos
(horas)
2M-2 24 10 0 0
48 10 0 0
72 8 2 20
96 8 0 0
Total 8 2 20
2M-4 24 10 0 0
48 7 3 30
72 3 4 70
96 2 1 80
Total 2 8 80
2M-5 24 10 0 0
48 8 2 20
72 5 3 30
96 4 1 60
Total 4 6 60
2M-9 24 10 0 0
48 10 0 0
72 10 0 0
96 10 0 0
Total 10 0 0
2M-16 24 10 0 0
48 10 0 0
72 10 0 0
96 8 2 20
Total 8 2 20
2M-23 24 10 0 0
48 10 0 0
72 9 1 10
96 8 1 10
Total 8 2 20
Control negativo 24 10 0 0
(agua destilada) 48 10 0 0
72 10 0 0
96 10 0 0
Total 10 0 0

En la Tabla 7 se tiene que de todas las bacterias que se muestran,
aproximadamente el 33 % reportan porcentajes de mortalidad entre el 60 y 80 % ya que

para los otros casos solo reportan como maximo un 20 % de mortalidad.
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Tabla 8

Actividad entomopatdgena de bacterias nativas expresado en porcentaje de mortalidad

Cepa bacteriana Tiempo de exposicion Individuos
(horas) Vivos Muertos % muertos
3M-5 24 10 0 0
48 5 5 50
72 5 0 0
96 5 0 0
Total 5 5 50
3M-19 24 10 0 0
48 10 0 0
72 5 5 50
96 4 1 60
Total 4 6 60
3M-22 24 10 0 0
48 5 5 50
72 1 4 90
96 1 0 0
Total 1 9 90
Control negativo 24 10 0 0
(agua destilada) 48 10 0 0
72 10 0 0
96 10 0 0
Total 10 0 0

En la Tabla 8 se visualiza que todas las bacterias nativas presentan porcentajes de

mortalidad que oscilan entre un 50 a 90 %.
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Tabla 9

Actividad entomopatdgena de bacterias nativas expresado en porcentaje de mortalidad

Cepa bacteriana Tiempo de exposicion Individuos
(horas) Vivos Muertos % muertos
4M-1 24 10 0 0
48 2 8 80
72 0 2 100
96 0 0 0
Total 0 10 100
4M-5 24 10 0 0
48 10 0 0
72 4 6 60
96 3 7 70
Total 3 7 70
4M-12 24 10 0 0
48 10 0 0
72 9 1 10
96 8 2 20
Total 8 2 20
4M-13 24 10 0 0
48 10 0 0
72 10 0 0
96 9 1 10
Total 9 1 10
4M-14 24 10 0 0
48 10 0 0
72 6 4 40
96 4 2 60
Total 4 6 60
4M-21 24 10 0 0
48 10 0 0
72 9 1 10
96 8 1 10
Total 8 2 20
4M-23 24 10 0 0
48 10 0 0
72 9 1 10
96 8 1 10
Total 8 2 20
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Cepa bacteriana

Tiempo de exposicion

Individuos

(horas) Vivos Muertos % muertos

4M-24 24 10 0 0
48 10 0 0

72 7 3 30

96 6 1 40

Total 6 4 40
4M-25 24 10 0 0
48 10 0 0

72 9 1 10

96 8 1 10

Total 8 2 20
4M-26 24 10 0 0
48 5 5 50

72 0 5 100
96 0 0 0

Total 0 10 100
Control negativo 24 10 0 0
(agua destilada) 48 10 0 0
72 10 0 0
96 10 0 0
Total 10 0 0

En la Tabla 9 se tiene que dos de las cepas bacterianas (4M-1 y 4M-26) eliminan

en su totalidad a las larvas de la Margaronia y que el 40 % del total de las que se muestran

reportan porcentajes de mortalidad de las larvas por encima del 60 %.
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Tabla 10

Actividad entomopatdgena de bacterias nativas expresado en porcentaje de mortalidad

Cepa bacteriana Tiempo de Individuos
exposicion Vivos Muertos % muertos
(horas)

5M-4 24 10 0 0
48 5 5 50
72 5 0 0
96 2 3 80
Total 2 8 80
5M-6 24 10 0 0
48 10 0 0
72 10 0 0
96 10 0 0
Total 10 0 0
5M-10 24 10 0 0
48 10 0 0
72 7 3 30
96 7 0 0
Total 7 3 30
5M-11 24 10 0 0
48 10 0 0
72 7 3 30
96 6 1 40
Total 6 4 40
5M-12 24 10 0 0
48 10 0 0
72 10 0 0
96 10 0 0
Total 10 0 0
5M-13 24 10 0 0
48 10 0 0
72 10 0 0
96 10 0 0
Total 10 0 0
5M-14 24 10 0 0
48 10 0 0
72 6 4 40
96 6 0 0
Total 6 4 40
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Cepa bacteriana Tiempo de Individuos

exposicion Vivos Muertos % muertos
(horas)

5M-16 24 10 0 0
48 5 5 50

72 4 1 60

96 2 2 80

Total 2 8 80

5M-18 24 10 0 0
48 9 1 10

72 8 1 20

96 8 0 0

Total 8 2 20

5M-20 24 9 1 10
48 9 0 0

72 8 1 20

96 8 0 0

Total 8 2 20

5M-22 24 10 0 0
48 10 0 0

72 10 0 0

96 9 1 10

Total 9 1 10

Control negativo 24 10 0 0
(agua destilada) 48 10 0 0
72 10 0 0

96 10 0 0

Total 10 0 0

En la Tabla 10 se visualiza que solo el 20 % de las bacterias reportadas provocaron
un 80 % de mortalidad en las larvas. Ademas, se observa que los porcentajes de
mortalidad del resto de las bacterias van de 0 a 40 % como méaximo.
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Tabla 11

Actividad entomopatdgena de bacterias nativas expresado en porcentaje de mortalidad

Cepa bacteriana Tiempo de Individuos
exposicion Vivos Muertos % muertos
(horas)
6M-5 24 10 0 0
48 10 0 0
72 7 3 30
96 7 0 0
Total 7 3 30
6M-7 24 10 0 0
48 7 3 30
72 5 2 50
96 5 0 0
Total 5 5 50
6M-9 24 10 0 0
48 10 0 0
72 8 2 20
96 6 2 40
Total 6 4 40
6M-10 24 10 0 0
48 10 0 0
72 5 5 50
96 3 2 70
Total 3 7 70
6M-16 24 10 0 0
48 9 1 10
72 6 3 40
96 4 2 60
Total 4 6 60
6M-18 24 10 0 0
48 8 2 20
72 4 4 60
96 2 2 80
Total 2 8 80
Control negativo 24 10 0 0
(agua destilada) 48 10 0 0
72 10 0 0
96 10 0 0
Total 10 0 0

En la Tabla 11 se muestra que aproximadamente el 70 % de las bacterias que

figuran reportan porcentajes de mortalidad entre un 50 a 80 % de las larvas.
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Figura 9

Actividad entomopatdgena de las bacterias nativas aisladas de suelos de cultivo olivo
segln horas de exposicion
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En la Figura 9 se visualiza la actividad entomopatdgena de las bacterias nativas
versus las horas exposicion, donde se puede apreciar que la mayor actividad

entomopatogena se logro a las 72 horas.

Por otro lado, con respecto a los resultados segun las horas de exposicién de las
larvas frente a cada una de las bacterias aisladas que figuran en las Tablas 8, 9, 10, 11y
12, se notifica que existe relacion entre el tiempo de exposicién y la actividad
entomopatogena de las bacterias sobre las larvas segln el estadistico de prueba (anexo 1),
ya que se obtuvo un valor de P = 0,00 con un 95 % de confianza.
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Tabla 12
Actividad entomopatogena de bacterias nativas sobre larvas de la Margaronia segun

dosis de aplicacion

Cepa Porcentaje de larvas muertas (%0)
bacteriana

(cédigo) D1 (1,5x10%¢m) D2 (1,5x 108utem) D3 (1,5 X 107 ufcrmi)
2M-4 80 50 50
2M-5 60 40 40
3M-5 50 30 10
3M-19 60 40 20
3M-22 90 80 50
4M-1 100 70 50
4M-5 70 40 20
4M-14 60 40 40
4M-26 100 70 70
5M-4 80 50 30
5M-16 80 40 40
6M-7 50 30 20
6M-10 70 50 40
6M-16 60 40 40
6M-18 80 50 30

En la Tabla 12 se muestra los cddigos de bacterias que presentaron actividad
entomopatogena sobre la Margaronia por encima del 50 %. Asi mismo, en esta misma
tabla se visualiza que la dosis de bacterias nativas que mayores porcentajes de mortalidad
alcanzaron fue la dosis 1.

Por otro lado, cuando se aplicé el estadistico de prueba ANOVA para saber si
existia diferencias entre los porcentajes de mortalidad de cada una de las dosis se obtuvo
que si existe diferencias significativas (P = 0,00) y que los porcentajes de mortalidad que
resultaron de la dosis 1 son diferentes con respecto a los de la dosis 2 y 3, en los que sus
resultados son iguales estadisticamente, segun la prueba de especificidad de Tukey (anexo
2).
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Tabla 13
Actividad entomopatogena del producto comercial bacteriano (cepa patron) sobre larvas

de la Margaronia segun dosis de aplicacion

Producto Porcentaje de larvas muertas (%0)
biol6gico

comercial D1 (1,5x 10%fwm) D2 (1,5 X 108 ufeimi) D3 (1,5 x 107 ufe/mi)
R1 (2M-4) 100 20 20
R2 (2M-5) 100 10 10
R3 (3M-5) 100 0 0
R4 (3M-19) 100 10 10
R5 (3M-22) 100 20 20
R6 (4M-1) 100 0 0
R7 (4M-5) 100 0 0
R8 (4M-14) 100 20 20
R10 (4M-26) 100 0 0
R11 (5M-4) 100 10 10
R12 (5M-16) 100 10 10
R13 (6M-7) 100 10 10
R14 (6M-10) 100 0 0
R15 (6M-16) 100 0 0
R16 (6M-18) 100 0 0

En la Tabla 13 se reporta los porcentajes de mortalidad que provoco el producto
comercial bacteriano con las tres dosis de aplicacion, ademas se visualiza el nimero de
repeticiones (15) que se aplico para este ensayo. Asi mismo, se puede resaltar que los

porcentajes de mortalidad reportados para la dosis 2 y 3 no sobrepasan el 20 %.
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Figura 10

Arbol filogenético elaborado mediante el secuenciamiento del gen ADNr 16S para las 15

cepas con actividad entomopatogena
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El Arbol filogenético fue elaborado mediante el secuenciamiento del gen ADNr 16S para 15 cepas aisladas,
siendo los géneros bacterianos identificados Bacillus, Priestia, Lysinibacillus y Paenibacillus. Para la
construccién del arbol se empled el método de reconstruccion filogenética Neighbor-Joining con 1000
réplicas. Los valores Bootstrap son mostrados entre las ramas respectivamente. El arbol fue realizado en el
programa MEGA v 11.0.13 (2023).
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Tabla 14
Identificacion filogenética de las bacterias nativas con actividad entomopatogena sobre

la Margaronia

Cadigo de cepa Nombre cientifico
2M-4 Lysinibacillus sp
2M-5 Priestia sp
3M-5 Bacillus sp
3M-19 Paenibacillus sp.
3M-22 Bacillus sp
4M-1 Lysinibacillus sp
4M-5 Bacillus sp
4M-14 Lysinibacillus sp
4M-26 Bacillus sp
5M-4 Bacillus sp
5M-16 Paenibacillus sp.
6M-7 Priestia sp
6M-10 Bacillus sp
6M-16 Priestia sp
6M-18 Priestia sp

En la Tabla 14 se muestra las especies de bacterias nativas con actividad

entomopatogena sobre la Margaronia, identificadas filogenéticamente.
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DISCUSION

Los microorganismos pueden ejercen diferentes tipos de actividades de control
sobre los patdgenos, es asi que cuando estos microorganismos inhiben el ciclo de vida de
los insectos, ésta es llamada como actividad entomopatdgena (Altamira, 2020), este tipo
de actividad forma parte de lo que se conoce como control biolégico o control
microbiologico. En un sentido mas estricto, control bioldgico (o control microbioldgico)
es la insercién artificial de microorganismos antagonistas en un componente de la
naturaleza para controlar a un patégeno o una plaga (Debach, 1964). Estos antagonistas

naturales pueden ser paréasitos, depredadores y patogenos (Belda et al., 2000).

Dentro de las ventajas que posee el control bioldgico se puede mencionar que: no
tiene efecto negativo sobre el hombre u otros organismos, no se ha reportado resistencia
de las plagas hacia el control bioldgico, el efecto control es casi siempre permanente, el
costo beneficio es mayor debido a que se elimina de forma fundamental el uso de

insecticidas y puede formar parte de un manejo integral de plagas (Jiménez, 2009).

Por otro lado, cuando se quiere poner a efecto un control bioldgico, este debe tener
en cuenta: la biologia del organismo que se quiere controlar asi como los factores
abioticos que condicionan su desarrollo. Para el caso de los insectos plaga, se conoce que
existen agentes que son patdgenos, ya que pueden condicionar de forma significativa su

dindmica poblacional, conocidos como entomopatogenos (Sabbahi et al., 2022).

Hoy en dia el empleo de insecticidas quimicos estd muy asociado a problemas
ambientales, ecologicos y de salud de los seres vivos (Razaq & Shah, 2022). Es por ello que
en la actualidad se est4 optando por el uso de los llamados bioplaguicidas, los mismos
que emplean microrganismos como agentes de control. Esta se presenta como una
alternativa amigable que propone reducir y, por qué no, eliminar el uso de insecticidas

guimicos (Chandrakasan et al., 2022).

57



Los bioplaguicidas son compuestos u organismos naturales, que se encargan de
disminuir o evitar la multiplicacion de las plagas. Utilizando para ello diferentes
mecanismos de accion propios de su naturaleza. Dentro de estos organismos se
encuentran los microorganismos como son bacterias, hongos, nematodos, virus y
protozoarios, todos ellos reconocidos por su capacidad entomopatégena (Lenteren et al.,
2018).

En esta investigacion se eligid a las bacterias como agentes de control bioldgico
entomopatogeno, ya que es de conocimiento que las bacterias y los insectos a lo largo del
tiempo han desarrollado diversos tipos de relaciones benéficas y antagénicas (Jurat-
Fuentes & Jackson, 2012). La actividad de las bacterias entomopatégenas ha sido
reportada a lo largo de los afios, donde se han demostrado que estas pueden estar ubicadas
en los tres phylas bacterianos (Lacey et al., 2015) y en diferentes tipos de habitat como
son los suelos. Diversas investigaciones han demostrado la presencia y el aislamiento de
bacterias entomopatdgenas a partir de suelo agricola (Calcagnile et al., 2022;
Chandrakasan et al., 2022; Beron & Salerno, 2006; Bobrowski et al., 2001; Arango et al.,
2002; Salama et al., 2015; Blibech et al., 2012) de diferentes cultivos. Las bacterias
entomopatdgenas aisladas del suelo pueden presentar diferentes caracteristicas
morfoldgicas vistas al microscopio, es asi que por su morfologia pueden ser bacilos, cocos
cocobacilos, espirales, entre otros y por su forma de reaccionar frente a la coloracion de
Gram pueden ser Gram positivos y Gram negativos (Jurat-Fuentes & Jackson, 2012); tal
como se report6 en las Tablas 2, 3, 4, 5y 6, donde figuran bacilos Gram positivos y
bacilos Gram negativos. Cabe mencionar que del total de bacterias aisladas méas del 80 %
estuvo conformada por bacilos Gram positivos, el mismo que se visualiza en la Figura 7.
Al respecto, se debe mencionar que este es un comun denominador en diferentes
investigaciones donde se han aislado bacterias de suelo con fines entomoldgicos
(Morales, 2018; Rafael-Rutte et al., 2020).

Las bacterias nativas con caracter entomopatdgeno evidencian su eficacia cuando
provocan la muerte del insecto plaga, el mismo que es expresado en porcentajes de muerte
o mortalidad. Los insectos plagas desde el punto de vista taxondmico pertenecen a
ordenes diversos, pero el estado del ciclo bioldgico del insecto que mas dafio provoca a
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los cultivos, es cuando este se encuentra a nivel de larva; es por ello que las
investigaciones han dirigido su esfuerzo en lograr el control o la eliminacién de estas
larvas con el uso de bacterias que causen su muerte (Alcantara, 2022; Quiliche, 2021).
En nuestro caso, segun lo registrado en la Figura 8, del total de cepas bacterianas nativas
aisladas (36) aproximadamente el 90 % demostraron tener actividad entomopatgena
sobre las larvas del insecto plaga Margaronia; en las tablas 9, 10, 11, 12 y 13 se muestran
los diferentes porcentajes de mortalidad que causaron las cepas nativas a las larvas de la
Margaronia a diferentes niveles de tiempo, donde se puede apreciar que las bacterias
nativas pueden provocar porcentajes de mortalidad que van desde un 10 a 100 %, a
diferentes intervalos de tiempo (24, 48, 72 y 96 horas), resultados similares fueron
reportados por Vargas (2019), cuando enfrento Bacillus thuringiensis frente al gusano
perforador que al igual que la Margaronia pertenece a los lepidopteros. Adicionalmente,
podemos indicar que cuando se le aplico el estadistico de prueba se encontr6 que existe
relacién significativa entre el tiempo de exposicion y la actividad entomopatogena de las
bacterias ya que se obtuvo un valor de P = 0,00 con un 95 % de confianza (anexo 1). Por
otro lado, para evaluar el potencial entomopatégeno de las cepas nativas solo se
seleccionaron a las cepas que provocaron una mortalidad igual o mayor al 50 % (Pérez et
al., 2017) de las larvas de la Margaronia, las mismas que se muestran en la Tabla 12; de
esta misma tabla se puede resaltar que la dosis a la cual las bacterias nativas presentan
mayor actividad entomopatdgena es la dosis 1 (1,5 x 10° ufc/ml), esta dosis es menor a la
empleada por Tesen (2019), ya que en nuestro caso los ensayos fueron realizados a nivel
de laboratorio y no a nivel de campo. Asi mismo, cuando se aplicé el estadistico de prueba
ANOVA para saber si existia diferencias significativas (P=0,00), entre los porcentajes de
mortalidad de cada una de las 3 dosis trabajadas, se obtuvo que si existe diferencias
significativas y que los porcentajes de mortalidad que resultaron de la dosis 1 son
diferentes segun el estadistico de Tukey, con respecto a los de las dosis 2 y 3, en los que

sus resultados son iguales estadisticamente (anexo 2).
Es importante, sefialar que para comparar la actividad entomopatogena de las
cepas nativas con la cepa del producto bioldgico comercial, se considero la concentracién

del producto comercial y dos dosis adicionales, las mismas que fueron producto de
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diluciones hechas a la concentracion del producto comercial; quien fue identificado
también como cepa control para los bioensayos. En la Tabla 12 se muestra la actividad
entomopatogena de la cepa patron, segun dosis de aplicacion, donde se puede notar que
la cepa patron en su concentracion original (dosis1) provoca siempre en cada uno de los
ensayos el 100 % de mortalidad, no siendo asi en las dosis 2 y 3 ya que no logra provocar
mas de un 20 % de mortalidad en las larvas. Por otro lado, cuando se aplicé el estadistico
de prueba de Mann-Whitney para comparar los porcentajes de mortalidad obtenidas de
cada una de las dosis tanto de las bacterias nativas como del patrén se reporta que existe
diferencias significativas entre ellas (anexo 3). Adicionalmente, si se visualiza en forma
simultanea las Tablas 12 y 13 se observa que los porcentajes de mortalidad generados
cuando se aplica las dosis 2 y 3, en la cepa patron y cepas nativas, la actividad
entomopatogena de las cepas nativas es mayor. Esto es importante resaltar porque podria
ser una de las razones por las cuales los productos biolégicos comerciales no alcanzan la
efectividad que promocionan; asi mismo, cabe sefialar que si bien las cepas nativas no
superan en efectividad a la cepa patron en su concentracion original, estas mantienen su
potencial aun cuando estas sufran diluciones, procedimiento o préctica que es comun que
suceda cuando los agricultores realizan la preparacion de sus productos de control

bioldgico.

Finalmente, se elaboro6 un arbol filogenético para la identificacion de las cepas con
mayor actividad entomopatogena (por encima del 50 %), especies que se observan en la
Figura 9, donde se puede encontrar especies de los géneros Bacillus, Priestia,
Lysinibacillus y Paenibacillus. Cabe sefialar que para la construccion del arbol se empled
el método de reconstruccién filogenética Neighbor-Joining con 1.000 replicas (Saitou &
Nei, 1987). Los valores Bootstrap son mostrados entre las ramas respectivamente. El
arbol fue realizado en el programa MEGA v 11.0.13 (2023) (Tamura et al., 2007). Por
otro lado, con respecto a los géneros identificados forman parte de las familias
Bacillaceae, Paenibacillaceae, quienes han demostrado a traves de diversas
investigaciones actividad entomopatdgena (Jurat-Fuentes & Jackson, 2012; Lacey et al.,
2015). Asi se tiene a la especie Lysinibacillus sphaericus, quien es un bacilo Gram

positivo esporulado que produce una toxina altamente toxica para larvas de mosquitos.
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Esta toxina estd formada por dos fracciones proteicas BinA y BinB de 41,9 y 51,4 kDa
(Charles et al., 1996). Los componentes de esta toxina binaria ejercen actividades de
forma individual lo que hacen a Lysinibacillus sphaericus que tenga un poder larvicida
mejor que Bacillus thuringiensis israeli (Charles et al., 1996; Schwartz et al., 2001). Por
otro lado, se tiene también identificado a especies de Paenibacillus, bacilos gran positivos
formadores de esporas y patdgenos obligados de larvas de la familia Scarabaeidae
(Koppenhofer et al., 2012) y de otros insectos como los himenodpteros (Yoshiyama &
Kimura, 2009). Por altimo, el género méas reconocido por su actividad entomopatégena
es Bacillus, es una bacteria, con forma de baston, Gram positiva, formadora de esporas
que se encuentra generalmente en el suelo, polvo, insectos muertos y agua (Hernandez-
Fernandez, 2016). De este género la especie mas reconocida como entomopatdgena es B.
thuringiensis, por ser la mas usada en la formulacién de biopesticidas (L6pez & Ceron,
2010) gracias a su alta especificidad, a su minima incidencia de fenémenos de resistencia
y por no afectar o dafiar al hombre (Lacey et al., 2015) ni a la entomofauna benéfica del
ambiente (Schnepf et al., 1998). B. thuringiensis a lo largo de los afios ha sido motivo de
diversos estudios para dar a conocer su potencial entomopatdgeno en diversos insectos
plagas (Hernandez-Fernandez, 2016; Palma, 2018; Vargas, 2019).

61



CONCLUSIONES

1. Se demostrd la actividad entomopatogena de bacterias nativas aisladas de los
suelos de cultivo de olivo sobre la Margaronia (Palpita persimilis) de la zona

agricola La Yarada - Los Palos.

2. Se logro estimar la actividad de control, a nivel de laboratorio de bacterias nativas
con caracter entomopatdgeno ya que, del total de bacterias nativas aisladas,
aproximadamente el 90 % presentan actividad entomopatdgena y que de ellas 15
cepas provocaron un porcentaje de mortalidad de las larvas por encima del 50 %
y que el tiempo necesario para lograr la mayor actividad entomopatdgena fue de
72 horas.

3. Se logré comparar la actividad entomopatogena de las bacterias nativas con un
producto comercial bioldgico, demostrandose que la cepa del producto comercial
solo mantenia su potencialidad cuando se aplicaba en su concentracién original
no siendo asi en las otras dosis de ensayo, actividad que si demostro las bacterias

nativas en todas las dosis ensayadas.

4. Se logré identificar a las bacterias nativas con actividad entomopatogena
utilizando marcadores del gen ARN 16S, es asi que se identificaron a especies del

género Bacillus, Priestia, Lysinibacillus y Paenibacillus



RECOMENDACIONES

Basados en el desarrollo de este trabajo se puede hacer las siguientes recomendaciones,
los mismos que contribuirdn a mejorar los cultivos de la zona agricola de La Yarada —

Los Palos.

1. Realizar estudios posteriores para demostrar la actividad entomopatogena de las

bacterias nativas sobre la Margaronia a nivel de campo.

2. Realizar un inventario de las principales plagas que dafian a cultivos diferentes al
olivo de la zona agricola de La Yarada — Los Palos, por estaciones del afio.

3. Realizar estudios que demuestren la actividad entomopatégena en plagas, de
cultivos diferentes al olivo de la zona agricola de La Yarada — Los Palos, que

también son de importancia econémica.

4. Realizar estudios a nivel molecular que permitan la aplicacion de las bacterias

nativas desde un punto de vista agrobiotecnol6gico
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ANEXO 1: Estadistico para saber si existe relacion entre el tiempo y el porcentaje de

mortalidad
Pruebas de chi-cuadrado
Valor df Significacion
asintotica
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 44,1062 3 ,000
Razo6n de verosimilitud 50,026 3 ,000
Asociacién lineal por lineal 34,978 1 ,000
N de casos validos 144

a. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo

esperado es 15,75.
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ANEXO 2: ANOVA para saber si existia diferencias entre los porcentajes de

mortalidad de cada una de las dosis

PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS

Ho: Uposis1 = HDoSIS2= KUDOSIS 3, P>0,05

Hi: Uposis1 # Mposis2 # Mposiss ; P < 0,05

ANOVA
% mortalidad con las dosis aplicadas
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Entre grupos 10360,000 2 5180,000 20,219 ,000
Dentro de grupos 10760,000 42 256,190
Total 21120,000 44

% mortalidad con las dosis aplicadas

Tukey B2

Tipos de dosis bacteriana N Subconjunto para alfa = 0,05
1 2

dosis 3 15 36,67

dosis 2 15 46,67

dosis 1 15 72,67

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 15 000.
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ANEXO 3: Prueba para comparar el efecto de las dosis de las bacterias nativas con

el producto comercial biolédgico (cepa patrén)

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
dl ,344 30 ,000 747 30 ,000

a. Correccion de significacion de Lilliefors

PARA LA DOSIS 1
PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS

Ho: UnativaD1 = Hpatron D1 ; P>0,05

Hi: LL nativa D1 * L Wpatron D1 P <0,05

Resumen de prueba de hipitesis

Hipdtesizs nula Frusba Sig. Deci=idan
. i . Frueba U de
La distribucion de d1 e=la misma g Rechazar la
1 entre laz categorias de % tdann-Whitney 0007 hipdtesis

para muestras

independientes 1.

mortalidad de nativas versus patron

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacion es de 05,

'Se muestra la significacion exacta para esta prueba.
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PARA LA DOSIS 2
PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS

Ho: UnativaD2 = Hpatron D2 P>0,05

Hi: Mnativa D2 * Wpatron D2 5 P <0,05

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
d2 ,168 30 ,030 ,910 30 ,015

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Resumen de prueba de hipitesis

Hipdtesiz nula Prueba Sig. Decisian
- o . Frueba U de
La distribucion de d2 es la misma g Rechazarla
1 entre laz categorias de % e 000t - hipatesis

para muestras

independientes nule

mortalidad de nativas wersus patron

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacion ez de 05,

12e muestra la significacion exacta para esta prueba.
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PARA LA DOSIS 3
PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS

Ho: UnativaD3 = Hpatron D3 P>0,05

Hi: Mnativa D3 * Wpatron D3 5 P< 0,05

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
d3 ,176 30 ,019 ,904 30 ,011

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Resumen de prueba de hipdtesis

Hipdtesiz nula Prueba Sig. Decizidn
. p . Prueba U de
La distribucion de 43 ez la misma ; Rechazar la
1 entre laz categorias de % Mann-Whitney 000t - hipatesis

para muestras

independientes .

mortalidad de nativas wersus patron

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significacian ez de 05,

1% muestra la zignificacion exacta para esta prueba.
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ANEXO 4: Extraccion de ADN

Afadir 200 ul Buffer TE
Afadir 15 ul Lisozima

Afiadir 200 ul Sol. lisis TLS

Afadir 25 ul proteinasa K
3

)

@
i}
¥

Sl

f

Pellet bacteriano Mezclar en un vortex por 5" Incubar a 37 °C por 30'
hasta que la muestra este lisada

il
d

el

-
-
y

\ _
—_ - = -

Mezclar con un vortex por 5" Incubar a 50 °C por 15' en Centrifugar tubos de 1.5 ml
bafio maria con agitacion a 12000 rpm por 1'

Afadir 400 ul Sol. TBS

e F

Usar el Vortex y o i
mezclar vigosaramente Afadir la muestra lisada a

la columna de extraccion
cerrar la tapa l

Qe
l

Transferir el sobrenadante
aun nuevo tubo

~

Centrifugar a 1200 rpm por 2'

1 ¢ Afadir 500 ul Sol. 2
NOTA: lavado HS NOTA:
Desechar tubo receptor 5 ) Cierre la tapa
con el filtrado. —_— 7 i Centrifugar a 12000 rpm por 1'
Coloque el filtro giratorio Deseche el tubo colector
en un nuevo tubo receptor Coloque la columna en un nuevo tubo
de 2.0 ml Coloque el filtro en un
nuevo tubo receptor

v

Afadir 750 ul Sgl,
lavado MS

Afiadir 50 - 100 ul
Buffer de elucion

Centrifugar a max vel. por 2'

Deseche el tubo receptor Coloque el filtro giratorio en un Conservar ADN
tubo de elucion de 1.5 ml

incube a T° ambient ex 1'
centrifugar a 8000 rpm x un minuto



ANEXO 5: Matriz de consistencias

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES ESTADISTICA

GENERAL GENERAL GENERAL INDEPENDIENTE Para el
Concentracion o dosis | tratamiento de los

¢ Cual sera la actividad de | Demostrarla actividadde | Las bacterias nativas | (cel/ml o esporas/ml) | resultados  se

control a nivel de
laboratorio de bacterias
nativas entomopatégenas,
contra la plaga Margaronia
(Palpita persimilis) de los
cultivos de olivo, de la
zona de agricola de La
Yarada - Los Palos?

control, a nivel de
laboratorio de bacterias

entomopat6genas
nativas sobre la
Margaronia (Palpita

persimilis) de los cultivos
de olivo, de la zona de
agricola de La Yarada -
Los Palos.

entomopatdgenas ejercen
una actividad de control

eficaz a nivel de
laboratorio, sobre la
Margaronia (Palpita

persimilis) de los cultivos
de olivo, de la zona de
agricola de La Yarada -
Los Palos.

de  microorganismos
nativos de la zona
agricola de la Yarada -
Los Palos.

Indicadores

Bacterias (Munshid et
al., 2013)

107 cel/ml

ESPECIFICOS ESPECIFICOS ESPECIFICOS DEPENDIENTE
¢Existira  actividad de | Estimar la actividad de | Las bacterias nativas | Actividad de control
control contra la | control, a nivel | entomopatdgenas ejercen | sobre la Margaronia
Margaronia (Palpita | laboratorio, de bacterias | una actividad de control | (Palpita persimilis)
persimilis), de bacterias | entomopatdgenas superior a las bacterias de | de los cultivos de
nativas de los cultivos de | nativas contra la | tipo comercial sobre la | olivo, de la zona de
olivo, de la zona de | Margaronia (Palpita | Margaronia (Palpita | agricola de La Yarada
agricola de La Yarada - | persimilis). persimilis) a nivel de | -Los Palos (%)

Los Palos? laboratorio.

Evaluar la actividad de Indicadores

¢ Cual sera la actividad de
control, a nivel laboratorio,
de bacterias
entomopat6genas nativas
en  comparacién  con
bacterias de uso comercial
contra la  Margaronia
(Palpita persimilis)?

control, a nivel
laboratorio, de bacterias
entomopat6genas
nativas en comparacion
con bacterias de uso
comercial contra la
Margaronia (Palpita
persimilis).

Identificar las bacterias
nativas con actividad
entomopatogena contra
la  Margaronia (Palpita
persimilis), utilizando
marcadores del gen ARN
168S.

La  actividad se
determinara mediante
la férmula propuesta

por (Puedmag &
Hernandez,
2007):

Pfa / Pia x Pib / Pfb) x
100,

Donde: Pia = poblacién
inicial del tratamiento,
Pfa = poblacién final
del tratamiento, Pib =
poblacién inicial del
testigo 2, sin control,
Pfb = poblacién final
del testigo 2, sin
control

aplicara el
ANDEVA, para
determinar Si
existe diferencia
entre la actividad
del control de los

microorganismos
nativos 'y el
producto
comercial
biolégico.
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Resumen

Las plagas de insectos son la principal preocupacion de los agricultores, ello los ha llevado a ejercer practicas
inadecuadas de control; provocando un uso indiscriminado de los plaguicidas quimicos, lo que ha traido como
consecuencia el deterioro y desarmonizacion del ambiente y la salud humana. En los ultimos afios, se tiene como una
alternativa saludable para el control de los insectos plaga, a los bioplaguicidas; cuyos mecanismos de accidén biocida,
motivo la presente revision. En este articulo de revision se utilizd 63 articulos cientificos de investigacién en
entomopatdgenos, de los cuales 20 corresponden a temas desde un enfoque genético (genes de virulencia), 23 articulos
detallan los mecanismos de accion por hongos entomopatdgenos, 08 explican los mecanismos de accidén que ejerce la
bacteria Bacillus thuringiensis y 12 articulos sobre caracteristicas de los bioinsecticidas microbianos comerciales. Con
lo cual podemos concluir que los hongos y bacterias son los microorganismos entomopatdgenos mas empleados en la
formulacion de los bioplaguicidas, siendo las especies Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana y Bacillus
thuringiensis las especies mas utilizadas. De este ultimo su efectividad biocida se fundamenta en la accion de la
proteina Cry y de los primeros su efectividad depende de la adhesion de la espora a la cuticula del insecto plaga.
Palabras claves: Control biolégico;, Entomopatogeno; Adhesina; Toxina cry.

Abstract

Insect pests are the main concermn of farmers, this has led them to use inadequate control practices; causing an
indiscriminated use of chemical pesticides which has resulted in the deterioration and disharmonization of the
environment and human health. In recent years, biopesticides have been used as a healthy alternative for the control of
pest insects whose biocidal action mechanisms motivated this review. In this article, 63 scientific research articles on
entomopathogens were used from which 20 correspond to topics from a genetic approach (virulence genes), 23 articles
detail the mechanisms of action by entomopathogenic fungi, 08 explain the mechanisms of action that exerts the
bacterium Bacillus thuringiensis and 12 articles on characteristics of commercial microbial bioinsecticides. It can be
concluded that fungi and bacteria are the most entomopathogenic microorganisms used in the formulation of
biopesticides, being the species Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana and Bacillus thuringiensis the most used
species. From this last, its biocidal effectiveness is based on the action of the Cry protein and of the first mentioned its
effectiveness depends on the adhesion of the spore to the cuticle of the pest insect.

Keywords: Biological control; Entomopathogenic; Adhesin; Cry toxin.
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Resumo

As pragas de insetos sdo a principal preocupagdio dos agricultores, o que os leva a exercer praticas de controle
inadequadas; causando um uso indiscriminado de pesticidas quimicos; o que resultou na deteriora¢fio e desarmonizagdo
do meio ambiente e da saude humana. Nos ultimos anos, os biopesticidas tém sido utilizados como alternativa saudavel
para o controle de insetos-praga; cujos mecanismos de agfo biocida motivaram a presente revisdo. Neste artigo de
revisdo, foram utilizados 63 artigos de pesquisa cientifica sobre entomopatdgenos, dos quais 20 correspondem a topicos
de uma abordagem genética (genes de viruléncia), 23 artigos detalham os mecanismos de aciio dos fungos
entomopatogénicos, 08 explicam os mecanismos de a¢io que exerce a bactéria Bacillus thuringiensis e 12 artigos sobre
caracteristicas de bioinseticidas microbianos comerciais. Com isso podemos concluir que fungos e bactérias sdo os
microrganismos entomopatogénicos mais utilizados na formulagio de biopesticidas, sendo as espécies Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana e Bacillus thuringiensis as espécies mais utilizadas. Destas tltimas, sua eficacia biocida
baseia-se na agfo da proteina Cry e, das primeiras, sua eficacia depende da adesio do esporo a cuticula do inseto praga.
Palavras-chave: Controle bioldgico; Entomopatogénico; Adhesin; Toxina cry.

1. Introducciéon

Los bioplaguicidas son la alternativa saludable para controlar las plagas de los cultivos agricolas, por el hecho de que
sus formulaciones estan compuestas por organismos vivos completos, sus partes o productos proteicos. Estos organismos vivos
son también llamados agentes de control bioldgico, entre los que figuran las bacterias, los hongos, los parasitos y los virus
(Ibarra, 2006).

Los bioplaguicidas compuestos con hongos entomopatogenos mas utilizados son los que contienen a los hongos
microscopicos de los géneros Metarhizium y Beauveria (Butt et al., 2016) ya que estos dos géneros presentan diferentes formas
de accion que no solo actuan eliminado al insecto plaga sino también estableciendo relaciones benéficas con las plantas
(Litwin et al., 2020). Diversas investigaciones han demostrado que los hongos entomopatogenos a diferencia de las bacterias y
virus infectan a los insectos por penetracion directa de la cuticula (Bilgo et al., 2018), en la cual se evidencia en un primer
momento la accién de fuerzas hidréfobas y electrostaticas seguido de una actividad dirigida por hidrofobinas (Skinner et al.,
2014).

Adicionalmente, podemos mencionar que, si bien los hongos se demoran en relacion al uso de quimicos entre una a
tres semanas para eliminar al insecto plaga, su efectividad como controlador bioldgico se expresa desde el momento en que
infecta al insecto ya que este deja de alimentarse de la planta (Pucheta et al., 2006).

Por otro lado, los bioplaguicidas basados en bacterias, en especial aquellos compuestos por Bacillus thuringiensis, se
encuentran representando aproximadamente el 90% del mercado de bioplaguicidas (Sanchis y Bourguet, 2009), debido a que
B. thuringiensis presenta una actividad larvicida rapida pero sostenida, ademas es de facil aplicacion ya que se emplea equipos
estandar y por si fuera poco sus efectos sobre los insectos benéficos y organismos no objetivos son insignificantes (Villarreal-
Delgado et al., 2018).

Los bioplaguicidas con B. thuringiensis, deben su efectividad a la accion que ejerce la proteina Cry, la cual es
sintetizada por la bacteria durante su proceso de esporulacion, la misma que es toxica para distintas larvas de insectos (Lacey et
al., 2015).

Teniendo en consideracion todo lo antes mencionado podemos afirmar que la principal fortaleza de los bioplaguicidas
esta basada en los diferentes mecanismos de accion que ejercen estos microorganismos sobre los insectos plagas. Motivo por el
cual en la presente revision se realiza una descripcion de la accion biocida que ejercen los hongos y bacterias
entomopatdgenas, por ser estos los agentes de control biologico mas empleados en las formulaciones de los bioplaguicidas

comerciales

2. Metodologia
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Esta investigacion es una revision de literatura narrativa (Rother, 2007). Se seleccionaron 63 articulos cientificos de
investigacion en entomopatogenos, en donde: i) 20 comresponden a temas desde un enfoque genético (genes de virulencia), ii)
23 articulos detallan los mecanismos de accion por hongos entomopatdgenos, iif) 08 explican los mecanismos de accion que
ejerce la bacteria Bacillus thuringiensis y iv) 12 articulos sobre caracteristicas de los bioinsecticidas microbianos comerciales.
Para tal efecto se eligieron articulos publicados entre los afios 1981 al 2021, en los que se incluyeron articulos de investigacion
que evidencian actividades de bioplaguicidas, de los que se excluyeron los trabajos de finalizacion del curso, monografias,

digetrtaciones y tesis.

3. Resultados y Discusion
3.1 Mecanismo de accion de hongos entomopatogenos

Diversas investigaciones han demostrado que los mecanismos de accion insecticida de los hongos a diferencia de
bacterias y virug, inicia cuando el hongo infecta a los insectos por penetracion directa sobre la cuticula (Bilgo et al., 2018), en
la cual participan diversas enzimas asi como la accion de fuerzas hidrofobas v electrostaticas seguido de una actividad dirigida
por hidrofobinas (Skinner et al., 2014). (ver Figuras 1 y 2).

Figura 1. Investigaciones relacionadas con los mecanizsmos de accidon de los hongos entomopatogenos descritos en la
literatura.
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Fuente: Autores.

3.1.1 Adhesion dela espora

La adhesion de los hongos entomopatogenos sobre la cuticula de los insectos implica mecanismos tanto fisicos como
quitnicos (Fargues, 1984). Es asi, que todo inicia cuando la espora se deposita en la superficie del insecto (Téllez-Jurado et al.,
2009), para luego continuar con la adsorcion de la espora, en el cual se da el reconocimiento de receptores especificos
(glicoproteinas) en el insecto (Pedrini et al., 2007), seguido de la activacion de enzimas por parte del huésped como del hongo

(Roberts y Humber, 1981) para luego germinar y formar el apresorio (Pucheta et al., 2006).
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Por otro lado, es importante sefialar que cuando sucede la adhesion de la espora del hongo en la cuticula, participan
proteinas tipo adhesinas las que son sintetizadas por el hongo (Holder y Keyhani, 2005). Finalmente, cabe resaltar que la etapa
de adhesion es un condicionante importante, ya que el éxito de la muerte del insecto depende del numero de esporas que se

adhieren a la cuticula (Butt et al., 2016).

3.1.2 Penetracion de la espora

Existen caracteristicas de la cuticula del huésped, que condicionan este proceso como son el grosor, la esclerotizacion
y la presencia de sustancias antifingicas y nutricionales (Charnley, 1992). Asi mismo esta cuticula es rica en lipidos, quitina y
proteinas esclerotizadas (Ortiz-Urquiza y Keyhani, 2013). Terminado la adhesion de la espora (Figura 2), se inicia la fase de
penetracion, con la degradacion de la cuticula, por accion de enzimas que se sitiian en el apresorio (Samuels et al., 2016), ello
conlleva a la ruptura de la cuticula, para luego continuar con la penetracion de las hifas a través de la rajaduras (Hajek y St.
Leger, 1994). Durante esta etapa de la penetracién ademas de actuar enzimas hidroliticas también participan moléculas que
inhabilitan las respuestas inmunitarias del huésped (Butt et al,, 2016); sin embrago, el huésped puede expresar su defensa con
antimicrobianos, entre péptidos y especies reactivas de oxigeno, que muchas veces puede suprimir al hongo (Feldhaar y Gross,
2008). Por otro lado, para que el hongo finalmente ingrese al hemocele e infecte sus tejidos, este secreta fosfolipasa C para
hidrolizar los enlaces fosfodiéster que se encuentran en la membrana celular del huésped (Santi et al., 2010). Por ultimo, es
importante sefialar que las diferentes enzimas y moléculas estan codificadas por genes, los mismos que se presentan en la

Tabla 1.

Figura 2. Etapas que ilustran el mecanismo de accion de los hongos entomopatdgenos: a. Adhesion, la espora se deposita en la
superficie del insecto y alli participan proteinas “adhesinas” producidas por el hongo; b. Penetracion, formacion del apresorio y
ruptura de la cuticula y penetracion de hifas al hemocele; c. Multiplicacion, transformacion de la forma micelial a
levaduriforme, bajo la cual se multiplica, absorbe nutrientes, provoca cambios fisioldgicos y la muerte del insecto; d.

Emergencia y esporulacion, el hongo vuelve a su forma micelial, emerge del insecto y esporula.

=] [ s

__apresorio
L""L“?"“ N e ™

—
’—F\ ﬁhesmas\«' hea (hemacele)

" (ﬂ MULTIPLICACION
formas le

lheﬂn(t

espora

)

f_/‘:-‘

- (
-
v\—/'\/\,f “’/\J;mm-_)o/n de micoso

d EMERGENCIA Y ESPORULACION

Fuente: Autores.

89



Research, Society and Development, v. 10, n. 7, ¢42010716893, 2021
(CC BY 4.0)| ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i7.16893

Tabla 1. Genes que se expresan en los mecanismos de accion de hongos y bacterias entomopatogenas.

Funcion entomopatdgena Genes de Funcion de las Especie Citas bibliograficas
virulencia Proteinas
MAD1, MAD2 Adhesinas Metarhizium anisopliae, (Shang et al., 2015)
Metarhizium brunneum,
Beanveria bassiana
» . Hydl, Hyd2, Hidrofobinas Beauveria bassiana, (Sevim et al., 2012)
Adhesinajlacuticula Hyd3 Metarhizium brunneum
SsgA Hidrofobinas Metarhizium anisopliae (Lietal., 2010)
CWP10 Incrementa la Metarhizium anisopliae (Li et al., 2010)
hidrofobicidad de
las esporas
Prl, Pr2, Pr4 Subtilisina, Metarhizium anisopliae (Rosas-Garcia et al,, 2014;

tripsina,  cisteina
proteasa

Wang et al., 2002)

chi 1, chi 2, chi Quitinasas Metarhizium anisopliae (Baratto et al., 2006)
Degradacion de cuticula 3, chi4

Bbchitl, Quitinasas Beauveria bassiana (Fang et al., 2005)

Bbchit2

Vlchitl Quitinasas Verticillium lecanii (Zhu et al., 2008)

Manejo del estrés

HSP25, HSP30,
HSP70,
HSPS0

Proteinas de shock
térmico

Beauveria bassiana

(Zhou et al., 2018; Wang
et al., 2020)

Hogl, Pmrl

Quinasa activada
por mitégeno

Beauveria bassiana

(Zhang et al., 2009)

Adaptacion a la hemolinfa/
inmunomodulacion

Mosl

Osmosensor

Beauveria bassiana

(Leeetal., 2018)

Mcll

Colageno

Metarhizium brunneum
Metarhizium acridum
Metarhizium robertsii

(Aw y Hue, 2017; Xie et al.,
2019)

Mr-npc2a

Carrier de esterol

Beauveria bassiana

(Sharma et al., 2020)

dtxS1-dtxS4

Biosintesis de
dextruxinas

Metarhizium robertsii
Metarhizium anisopliae

(Wang et al., 2012)

Multifactorial (Factores de
transcripcion)

MrpacC

Regula la
esporulacidn, la
penetracién de
cuticulas y la
evasion inmune

Metarhizium robertsii

(Huang et al., 2015)

MrSkn7

Controla la
esporulacién, la
integridad de la
pared celular, la
autdlisis y la
virulencia

Metarhizium robertsii

(Shang et al., 2015)

cag8

Involucrado en la
sintesis de
conidiacién,
virulencia e
hidrofobina.

Metarhizium anisopliae

(Fang et al., 2007)

Formacion de poro

Cry

Delta toxina
(proteina
paraesporal)

Bacillus thuringiensis

(Deng et al., 2014)

Vip

Proteinas
insecticidas
vegetativas

Bacillus thuringiensis

(Guney et al., 2019)

Cyt

Proteinas

Bacillus thuringiensis

(Bravo et al., 2017)

Receptor proteico de las toxinas hemoliticas y

citoliticas

Fuente: Autores.

3.2 Multiplicacion en el huésped
Cuando el hongo llega al hemocele e invade la hemolinfa, muchos de ellos pasan de su forma micelial a la forma
levaduriforme (Téllez-Jurado et al., 2009). Bajo esta forma se multiplica y con ella adquiere una gran ventaja, con respecto a

superficie/volumen, en la absorcion de nutrientes (Altamira, 2020). Sin embargo, ello provoca la expresion y secrecion de
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receptores de reconocimiento de patdgenos del insecto a nivel de la hemolinfa, supetficie de hemocitos cuerpo graso y
membranas de las células epidérmicas (Butt etal, 2016). También a modo de defensa producen moléculas (lectinas
inhibidores de fenoloxidasa, péptidos antimicrobianos) y radicales reactivos de oxigeno y nitrdgeno (Jiang et al., 2010). Por su
parte, los hongos tratan de minimizar las defensas inmunes del huésped, a través de la produccidn de toxinas, cambios
estructurales en su pated celular v resistencia a péptidos antimicrobianos (Wang v Leger, 2006). También se sabe de la
existencia de metabolitos secundatios, que sitven para evitar la defensa del insecto ¥ la propagacidn de oportunistas (Donzelli
et al.,, 2010), actuando como immunomoduladores (aum erta la produccidn de conidios) ¥ antimicrobianos, entre los que figura
las hidroxifungerinas (Uchida et al,, 2005) ¥ la miriocina (de Melo et al, 2013), los mismos que favorecen la permanencia
eficaz del hongo (Altamira, 2020). Finalmente, la multiplicacién del hongo provoca cambios fisioldgicos anormales en el

insecto sobreviniendo la muerte de este (Bustillo, 2001)

33 Emergencia y esp orulacion

Con la muerte del insecto, los nutrientes se agotan (fuentes de nitrdgend) ello provoca nuevamente que el hongo
adgquiera su forma micelial (Freimoser et al., 2003) y de esta forma emerge del insecto v en condiciones de humedad y
temperatura se produce la esporulacidn en la superficie del caddver (Butt et al., 2016). En secuencia sucede la dispersion de la

espara ¥ su adhesion en un nuevo huésped (Tanada y Kaya, 2012)

Figura 3. Etapas del mecanismo de accion de Bacillus flaeringiensis en la larva del insecto: a. Ingestion de las esporas y delta
endotoxinas, tanto la espora como la delta endotoxina (Cry) llegan al intestino medio; b. Solubilizacidn de la delta endotoxing,
liberacidn en forma de protoxinas en pH alcalino; c. Activacidn de la toxina por accidn de proteasas del intestino la cual
provoca la liberacidn del fragmento toxico; d. Unidn de la toxina al receptor transmembrana la toxina se une al receptor
transmembranal “caderina”, ingresa a través de ella, lo cual provoca la formacidn de un poro litico, gracias al cual se daun
desequilibtio osmdtico; e. Germinacidn de la espora, bajo esta formainvade en su totalidad al insecto provocando septicemia y

dafio en los tejidos

; d. || UNION DE LA TOXINA
B SOLUBILIZACION DE AL RECEPTOR
LA DELTA TRANSMEMBRANA
ENDOTOXINAS

GERMINACION DE

sadoioxing ” LA ESPORA
ACTIVACTON DE LA
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a. | | INGESTION DE LAS
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Fuente: Autores.
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3.4 Mecanismo de accion de Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis es una bacteria entomopatogena, con forma de baston, Gram positiva, formadora de esporas se
encuentra generalmente en el suelo, polvo, insectos muertos y agua (Hemandez-Fernandez, 2016). B. thuringiensis, es la mas
usada en la formulacion de biopesticidas (Lopez-Pazos y Cerdn, 2010) gracias a su alta especificidad, a su minima incidencia
de fenémenos de resistencia y por no afectar o dafiar al hombre (Lacey et al., 2015) ni a la entomofauna benéfica del ambiente
(Schnepf et al., 1998). Otra de las razones importantes por las cuales es la mas empleada en la formulacidn de biopesticidas, es
que B. thuringiensis posee una inclusion paraesporal de naturaleza proteica que resulta ser toxico para las larvas de insectos

plagas (Xu et al., 2014), conocida como proteina Cry .(Figura 3).

Figura 4. Resumen del mecanismo de accion de Bacillus thuringiensis en el insecto.

Fuente: Autores.

El mecanismo de accion insecticida de B. thuringiensis (Figura 3), inicia cuando las proteinas Cry o delta endotoxinas

son ingeridos por las larvas (Vachon et al,, 2012). Ya en el intestino medio de la larva estas delta endotoxinas son solubilizadas

92



Research, Society and Development, v. 10, n. 7, e42010716893, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i7.16893

(liberacion en forma de protoxinas) gracias al pH alcalino que existe (Moreno, 2012), seguidamente sucede la activacion de las
protoxinas provocada por proteasas del intestino, estas cortan la protoxina liberandose de esta manera el fragmento toxico, las
mismas que seran las responsables de la muerte del insecto (Bravo et al., 2004), esta toxina activa se une al receptor caderina
(proteina transmembranal), localizado a nivel de la microvellosidades (Griko etal, 2007), e ingresa a través de ella e
inmediatamente se da una cascada de sefializacion provocando la formacion de una estructura oligomérica, primero como un
pre-poro para terminar en un poro litico (Vachon et al., 2012) a través del cual ocurre el paso de iones y agua, lo que provoca
hinchazén y desequilibrio osmoético (Pigott y Ellar, 2007). Finalmente sucede la muerte del insecto debido a que se dan
condiciones para la germinacion de las esporas y de esta forma B. thuringiensis invade en su totalidad al huésped provocando

septicemia y dafio en los tejidos (Figura 4) (Xu et al., 2014).

3.5 Importancia de los microorganismos nativos entomopatégenos en la fabricacién de bioinsecticidas comerciales

Aun cuando se sabe que los bioinsecticidas pueden demostrar eficacia y cuidar el ambiente, su comercializacién es muy
baja con respecto a los insecticidas quimicos, en el Pert por ejemplo, del total de productos registrados para control de plagas
(Tabla 2), en el afio 2019, solo un 20% aproximadamente corresponde a bioplaguicidas (SENASA, 2021). Esta demanda es
limitada ya que muchas de las formulaciones no mantienen su viabilidad y virulencia (Moreno, 2012) debido a que los agentes
bioldgicos con los que han sido formulados se ven afectados por los factores abidticos (temperatura, radiacion UV, humedad)
en donde son aplicados (Fernandez y Juncosa, 2002). Es asi, que los bioinsecticidas demuestran alta efectividad en ambientes
similares al lugar del que fueron obtenidos (Mufioz, 2018). Por ello es importante, el desarrollo de bioinsecticidas que incluya

formulaciones con principios activos (microorganismos) propios (nativos) del lugar donde va ser aplicado, para una mayor

efectividad.
Tabla 2. Bioinsecticidas microbianos comerciales distribuidos en Peru.
Nombre Empresa Ingrediente activo Concentracion  Especificidad Cultivos de aplicacion Dosis
comercial Biotecnologica
/pais de origen
TURINCOL® FUNGICOL DEL  Bacillus thuringiensis ~ 32.000.000 Larvas de insectos  Col, coliflor, brécoli, 250 a 500 cm? por
PERU S.AC/ var. Kurstaki. unidades del orden meldn, pepino, sandia, cada 200 litros de
PERU internacionales Lepidoptera de cafia de azicar, sorgo, agua
por cm’ de primero y segundo  maiz, alfalfa, papa, frijol,
producto instar. fresa, palma, tomate,
formulado. tabaco, ajonjoli
INSECBIOL FUNGICOL DEL  Metarhizium Diferentes plagas ~ Palma, arroz, café, cafia 1.000 g/ha por
PERU S.AC/ anisopliae 1x 108 UFC/g chupadoras, de azlicar, flores, aplicacién
PERU Beauveria bassiana de producto desfoliadores, platano, citricos
Paecilomyces lilacinus picudos
Paecilomyces
fumosorosens
BAUBASSIL® FUNGICOL DEL  Beauveria bassiana. 100 millones Broca del caf€, Algodon, arracacha, Aplicaciones
PERU S.A.C/ (1x108) de Picudo negro del papa, platano, café foliares: Usar de
PERU €sporas o Platano, Picudo flores, pifias, pastos, 250 a 500
conidios / verde-azul de los arroz, palma, frutales y g/cilindro.
gramo de citricos y hortalizas Aplicaciones
formulacién Taladrador de la edaficas usar 1,000
cafia g/ha
METARIL? FUNGICOL DEL  Metarhizium 1x10 esporas / Chinches, gallinita  Diferentes Cultivos Aplicacidn edafica
PERUS.AC/ anisopliae gramo de ciega, agricolas arazén de 1.000
PERU producto barrenadores, gha.
formulado. grillos y picudos Aplicacién foliar a
principalmente razén de 250 a 500

g/cilindro
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FUMOSIL FUNGICOL DEL  Paecilomyces 1x10 esporas / Mosca blanca, Diferentes Cultivos Para aplicaciones
PERU S.A.C/ fumosoroseus o Isaria  gramo de cochinillas, agricolas edaficas usar 1.000
PERU fumosorosea producto minadores, g/ha
formulado pulgones; trips Para aplicaciones
foliares usar 250-
500 g/cilindro de
200 litros de agua.
BAZTHU-32 LAINCO, S.A/ Bacillus thuringiensis 32 millones de Larvas de Algodon, citricos, 0,25-0,5Kg/ha
ESPANA var. Kurstaki. Ul/g lepidopteros forestales, fresa, recubriendo bien
horticolas, manzano, toda la vegetacion
olivo y tomate
TUREX CERTIS Bacillus thuringiensis 25 millones Orugas Lechuga, hortalizas del 1-2Kg/ha
EUROPE / Aizawai + Kurstaki Ul/g defoliadoras género Brassica, olivo, e}
ESPANA pimiento, tomate y vid 1,5-2Kgha
DELFIN CERTIS Bacillus thuringiensis 32 millones de larvas de Horticolas, fresales, 0,5-0,750kg/ha
EUROPE / Kurstaki cepa SA-1. Ul/gr lepiddpteros citricos, olivo, vidy
ESPANA algodonero
FUMOGAN SOLAGRO/ Isaria fumosorosea 1x10% orden Diptera, Palto, arandano, Dosis /200L
PERU conidios’kg Lepiddptero, esparrago, pimientos, vid 1.6 -4 Kg
Coledptera, y citricos
Hemiptera y
Homdptero
BEAUVESOL SOLAGRO/ Beauveria bassiana 1x10"7 Lepiddptera, Arandano, Café/Cacao, 10 Kg/ha
PERU conidios’kg Hemiptera, tomate, tabaco, flores,
Coledptera, citricos, frijol, soya,
Ortoptera y cucurbitaceas, meldn,
Homdoptera pepino, sandia,
berenjena, ajies, fresas,
frambuesas y palto
Micosplag® SERFIS.A./ Beauveria bassiana, 1x10° Mosquilla del Esparrago 200 g/ha
PERU Metarhizium esporas/g de brote
anisopliae y producto
Purpureocillium
lilacinum
Bt-2X® SERFIS.A./ Bacillus thuringiensis 32 000 Ul/mg Gusano de Hoja, Algodon, ardndano, 0.3-0.5 Kg/ha
PERU var. Kurstaki gusano perforador  frejol, col, maiz,

de la bellota,
gusano medidor,
gusano comedor,
cogollero,
comedor de
follaje, gusano
perforador de
frutos, gusano del
cesto.

esparrago, mandarina,
palto y pecano

4. Conclusiones

Fuente: Los autores.

Los hongos y bacterias son los microorganismos mas empleados en la formulacion de los bioplaguicidas, con respecto

a los hongos las especies que mas resaltan son Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana, en representacion de las

bacterias la especie mas utilizada es Bacillus thuringiensis. De este ultimo su efectividad insecticida se fundamenta en la

accion de la proteina Cry y de los primeros su efectividad depende de la adhesion de la espora a la cuticula del insecto.

Estos resultados sugieren que el uso de bioplaguicidas continua siendo una importante herramienta en el control de

plagas de los principales cultivos de interés agricola. Asi mismo, que el conocimiento de las diferentes formas y formulados de

los productos de bacterias y hongos que estan disponibles en el mercado, mejoran la efectividad de las estrategias de control.

Es por ahi la importancia de trabajos como éste, que retinen y precisan toda esta informacién.
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