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Resumen

Bajo el enfoque de la Biopotencia, se determind el efecto del tratamiento combinado a base de
esporas y cristales de Bacillus thuringiensis var., Aizawai, Bacillus thuringiensis var israelensis,
Bacillus thuringiensis var kurstaki sobre el Heliothis virescens F “gusano perforador”. El ensayo
experimental se realizo en el laboratorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Ricardo Palma, para los cuatro tratamientos se utilizé 80 gusanos distribuidos en 8 contenedores
de plésticos los cuales fueron sometidos a diferentes tratamientos a base de esporas y cristales de
Bacillus thuringiensis, los tres primeros tratamientos los cuales consistieron en Bacillus
thuringiensis var., Aizawai, Bacillus thuringiensis var israelensis, Bacillus thuringiensis var
kurstaki fueron de manera individual, mientras que el cuarto tratamiento es la combinacién de las
tres variedades. El tiempo de exposicién para los cuatro tratamientos fueron de 0 - 72 horas, en el
trascurso de ese periodo de tiempo se observo que la tasa de mortalidad del tratamiento combinado
a base de esporas y cristales de Bacillus thuringiensis (Kurstaki + Israelensis + Aizawai) fue de
un 95%, mientras que para los tratamientos individuales fue de 40% para Bacillus thuringiensis
var kurstaki y 60% Bacillus thuringiensis var., Aizawai y Bacillus thuringiensis var israelensis.
Se utilizo el estadistico Kaplan Meier con su prueba de Log Rank (Mantel-Cox) para demostrar
gue existen diferencias significativas entre los cuatro tratamientos a base de esporas y cristales de
Bacillus thuringiensis y que estos, si ejercen un efecto inhibitorio en la supervivencia de los
Heliothis virescens F. “gusanos perforadores”, debido a que su nivel de significacion es de 0.028
el cual es menor a 0.05, (p-valor 0,028 < 0.05).

Palabras Claves: Bacillus thuringiensis, gusano perforador, esparrago verde.



Abstract

Under the Biopower approach, the effect of the combined treatment based on spores and crystals
of Bacillus thuringiensis var., Aizawai, Bacillus thuringiensis var israelensis, Bacillus
thuringiensis var kurstaki on Heliothis virescens F "worm driller" was determined. The
experimental test was carried out in the laboratory of the Faculty of Biological Sciences of the
Ricardo Palma University. For the four treatments, 80 worms distributed in 8 plastic containers
were used, which were subjected to different treatments based on spores and crystals of Bacillus
thuringiensis, the first three treatments, which consisted of Bacillus thuringiensis var., Aizawai,
Bacillus thuringiensis var israelensis, Bacillus thuringiensis var kurstaki were individually, while
the fourth treatment is the combination of the three varieties. The exposure time for the four
treatments was O - 72 hours, in that period of time, it was observed that the mortality rate of the
combined treatment based on spores and crystals of Bacillus thuringiensis (Kurstaki + Israelensis
+ Aizawai) was 95%. %, while for individual treatments it was 40% for Bacillus thuringiensis
var kurstaki and 60% Bacillus thuringiensis var., Aizawai and Bacillus thuringiensis var
israelensis. Se utilizé el estadistico Kaplan Meier con su prueba de Log Rank (Mantel-Cox) para
demostrar que existen diferencias significativas entre los cuatro tratamientos a base de esporas y
cristales de Bacillus thuringiensis y que estos, si ejercen un efecto inhibitorio en la supervivencia
de los Heliothis virescens F. “gusanos perforadores”, debido a que su nivel de significacion es de
0.028 el cual es menor a 0.05, (p-valor 0,028 < 0.05).

Keywords: Bacillus thuringiensis, borer worm, green asparagus.



1. Introduccién

Hasta fines del siglo pasado, no se conocia la produccidn de insecticida de origen microbiano para
combatir plagas de insectos de valor médico y veterinario, pero a partir del descubrimiento de
Bacillus thuringiensis (Bt) (1913, citado por Jenkins R, 1999), que ha sido considerado el agente
de control bioldgico més exitoso del mundo; demostrando ser sumamente efectivo para el control
de plagas de importancia agricola y médico-veterinario, principalmente en insectos del orden
Coleoptera, Diptera y Lepiddptera. Su uso ha permitido disminuir considerablemente la
aplicacién de insecticidas quimicos en los ecosistemas naturales, siendo la razén de su éxito, la
gran efectividad y selectividad contra plagas y su baja residualidad que impide o retrasa la
aparicion de resistencia (Sauka DH, & Benintende GB, 2008).

La agricultura organica y los aspectos éticos, se orienta a proporcionar un medio ambiente limpio
y balanceado, potenciar la capacidad productiva y fertilidad natural de los suelos, optimizar el
reciclaje de los nutrientes, el control natural de plagas y enfermedades donde los agroquimicos
sintéticos, todos tdxicos en mayor o menor grado, son excluidos definitivamente (Fait, et al,
2004). Por ello, es preciso promover e implementar las técnicas y practicas de la agricultura

organica en beneficio de la salud humana, animal, y proteccion del ambiente en general.

La oferta mundial del Asparagus officinalis L. “esparrago verde” ha llegado a ser de 421 000 mil
toneladas métricas por afio, de las cuales el 80% provinieron de Europa 'y América, principalmente
de Espafa, Francia, Italia y EE.UU.; en el resto del mundo, ha sobresalido Taiwan en Asia,
Australia y Nueva Zelandia en Oceania y algunos paises de Sudafrica, por lo que su crecimiento
a nivel mundial se ha incrementado alrededor del 8% durante los ltimos 10 afios, pasando de 4.5

millones de toneladas en el afio 2000 a 6.67 millones al afio 2005 (Agrobanco, 2007).

Los esparragos son considerados un articulo de lujo en los paises consumidores. Alrededor del
65% del total de la demanda de Europa corresponde al Asparagus officinalis L “esparrago verde”,
que es mas sabroso, menos fibroso, se aprovecha mas y es méas barato, en relacion al esparrago
blanco. Algunos paises de Sur y Centro América, principalmente, México, Colombia, Ecuador,
Chile, Peru, Guatemala y Costa Rica, han desarrollado la produccion, lo que ha permitido

aumentar la demanda del esparrago verde en estado fresco (Agrobanco, 2007).

En el 2018 las exportaciones peruanas de esparragos (frescos, en conserva y congelado)
ascendieron a 169.807.000 kilos, mostrando un crecimiento de 15% respecto a los 147.708.000

kilos despachados el 2017 (Agraria.pe, 2019). En la actualidad el Peru es el primer pais exportador



de esparragos del mundo, habiendo logrado desplazar a importantes paises productores como

China y Estados Unidos, y ser reconocido mundialmente por la calidad de su producto.

El principal mercado destino del espérrago fresco procedente de Peru fue Estados Unidos, quien
adquirio dicho producto por US$ 227.360.000, representando el 60.6% del total. Le siguen Paises
Bajos con US$ 41.165.000, Reino Unido con US$ 40.975.000, Espafia con US$ 28.705.000, entre
otros. (Agraria.pe, 2019)

La situacion fitosanitaria del Asparagus officinalis L. “esparrago verde” en el verano del 2001,
era realmente critica pues las plagas y sus dafios eran abrumadores; entre las plagas principales
estaban la mosquilla de los brotes, Prodiplosis longifila y la mosca blanca, Bemisia argentifolii;
los gusanos del follaje, Spodoptera ochrea y Pseudoplusia includens, y el gusano perforador

Heliothis virescens.

Se han dado casos que, para controlar estas plagas se han hecho grandes usos excesivos de
insecticidas, teniendo como ejemplo a la mosquilla del brote, en donde los productores emplean
dos aplicaciones de metamidofos para proteger el primer brote de esparrago y de dos a cinco
aplicaciones adicionales para el segundo brote. En dicho caso los productores observaron que
dicha plaga desarrollaba resistencia al insecticida utilizado, teniendo como consecuencia la
necesidad de usar dosis mayores y aplicaciones mas frecuentes. En total, los productores
empleaban alrededor de USA$ 1,200.00/ha/afio para combatir las plagas. Con los riesgos de que

quedaran residuos de insecticidas, inaceptables por los paises importadores.

El esparrago verde (Asparagus officinalis L.) al ser aceptado en mayor demanda en el mercado
nacional e internacional; los estandares internacionales, exigen que el tratamiento del cultivo sea
con productos organicos; por tal motivo, segin las Normas sanitaria, establece Limites Maximos
de Residuos de plaguicidas de uso agricola para alimentos de consumo humano (Anexo 1); por
lo que, se hace necesario investigar en qué medida, el uso de este bioinsectida como el Bacillus
thuringiensis impacta en el control del Heliothis virescens F “gusano perforador”, asegurando
con ello, que la calidad e inocuidad del producto cumpla con esos estandares internacionales para
su exportacion (NOS USDA, OGM, citado por Vasquez Q., W, 2014).

Por las razones mencionadas anteriormente esta investigacion se orient6 a evaluar el 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”. El objetivo
central del estudio fue determinar la eficacia del tratamiento combinado a base de esporas y
cristales de Bacillus thuringiensis var. Aizawai, Bacillus thuringiensis var. Israelensis y Bacillus
thuringiensis var. Kurstaki, en la mortalidad del Heliothis virescens F “gusano perforador” del

Asparagus officinalis L “esparrago verde”.



1.1. Planteamiento del Problema

A nivel mundial la produccién de plaguicidas organicos sintéticos aumento desde los inicios
del siglo XX, debido al desarrollo de la industria petrolera. Ademas, la produccion y uso de
estos compuestos, asi como de lubricantes, solventes, gasolinas u otros, han aumentado la
carga de estas sustancias en la atmosfera, hidrdsfera, suelos y sedimentos, lo que ha provocado
episodios criticos de contaminacion en el ambiente (Galan-Huertos et al., 2003). El uso
agricola de plaguicidas es un subconjunto del espectro mas amplio de productos quimicos

industriales utilizados en la sociedad moderna.

Estos plaguicidas que son sustancias 0 mezcla de sustancias que se usan de manera intensiva
para controlar plagas agricolas (FAO, 2003). Sin embargo, se reconoce que son sustancias
guimicamente complejas, que una vez aplicadas en el ambiente, estan sujetas a una serie de
transformaciones a nivel fisico, quimico y bioldgico (fendmenos de adsorcion y absorcion
sobre suelos y plantas). Ademas, que también pueden ser arrastrados por las corrientes de aire
y agua que permiten su transporte a grandes distancias y por ende afectar a los trabajadores
agricolas los cuales utilizan dichos insecticidas quimicos ocasionandoles problemas
respiratorios, trastornos de memoria, enfermedades de la piel depresion, abortos, cancer y
enfermedades neuroldgicas tales como Enfermedad de Parkinson. (Lopez-Geta et al., 1992).
A su vez la ingesta de sustancias quimicas a través de los alimentos es sumamente perjudicial
para la salud humana produciendo intoxicaciones agudas como nauseas, dolores abdominales,
diarrea, mareos, ansiedad y confusidn, efectos que pueden llegar a ser graves pero que suelen

ser reversibles.

Para el control de estas plagas se hacia los usos excesivos de insecticidas, especialmente el uso
de metamidofos, el cual es un plaguicida prohibido por ser nocivo para la salud humana vy el
medio ambiente, este insecticida es utilizado para proteger el primer brote del esparrago y de
dos a cinco aplicaciones adicionales para el segundo brote. El gran problema es la resistencia
debido a que se requiere dosis mayores y aplicaciones mas frecuentes de insecticidas,
generando grandes costos, alrededor de USA$ 1,200.00/ha/afio para combatir plagas con los

consiguientes riesgos que se generaba en el ecosistema.

En lo particular el gusano perforador Heliothis virescens (Fabricius) (Lep: Noctuidae). Esa es
una especie distribuida ampliamente en América Latina, ataca a diversos cultivos perforando

tallos y frutos. En esparragos, perfora tallos y come frutos, pero también roe la corteza de la



planta como otro noctuidos del follaje. Es evidente, que las necesidades de utilizar estrategias
de control no resultaban dptimas, teniendo en cuenta las consideraciones de desarrollar
cultivos organicos exigidos por el mercado internacional. Ante esta disyuntiva, se plantea la
necesidad de usar Bioinsecticidas.

De acuerdo a las regulaciones internacionales, la necesidad de una mayor demanda de
productos organicos es mayor por lo que el control bioldgico se hace un rasgo esencial de las

exportaciones.

Por tanto, se ha demostrado que el uso de bacterias esporégenas es muy importante en el
control de mosquitos vectores debido al alto grado de actividad letal que presenta; una de ellas
es el Bacillus thuringiensis. Esta bacteria gram positiva produce toxinas altamente especificas
contra insectos. Al esporular produce cristales paraesporales formados por la glicoproteina
delta-endotoxina y que causa paralisis del epitelio intestinal, ruptura de las microvellosidades,
cambios en las organelos citoplasmaticos y, finalmente, la muerte de la larva. Los productos
que contienen Bacillus thuringiensis (Bt) son notablemente seguros, hasta ahora no se han
registrado efectos dafiinos en ensayos de seguridad con abejas, vertebrados y humanos, ademas
de que el Bt es un larvicida eficaz y muy seguro para los trabajadores de salud, asi como los

moradores y animales domésticos.

Desde esa perspectiva bioldgica es que el incremento de la agricultura organica y los aspectos
éticos se orienta a proporcionar un medio ambiente limpio y balanceado, que permita potenciar
la capacidad productiva y fertilidad natural de los suelos; optimizar el reciclaje de los
nutrientes, el control natural de las plagas y enfermedades donde los agroquimicos sintéticos
(todos toxicos) en mayor o menor grado, son excluidos definitivamente. Esta necesidad de
excluirlos, requiere de promover e implementar técnicas y practicas de la agricultura organica
en beneficio del ecosistema, la salud humana, animal y la proteccién general del sistema

ecolégico que rodea al hombre y los cultivos en general.

Y, considerando que el cultivo del esparrago representa una alternativa no tradicional de
produccion con fines de exportacion y, de acuerdo con los resultados de la oferta mundial se
considera esencial desarrollar estudios que evidencien que el uso de estos tipos de

Bioinsecticidas son una garantia de calidad e inocuidad del producto que se desea exportar.

1.1.1. Formulacién del Problema

¢Cual es la eficacia del tratamiento combinado a base de esporas y cristales de Bacillus

thuringiensis var. Aizawai; Bacillus thuringiensis var. Israelensis y Bacillus thuringiensis



var. Kurstaki sobre el Heliothis virescens F (gusano perforador) del Asparagus officinalis

L (esparrago verde.)?

1.2. Justificacion de la Investigacion

El disefio de tecnologia biolégica que conserve la propiedad productiva del ecosistema para el
desarrollo de cultivos organicos altamente beneficioso para la salud humana, es una de las
alternativas que surge de la demostracién palpable de la ciencia por encontrar estrategias cada
vez mas sélidas que aseguren la calidad de las cosechas y pueda ésta ser puesta a disposicién
del consumo humano con preservacion de la integridad de su salud. Ademas, esta tecnologia,
estd marcada por un mercado globalizado que exige estandares de calidad e inocuidad para

este fin.

El uso de metodologias apropiadas para la demostracién de la efectividad de los
Bioinsecticidas estad demostrado en los laboratorios que especialmente se han disefiado con ese
fin. Basado en métodos y técnicas experimentales, para el presente estudio se utilizo cuatro
tratamientos a base de esporas y cristales de Bacillus thuringiensis, tres de manera individual
y una de manera combinada) para demostrar la efectividad del tratamiento combina sobre el
Heliothis virescens F “gusano perforador” del Asparagus officinalis L “esparrago verde”,
buscando asi nuevas maneras de reducir el uso de insecticidas quimicos perjudiciales para la

salud y el ambiente.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

o Determinar la eficacia del tratamiento combinado a base de esporas y cristales de Bacillus
thuringiensis var. Aizawai, Bacillus thuringiensis var. Israelensis y Bacillus thuringiensis
var. Kurstaki, en la mortalidad del Heliothis virescens F “gusano perforador” del

Asparagus officinalis L “esparrago verde”.

1.3.2. Objetivos Especificos

o Establecer la eficacia en la mortalidad y supervivencia del Heliothis virescens F, por la

accion de las esporas y cristales de Bacillus thuringiensis var. Aizawai, Bacillus



2.

thuringiensis var. Israelensis y Bacillus thuringiensis var. Kurstaki, segin el tiempo de
exposicion.

e Determinar el nivel de significacion de la eficacia en la mortalidad y supervivencia del
Heliothis virescens F. por la accion de las esporas y cristales de Bacillus thuringiensis var.
Aizawai, Bacillus thuringiensis var. Israelensis y Bacillus thuringiensis var. Kurstaki,

segun el tiempo de exposicion

Marco Tedrico

2.1. Caracteristicas del esparrago verde (Asparagus officinalis L.)

El esparrago verde (Asparagus officinalis L.) es una hortaliza de la familia de las Liliaceas
(Liliaceae), originaria de la flora de las regiones de la cuenca del Mediterraneo. En si, es una
planta vivaz con una vida de seis y ocho afios y esta formada por tallos aéreos ramificados y
una parte subterranea constituida por raices yemas, que es lo que cominmente se le denomina
“garra” o “zarpa”. Es de tipo perenne que se utiliza para consumo humano, el brote o tallo
tierno por lo general es denominado “turion”. Este tallo puede ser verde o blanco; ambos
productos se distinguen segin su calidad, frescura, inocuidad y abastecimiento (Shimizu,
2008, citado por Ledn Castillo J.V. 2011) esta caracteristica agronémica motiva que su

comercializacion se presenta en conserva, congelado y fresco.

Su potencial alimenticio, es de contenido calérico bajo, rico en carbohidratos y fibra,
cantidades significativas de vitamina A y Riboflavina, bajo en grasa, colesterol y tener un nivel

aceptable de Vitamina C, se le considera un alimento “Gourmet”.

Por otro lado, al ser el esparrago es una verdura altamente perecible; los turiones son partes
vivientes de la planta, en los cuales los procesos metabdlicos naturales contindian después de
la cosecha por lo que se puede observar que el crecimiento continda después del corte, lo

mismo que el proceso de lignificacion o enfibramiento. (Gardé Adrian A. 2010). (Anexo 1)

2.2. Uso de Bioinsecticidas en el esparrago verde (Asparagus

officinalis L.)

Los peligros de los plaguicidas, no s6lo comprometen al organismo nocivo, sino que también
su uso indiscriminado afecta el entorno de otros organismos como en particular al ser humano.

Estos peligros, en las persona puede generar serias intoxicaciones sean estas agudas o cronicas
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y se asume gue el riesgo de que al consumir este tipo de producto por sus residuos quimicos
que alberga la planta, generaria serios dafios, también pueden contaminarse por otras vias
como en el consumo de otros productos del suelo o el subsuelo, como las aguas superficiales,
ademas de crear serias resistencias de los insectos a aquellos insecticidas que son usados para
exterminar o controlar las plagas existentes (Rolling and van de Fliert, 1998).

Por otro lado, el uso indiscriminado de los plaguicidas de amplio espectro trae como
consecuencia una reduccion, que en algunos casos es eliminacion de las poblaciones de
insectos benéficos. Por todos los riesgos mencionado, se hace necesario romper con el
esquema convencional de controlar las plagas basdndose solamente en el control quimico,
utilizando exclusivamente insecticidas y, reemplazarlo con un manejo holistico, que nace del
reconocimiento de que los cultivos crezcan como parte del agroecosistema. En sintesis, es
posible aportar al control de las plagas manejando bien el agroecosistema (Cafiedo V, Alfaro
A, Kroschel J. 2011).

Entre las plagas mas significativas que se relaciona con el esparrago es el escarabajo, sin

control de este insecto, el escarabajo puede dafiar gravemente al producto en poco tiempo.

Vega Ravello R. (2013) destaca que, entre los mas frecuentes en nuestro contexto, el gusano
de tierra comprende varias especies del orden de los Lepidopteros, familia Noctuidae como
Feltia spp, Agrotis spp y Prodenia spp. Las larvas o gusanos miden hasta 4-5 cm de largo,
tienen un cuerpo cilindrico y pueden ser de color gris, marrén plomizo o negro con algunas
manchas oscuras. Durante el dia permanecen enterrados en el suelo al pie de la planta y se
caracterizan porque al ser recogidos se doblan en forma de rosca. Son muy activos durante la
noche donde causan los mayores dafios. A nivel de plantulas en el almacigo cortan los tallos
tiernos. En campos de cosecha muerden los turiones antes de su emergencia causando
deformaciones y en ataques severos se obtienen turiones con orificios redondos y grandes. En
campos ya instalados su dafio puede controlarse aplicando cebos toxicos al suelo o base de

afrecho (100 Kg), melaza (4 galones) mezclado con Dipterex (300 gr).

Entre otras plagas importantes se encuentran la Cantora o Cantadora (Diceriprocta spp.) cuya
larva se ancla a las raices de la planta de espérrago o se desarrolla hasta emergen del suelo en
la muda de adulto, aun cuando se ha determinado que ser eficazmente combatida con
procedimientos quimicos, es mas importante considerar la aplicacion de proteccion bioldgica
debido a que se evita disminuir las poblaciones nativas de especies benéficas en los campos

de produccién de esparrago (Flor J.A, 2011).



Los hongos entomopatégenos son una gran posibilidad y aqui la recomendacion de uso
frecuente es utilizar hongos como Breauveria bassiana o Metharyzum spp. Por otra parte, y
debido a que el efecto indirecto es Fusarium spp. Como patdgeno destructor de la corona, la
recomendacion para el uso de productos bioldgicos esta por demas justificado, se evita en estos
casos el uso quimico para combatirlo sin afectar a las especies protectoras nativas como
Cordyceps spp.

Desde la perspectiva del control de las plagas y enfermedades, la Evaluacién de los
Ecosistemas del Milenio refiere la necesidad de una regulacion atmosférica y climatica, el
ciclo hidrolégico y el mantenimiento de la calidad del agua, a la regulacion de la erosion y al
mantenimiento de la calidad del suelo y el control de pestes y enfermedades (Roberts et al.,
2012, citado por Gémez-Flores, 2015).

En este sentido el control de contaminantes quimicos y, en particular, de los agroguimicos que

se recomiendan segun los limites maximos de residuos (LMR). (Anexo 2)

En Perd, el control bioldgico (controles de pestes utilizando especies benéficas) y la posesién
de reservorios 0 embalse son importantes dentro del control de los servicios ecosistémicos,
usando un riego tecnificado, la aplicacion de insecticidas bioldgicos (pesticidas de origen
natural derivados de plantas, minerales, bacterias 0 animales (Environmental Protection
Agency, EPA y Gomez-Flores, 2015), en este mismo apartado Gémez-Flores en la que por
necesidad de mantener los estandares internacionales de control de calidad para la exportacion,
uso exclusivo o combinado, de control bioldgico y la venta al exterior son claves. La
exigencias de los estandares minimos de calidad, la estricta evaluacion sanitaria de los
productos y el rechazo hacia los pesticidas, vinculado a la creciente preferencia por productos
organicos, fuerzan a desarrollar mejores estrategias para el uso de Bioinsecticidas que no
generan impactos nocivos al ecosistema donde se desarrollan las siembras del esparrago verde,
demostrandose que el uso de controles bioldgicos, a ser una practica importante para los
agricultores, permitird realizar una adecuada exportacién y aceptacién en el mercado

internacional (Lopez-Flores, 2015).

En concordancia en el Manejo Integrado de Plagas (MIP) hay dos elementos claves que se
deben enfatizar. Es que, en el MIP, se debe realizarse en forma armoniosa con las leyes de la
naturaleza siendo la base primordial, especialmente en los tropicos, la biodiversidad local. En
los tropicos y subtropicos tenemos que aprovechar, como parte estratégica del MIP, el control

bioldgico natural y el uso de la diversidad funcional (Cafiedo, Alfaro y Kroschel, 2011).



2.3. Heliothis virescens F. (gusano perforador) y su respuesta ante los

Bioinsecticidas.

El gusano perforador Heliothis virescens (Fabricius) (Lep. Noctuidae) en su forma adulta son
polillas tienen una envergadura que va desde 2.5 a 3.5 cm de color pajizo con tres franjas
transversales paralelas en las alas anteriores. Las larvas varian de color desde verde claro hasta
casi negro con franjas dorsales y laterales, mas claras 0 mas oscuras. Sobre el dorso presenta
tubérculos setiferos oscuros caracteristicos (Cisneros Fausto, 2007).

El ciclo de desarrollo siguiendo los diferentes estadios: huevecillo (2-5 dias), seguido por las
larvas (14-30 dias), que son las responsables por el dafio a las plantas, y que pasan por 5 a 6
estadios y alcanzan 4 a 5 cm en su maximo desarrollo hasta alcanzar el estado de pupas (10-
18 dias) (Serrano Miguel, 2015), en altas temperaturas y presencia de flores favorecen el
incremento del Heliothis virescens F. Las hembras ponen sus huevos en forma aislada de
preferencia en flores y tejido tierno. Tiene numerosos enemigos naturales. Los huevos son
parasitados por especies de Trichogramma. Las larvas son parasitadas por avispas de las

familias Ichneumonidae y Braconidae.

J
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Figura N°01. Heliothis virescens F en su forma larvar alimentandose del interior de
la corteza del Asparagus officinalis L “esparrago verde” y su forma adulta.

Como se puede observan en la Figura N°01, la evolucién del Heliothis virescens F., implica
una actuacion clara y precisa para su control, por lo que toda hortaliza al constituirse en una
de los principales alimentos de la poblacion mundial en su dieta, resulta esencial su control

contra estas plagas de nematodos fitoparésitos, que en muchos casos es causa fundamental de



las pérdidas de las cosechas. (Leon Sanchez M, Samaniego Fernandez LM, Rodriguez Barrera
RC. 2006).

Este combate con los fitonematodos no es una tarea facil y se torna particularmente dificil en
la agricultura alternativa. En muchos paises las experiencias con organismos biocontroladores,
han demostrado su efectividad en la reduccion de poblacion de Meloidogyne incognita (Kofoid
and White, 1919); (Chitwood, 19999) entre lo que destaca la bacteria Bacillus thuringiensis
Berliner. (Méarquez et al. 2004).

Las preparaciones de las esporas y cristales de Bacillus thuringiensis se han utilizado durante
aproximadamente 60 afios para el control de insectos perjudiciales para el cultivo de las plantas
y los bosques y, también, para el control de insectos vectores de enfermedades. Hasta el afio
2002, formulaciones comerciales de Bacillus thuringiensis eran disponibles en el mercado
brasilefio (Azevedo, Barros y Serafini, 2002, citado por da Silva M, Furigo Junio A, Furland
SA, Souza O. 2011).

El aumento de la demanda de los bioproductos en comparacion con los productos quimicos es
debido a sus ventajas. Azevedo et al., (2002), menciona que algunos de estas ventajas estan
en: la produccion a través de bioprocesos, uso de los mismos equipos utilizados para la
aplicacién de insecticidas quimicos, inocuidad a mamiferos y otros vertebrados, y el amplio
espectro de accion combinada y su alta especificidad. (Polanczyk 2004), entre las principales
limitaciones de los bioproductos son la competencia con los productos quimicos y la falta de
inversion de los sectores publicos y privado en el desarrollo y formulaciones de los

bioproductos.

Sin embargo, en temas de tratamiento del gusano perforador del esparrago, la 8-endotoxina de
Bacillus thuringiensis es letal, principalmente para las larvas de insectos lepidopteros y
coledpteros. Su modo de accion es a nivel intestinal provocando la lisis de las células
epiteliales. Esta toxina es una proteina que consta de tres dominios estructurales que podrian
tener un rol diferente en el mecanismo de accion molecular. Las proteinas al ser digeridas con
tripsina, y aunque resultan ligeramente propensas a protedlisis se obtienen fragmentos
proteicos del tamario esperado para las toxinas activas. Con las toxinas activas y purificadas,
se han realizado bioensayos con larvas neonatas de lepidéptero como el gusano falso medidor
“Trichoplusia ni”’; dando como resultado que al reemplazar el dominio | no seria capaz de
alterar la actividad insecticida en las toxinas quiméricas, lo que descarta su participacion en la
especificidad de las toxinas (Damas Buenrostro, 1998).

Damas Buenrostro (1998), concluye que la sustitucion del dominio 11 o 111 alter6 notablemente

la actividad biologica de las quimeras, lo que demuestra que ambos dominios estan
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involucrados en la especificidad. Estos resultados permiten proponer un modelo para el
mecanismo de accion a nivel molecular, donde el dominio | participa exclusivamente en la

toxicidad mientras que los dominios 11 y 111 son, en conjunto, responsables de la especificidad.

También Vazquez-Pineda A, et al. (2012) arguye que la bacteria entomopatégena Bacillus
thuringiensis produce cristales proteicos con actividad citotoxica en contra de insectos y
nematodos. La toxicidad de B. thuringiensis en plagas agricolas es ampliamente conocida,
pero poco se conoce acerca de su actividad en contra de nematodos parasitos. Por ejemplo,
recientemente, la actividad nematicida de las proteinas derivadas de Bacillus thuringiensis se
demostr6 en parasitos de mamiferos como Haemonchus, Teladorsagis, Nippostrongylus, y
Ancylostoma y en nematodos de plantas, Globodera y Meloidogyne. Entre el grupo de B.
thuringiensis con efecto nematicida, las proteinas de la cepa IB-16 han mostrado actividad
letal de 50 a 100% en contra de diferentes estadios del principal género de rumiantes,
Haemonchus contortus. Asimismo, los géneros de nematodos de vida libre, Panagrellus
redivivus y Caenorhabditis elegans han sido blanco de estudios de la accion nematicida de

Bacillus thuringiensis.

Por ejemplo, el efecto toxico de la proteina Cry5B de Bacillus thuringiensis se observé en las
células intestinales de C. elegans, ademas esta accion parece involucrar receptores celulares
especificos, similares a los que se han notificado en contra de plagas agricolas. También, la
union de la proteina Cry5B ocurre en receptores especificos, como moléculas de carbohidratos,
las cuales estan presentes en la membrana de las células de intestino de los nematodos,
ocasionando dafio y muerte. A través de este tipo de estudio, los derivados de Bacillus
thuringiensis podrian considerarse una alternativa de control de nematodos que afectan los
animales domésticos, como rumiantes, asi como en contra de otros nematodos patégenos de

mamiferos e incluso de plantas agricolas.

2.4. El papel de la Biopotencia y los Bacillus thuringiensis

El manejo integrado de las plagas, en hortalizas de impacto global, evidencian la gran
importancia que tienen los Bioinsecticidas en este proceso de sembrio, cosecha y postcosecha
para la exportacion del esparrago en general y, en lo particular, en el Heliothis virescens

(gusano perforador) Asparagus oficinales L. (esparrago verde).

Al ser los Bacillus thuringiensis una bacteria comun en muchas regiones del mundo,

consideramos que su uso en el Manejo de Integrado de Plagas (MIP), implica no s6lo controlar
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la relacion insectos-objetivo, mediante un agente con base bioldgica, también, implica el

control del ecosistema, o la conservacion de su equilibrio (Anexo 3).

Por Gltimo, algunas especies de plagas son dificiles de controlar solamente con la toxina. Las
esporas de Bacillus thuringiensis al germinar proporcionan un mecanismo de control

adicional. Se explica este proceso de la siguiente manera:

» Las esporas germinan en el intestino medio y se dispersan por todo el cuerpo causando
finalmente septicemia y muerte.

» Mortalidad adicional (efecto sinérgico) es particularmente evidente en larvas de gusano
soldado, las cuales pueden ser dificiles de controlar con toxinas.

» Productos con esporas viables, poseen una clara ventaja sobre los que no contienen

esporas.

2.5. Bacillus thuringiensis var. Kurstaki

Es por excelencia la cepa utilizada para el control de insectos lepiddpteros, plagas agricolas y
forestales. Esta cepa fue aislada originalmente por Dulmage en 1970, lo que constituye un hito
en la historia del uso de Bacillus thuringiensis var. Kurstaki como larvicida, ya que fue la
responsable de que los productos a base de Bacillus thuringiensis var. Kurstaki puedan
competir con los insecticidas quimicos en términos de eficiencia. Esta cepa result6 ser hasta
200 veces mas toxica para algunas especies de lepidopteros que las otras cepas utilizadas en

los productos de aquella época (Sauka Diego, 2008).

2.6. Bacillus thuringiensis var. Israelensis

Bacillus thuringiensis var israelensis, es altamente especifico para larvas de culicidos y
simulidos vectores de enfermedades endémicas como el dengue, la fiebre amarilla, la malaria
y la oncocercosis. La alta especificidad de esta bacteria garantiza la integridad de la fauna de
los criaderos, lo cual no siempre sucede con la aplicacién de insecticidas quimicos (Delgado
Neira, 2005).

Bacillus thuringiensis var. israelensis fue aislado por primera vez por Goldberg y Margalit
(1977), pero fue de Barjac (1978) quien reconocio que esta bacteria gram-positiva durante su

esporulacion se producen cristales proteicos constituidos por 3-endotoxinas (Margalit 1989).
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La bacteria, al estar suspendida en el agua es ingerida por la larva durante el proceso de
alimentacion, por lo que la eficacia o el efecto letal de la toxina bacterial sobre la larva
dependerd bésicamente de la cantidad de toxina ingerida en un tiempo determinado (World
Health Organization, 1989)

2.7. Bacillus thuringiensis var. Aizawai

Constituido por cristales de diversas endotoxinas y esporas Bacillus thuringiensis var Aizawali,
resulta efectiva sobre Autographa gamma (gusano gris), Earias insulana (oruga espinosa del
algoddn), Eupoecilia ambiguella (polilla de racimo), Helicoverpa armigera (oruga verde del
tomate) y otros Lepiddpteros en cultivos de algodoén, arroz, hortalizas del genero brassica,
horticolas, olivo, pimiento, esparrago, tomate resultando practicamente inocuo para el resto de
la entomofauna, dando mejores resultados cuando se aplica sobre los primeros estadios

larvarios.

3. Antecedentes

Sarmiento y Rézuri (1978) estudiaron los efectos de Bacillus thuringiensis sobre Spodoptera
frugiperda, en comparacién con los insecticidas tradicionales usados, Carbaryl y Thrichlorfon, a
partir de los meses de verano a invierno de 1978 en el valle de Huaral. Considerando el porcentaje
de plantas infestadas, el B. thuringiensis tuvo un relativo control sobre Spodoptera frugiperda,
siendo superado por el Thrichlorfon, mas no por el Carbaryl. Asimismo, se discuten los resultados

sobre enemigos naturales y rendimiento.

Flores (2000) evalud el efecto de la variedad de maiz sobre el desarrollo y la susceptibilidad de
larvas de S. frugiperda a la bacteria Bacillus thuringiensis (Berliner), variedad Kenyae, serotipo
007. En total se evaluaron 13 variedades, 6 criollos y 7 hibridos; se encontr6 que cuando las larvas
se alimentaron con hojas de los criollos Uruapefio y Grano ancho, los valores de CL50 de B.
thuringiensis fueron 0,087 y 0,097 mg/mL, respectivamente y cuando las larvas fueron
alimentadas con los criollos Grano Rojo, Grano pinto, Tampiquefio olote delgado y Grano negro,
los valores de CL50 oscilaron entre 0,101 y 0,180 mg/mL. Cuando las larvas se alimentaron con
follaje de los hibridos V-526, P-3288 y P-3086, los valores de CL50 de Bt fueron 0.072, 0,073 y
0,095 mg/mL respectivamente; con los hibridos B-810, Ceres 7, H-910 y amarillo forrajero, los

valores de CL50 encontrados fluctuaron entre 0.109, 0,181 mg/mL.
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Malo et al., (2001) desarrollaron un nuevo bioinsecticida basado en una cepa autéctona de la
bacteria Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki, eficaz para combatir orugas de lepidopteros
plagas. Ese formulado ha de tener unas determinadas caracteristicas fisico-quimicas y de
estabilidad, que permitan una buena aplicacion en campo y una composicion, que aumente su
eficacia al protegerlo de la degradacion por la luz ultravioleta y al aumentar su atraccion para las
larvas de los insectos diana a los que va dirigido.

Hernandez Soto (2002) prepard una coleccion de cepa de Bt con potencial para el combate de
H. hampei. La hipdtesis de este trabajo se basa en la premisa de que al realizar aislamientos de
Bacillus thuringiensis a partir de muestras ambientales donde se presenta la interaccién Bacillus
thuringiensis-Hypothenemus hampei, existe una mayor probabilidad de aislar cepas efectivas para

este insecto.

O’Brien y Diaz (2004) reconocieron la importancia de la normalizacion del esparrago para el
desarrollo de la competitividad de las empresas y el aumento de la eficiencia y la transparencia
en el mercado. Las Normas Técnicas Peruana del Esparrago son establecidas por el Comité
Técnico de Normalizacién del Esparrago, en un marco de consenso y transparencia, con la
participacion de todos los actores de la cadena, elementos que establecen las bases para la
aplicacién voluntaria de las mismas. En este contexto, las Normas de Codex Alimentarius juegan
un rol importante, toda vez que explicitamente se reconoce el papel que desempefian en el plano
internacional constituyendo el principal referente en la elaboracién de las normas alimentarias.
Por lo que, este estudio propuso mejorar el liderazgo de empresarios agrarios para asegurar la
productividad, calidad y rentabilidad, asi como a establecer mecanismos de concertacion para la
identificacion y la solucion de los principales problemas que afectan la exportacién del esparrago
y como respuesta a la demanda de los mercados internacionales por la calidad misma del producto

y las nuevas tendencias en el mercado internacional del uso de alimentos saludables.

Ruiz de Escudero et al. (2004) determinaron la diversidad de los aislados de B. thuringiensis
procedentes de suelos de las Islas Canarias e identificaron cepas que produzca proteinas Cry
distintas a las conocidas. Para ello analizaron 306 muestras de tierra que fueron recogidas en
distintos puntos de las islas del archipiélago Canario. De estas muestras obtuvieron un total de
684 nuevos aislado. Las proteinas del cristal paraesporal de los distintos aislados fueron

analizadas en SDS-PAGE definiéndose el perfil proteico caracteristico de cada uno de ellos.

Sauka & Beninende (2008) integraron diferentes progresos recientes sobre el estudio del
Bacillus thuringiensis en un contexto de control biolégico de insectos lepiddpteros de importancia

agricola. Se establece que el Bacillus thuringiensis es el insecticida biol6gico mas aplicado en el
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mundo y se utiliza para controlar diversos insectos que afectan la agricultura, la actividad forestal
y que transmiten patdgenos humanos y animales. El B. thuringiensis constituy6 en las Gltimas
décadas un tema de investigacion intensiva. Estos esfuerzos brindaron datos importantes sobre
las relaciones entre la estructura, el mecanismo de accion y la genética de sus proteinas cristalinas
pesticidas y una vision més clara y coherente sobre estas relaciones que han emergido gracias a
ellos. También se concluye que, en otros estudios se han centrado en el rol ecoldgico de las
proteinas cristalinas de B. thuringiensis, su funcionamiento en sistemas agricolas y en otros
sistemas naturales, ademas de destacar que el desarrollo de toxinas mas Utiles, bacterias
recombinantes, formulaciones nuevas y plantas transgénicas que expresan actividad pesticida, son

necesarios ser analizados para asegurar la eficacia y efectividad del producto.

Carrera Cabezas (2009) realiz6 la curva y crecimiento de los bioformulados liquidos de Bacillus
thuringiensis del aislamiento de Alausi y Chambo presentan tres fases: fase de crecimiento hasta
las 40 horas, la fase estacionaria presenta una concentracion constante hasta las 160 horas y la

fase de muerte a las 624 horas.

Flores et al. (2011) aislaron y caracterizaron fenotipica y molecularmente cepas de B.
thuringiensis de interés biotecnol6gico en suelo agricolas peruanos y evaluar su potencial

entomotdxico para la produccién de insecticidas bioldgicos.

Véasquez, Luisa et al (2018) pretendieron incentivar el estudio de las parasporinas en Colombia,
pais considerado megadiverso, a través del aislamiento y estudio de cepas nativas de Bt.
Describen las principales caracteristicas de las parasporinas a la fecha identificadas, la actividad
citotoxica que han presentado frente a algunas lineas celulares de cancer y el aislamiento de cepas

nativas de Bt productoras de toxinas PS.

4. Hipotesis

El tratamiento combinado a base de esporas y cristales de Bacillus thuringiensis var. Aizawai,
Bacillus thuringiensis var. Israelensis y Bacillus thuringiensis var. Kurstaki; es mas efectivo, por
el tiempo de exposicion empleado para la eliminacion del Heliothis virescens F “gusano

perforador” del Asparagus officinalis L. “esparrago verde”
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5.

Materiales y Métodos

5.1. Lugar de Ejecucion

El presente trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Biologia y genética
molecular de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Ricardo Palma, ubicada en
la Av. Benavides 5440, Urb. Las Gardenias en el distrito de Santiago de Surco, en la ciudad
de Lima, Perti a unos 12° 08’ 01.72” Sy 76°58” 49.15” O.

5.2. Tipoy Disefio de la Investigacion

5.2.1. Tipo de estudio

Estudio descriptivo, segin el tiempo de exposicion del gusano perforador (Heliothis
virescens F) del esparrago verde (Asparagus officinalis L.) al tratamiento combinado a base
de esporas Yy cristales de Bacillus thuringiensis var. Aizawai, Bacillus thuringiensis var.

Israelensis y Bacillus thuringiensis var. Kurstaki.

5.2.2. Disefio del estudio
Sera de disefio experimental monofactorial con cuatro tipos de concentraciones de Bacillus

thuringiensis a base de esporas y cristales.

GE =——p  Tiempo de Exposicion

O1 Hv + Bt var K.

. O2 Hv + Bt var .
Tratamiento ===l 3 Ly + Bt var A.

O4 Hv + Bt (k +1 +A))

GC =  Tiempo de Exposicién

—— Tratamiento === O Hy + agua

De donde: GE = Grupo Experimental
GC = Grupo Control
O = Observacion
Hv = Heliothis virescens F

El ensayo fue replicado en dos oportunidades, obteniendo si el promedio para realizar esta

investigacion.
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5.3. Variables

» Tiempo de exposicion de las esporas y cristales de Bacillus thuringiensis sobre

Heliothis virescens F

> Efectividad de los cuatro diferentes tratamientos

5.4. Operacion de la Variable

Variables

Indicadores

Valor Final

Tipo de Variable

Tiempo

Mortalidad
Supervivencia

horas

Cuantitativa
continua

Tratamientos

Mortalidad
Supervivencia

Muerte de los Heliothis
virescens F / cumplimiento
del ciclo bioldgico del
Heliothis virescens F

Cuantitativa
discreta

5.5. Muestreo

5.5.1. Poblacion

La poblacion estuvo constituida por 100 larvas, obtenidas del Fundo Agricola “Chapi” con

el apoyo del Jefe de Cultivo Jesus Bardales Bernal y el jefe del Cultivo del Fundo “San

Jorge el Sr. Jack Chumpitaz Diego, a partir del apoyo brindada se aseguré la obtencién de

esta poblacion delimitada de Heliothis virescens F. “gusanos perforadores” del Asparragus

officinalis L. “esparrago verde”.

N =100
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5.5.2. Muestra

La muestra fue de 100 larvas de Heliothis virescens F. “gusanos perforadores” de las cuales

se dividieron en cinco grupos de 20 larvas cada uno.

Tratamiento Grupo Exp.
Control (Agua) 20
Bacillus thuringiensis var. Kurstaki 20
Bacillus thuringiensis var. Israelensis 20
Bacillus thuringiensis var. Aizawai 20
Combinacion de las tres variedades de Bacillus thuringiensis (K+I+A) 20
Total n=100
5.5.3.  Criterios de Inclusion y Exclusion
El procedimiento de asignacion de los gusanos se realizé por criterio.
Criterios de Inclusion Criterios de Exclusion

del Asparragus officinalis L Asparragus officinalis L

= Gusanos que se alimentaban = Se excluyeron todos los gusanos gque no

debidamente de las hojas y turiones se alimentaban de las hojas y turiones de

= Gusanos que mantuvieron su = Se excluyeron a todos los gusanos que

movilidad en condiciones 6ptimas evidenciaban deterioro en su motilidad.
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5.6. Procedimiento

5.6.1. Material biolégico

Para la presente investigacion se utilizé tres soluciones formuladas a 102t UFC/286ml a
base de esporas y cristales de Bacillus thuringiensis var. Kurstaki, Bacillus thuringiensis
var. Israelensis y Bacillus thuringiensis var. Aizawai proporcionadas por el Dr. Abad Flores
Paucarima quien lidera el Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Biotecnologia de la

Facultad de Ciencias Bioldgicas de San Marcos.

La primera recoleccion del Heliothis virescens F. “gusanos perforadores” del Asparagus
officinalis L. “esparrago verde” se realizo en el mes de Enero del 2016 en el fundo Agricola
Chapi ubicado en Manuel Santana Chiri 135 del departamento de Ica — Per(. Y la segunda
recoleccion se realizd en el mes de Marzo del 2016 en el fundo San Jorge ubicado en
Cachiche S/N del departamento de Ica — Perd.

5.6.2. Recoleccion Heliothis virescens

La muestra fue recolectada gracias al apoyo del jefe de cultivo Jests Bardales Bernal del
fundo Agricola Chapi y al jefe de cultivo Jack Chumpitaz Diego del fundo San Jorge
quienes proporcionaron el apoyo de sus trabajadores para la recoleccion de los gusanos

perforadores.

Para la recoleccién de los gusanos perforadores el equipo de apoyo realizo el método de
sacudida del follaje, en floracion del esparrago.

Durante la recoleccion se observé que las larvas de Heliothis virescens no podian ser
almacenadas en contenedores de plastico, debido a que estos se calentaban por las altas
temperaturas de las zonas ocasionandoles la muerte y al almacenarlos en recipientes
pequefios, los gusanos realizan canibalismo. Por tal motivo se opt6 en almacenar los
gusanos perforadores en contenedores de ternopol, con el follaje y frutos de esparrago
necesarios para su alimentacion, reduciendo asi la muerte de los ejemplares y la reduccion
del canibalismo teniendo asi un total de 100 gusanos perforadores en los dos viajes

realizados.
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Figura 02: Recoleccion del Heliothis virescens F. “gusanos perforadores” del
Asparagus officinalis L. “esparrago verde”

5.6.3. Acondicionamiento de las larvas en el laboratorio

Una vez en el laboratorio las larvas Heliothis virescens F. “gusanos perforadores”, fueron
separados en grupo de 10 y por tamafios (< a 20 mm y > a 20 mm) con el fin de evitar

problemas de competencia y el canibalismo como lo recomienda (Hussien Amal, 2012).

Las larvas fueron depositadas en contenedores de plastico transparente, de 13 cm de largo,
15.2 cm de ancho y 5.2 cm de alto, se cortd 7 cm en el centro de la tapa a la cual se le coloco

un tul fino para facilitar la ventilacion.

Al iniciar con el experimento se anotaron las condiciones ambientales como, por ejemplo, la
humedad que estaba a 53%, la temperatura que en el transcurso de la mafiana se encontraba
a 26°C, mientras que en las noches la temperatura descendia a 20°C, los datos fueron

brindados por la pagina wed de SENAMHI — Perd.

Figura 03: Distribucion de los Heliothis virescens F. “gusanos perforadores”
depositadas en contenedores de pléstico transparente, los cuales fueron adaptados
previamente con tul fino en las tapas para facilitar la ventilacion
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5.6.4. Preparacion del tratamiento combinacion a base de esporas y cristales

de Bacillus thuringiensis

El Dr. Abad Flores Paucarina proporciond tres frascos de soluciones stocks puras de 286
ml de las tres variedades de Bacillus thuringiensis (Kurstaki, Israelensis y Aizawai), cada
uno de los frascos contenian una concentracion bacteriana de Bt a 10?* UFC las cuales
estaban resuspendidas en caldo nutritivo de la marca MERCK. La preservacion de las

soluciones stocks fue a 4 °C hasta su respectivo uso.

Para la preparacion de las concentraciones del bioinsecticida de base de esporas y cristales
de Bacillus thuringiensis, se mezcl6 33.33 ml de Bacillus thuringiensis var. Kurstaki, 33.33
ml de Bacillus thuringiensis var. Israelensis y 33.33 ml de Bacillus thuringiensis var.
Aizawai, la mezcla fue colocada en una botella rociadora de plastico transparente, teniendo
asi una concentracion de 1.22° UFC/33ml de cada una de las variedades de Bt en la

respectiva mezcla.

Para las concentraciones individuales, se us6 directamente de la solucion stock a base de
esporas y cristales de Bacillus Thuringiensis, los cuales fueron colocados en botellas
rociadoras de plastico cada uno.

Se debe tener en cuenta que por cada Bacillus thuringiensis produce una espora y por ende

un solo cristal.

Figura 04: Botellas de plastico rociadoras transparentes, que contienen los
diferentes tratamientos a base de esporas y cristales de Bacillus thuringiensis, tanto
de manera individual y combinada.
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5.6.5. Alimentacién

La alimentacion de las larvas fue realizada diariamente con follajes y turiones de esparrago
los cuales fueron recolectados en los diferentes fundos (Agricola Chapi y San Jorge). El
follaje y los turiones una vez colocado en el interior de los recipientes de plastico
transparente fueron roseados, mediante la técnica de aspersion simulando la técnica
utilizada in situ, con los diferentes bioinsecticida a base de esporas y cristales de Bacillus
thuringiensis, tanto de manera individual y combinada, ademas los respectivos controles

fueron roseados con agua de grifo.

La limpieza de los recipientes de plastico transparente se realiz6 diariamente eliminando
los desechos y cambiando el papel absorbente con la finalidad evitar la acumulacién de

bacterias y crecimiento de hongos.

Figura 05: Gusano perforador Heliothis virescens F., alimentandose de turiones del
Asparagus officinalis L. “esparrago verde”.

5.7. Analisis de Datos

El analisis estadistico se llevara a cabo utilizando el programa SPSS v.23 Windows 2010 con
un alto grado de confiabilidad. El estadistico de Kaplan-Meier con la prueba de Log Rank
(Mantel-Cox), el cual evaluara si hay diferencias entre las curvas de supervivencia, si la
significacion de los cuatro tratamientos es < 0.005. y la gréfica de Supervivencia precisaran
y compararan los porcentajes de sobrevivencia, que confirma la mortalidad y significativa de
los datos obtenidos.

Los instrumentos estadisticos empleados son:
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Tabla N° 01. Proceso de analisis de los datos

Estadistico

Tabla de
Frecuencia

Gréfico de
Barra

Kaplan-Meier

Funcién
Gréfica de
Supervivencia

Caracteristica

En una Hoja Excel se

colocaron los datos de las

concentraciones y sus
respectivos sujetos de
estudio

Describir el
comportamiento de las
larvas a la exposicidn
segun los tiempos.

Prueba de Log Rank
(Mantel-Cox)

Comparar las curvas de
exposicion de la larva a
cada tipo de
Bioinsecticida

5.8. Aspecto ético

Para el presente estudio se estimd por conveniente, teniendo en cuenta que el uso de los

Objeto de su Uso

Controlar los
tiempos medios a
través de la
exposicion de las
larvas en la
solucién

Verificar su
evolucion a través
de los ensayos el
efecto del
Bioinsecticida

Evaluar si hay
diferencias entre las
curvas de
supervivencia, si la
significacion es <
0.05.

Visualizar la
tendencia
porcentual

Logro Obtenido

Contabilizar la tasa de
mortalidad en cada ensayo

Analizar las diferencias de
mortalidad en ambos
ensayos

Comparando los cuatro
tratamientos. demostrando
la calidad del analisis de los

datos.

Precisar y comparar los
porcentajes de
sobrevivencia, que confirma
la mortalidad y significativa
de los datos obtenidos.

productos Bioinsecticidas en esta investigacion se obtuvieron de la universidad Nacional

Mayor de San Marcos, laboratorio de microbiologia ambiental y biotecnologia de la Facultad

de Ciencias Bioldgicas, asegurando con ello la idoneidad y calidad del uso de productos

certificados. Asi mismo, se obtuvieron los gusanos de los fundos agricolas “Chapi” y “San

Jorge” Ica-Per(; mediante recoleccion manual en los campos de cultivo, preservando el

entorno de cultivo donde se encontraban estos insectos.

Finalmente, se salvaguardd, todos los procedimientos de laboratorio para el proceso

experimental, para asegurar la calidad de los resultados que aqui se presentan.
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6.

Resultados

6.1. Analisis descriptivo del comportamiento de Heliothis virescens F
“gusano perforador” frente a los tratamientos a base de esporas

y cristales de Bacillus thuringiensis.

Dia 1:

Para los gusanos sometidos a los cuatro diferentes tratamientos, se observo que la mortalidad
de los Heliothis virescens F “gusano perforador” mas pequefios (< a 20 mm) van aumentando,
al igual que se observa una disminucion en el ritmo de su alimentacién. A diferencia de los
gusanos que solo fueron sometidos a agua de grifo que no sufrieron reduccion en su mortalidad

ni sufrieron disminucion en su alimentacion.
Dia 2:

Se observa que la mortalidad de los Heliothis virescens F “gusano perforador” medianos (= a
20 mm) y algunos de los grandes ( > a 20 mm) sometidos a los diferentes tratamientos va en
aumentos, a su vez que a alimentacién de los gusanos tanto en las hojas como en los turiones
del Asparagus officinalis “esparrago verde” es minima, también se observa una disminucion
en su motilidad. Mientras que los gusanos sometidos solo a agua de grifo no evidencian ningun
tipo de cambio, no hay disminucion de la poblacién, ni en la motilidad y tampoco hay cambios

en el ritmo de la alimentacion.

Dia 3:

No se observa Heliothis virescens F “gusano perforador” de tamafio pequeno (< a 20 mm) ni
medianos (=a 20 mm), la mortalidad de los Heliothis virescens F “gusano perforador” grandes
(> a 20 mm) va en aumento, los pocos gusanos perforadores que quedan, tienen motilidad
casi nula y no se alimentan de las hojas ni de los turiones del Asparagus officinalis “esparrago
verde”, si no, de los cadaveres o de los gusanos moribundos realizando canibalismo. Caso
contrario a los gusanos que no recibieron tratamiento alguno estos se desarrollaron de manera

progresiva hasta completar todo su ciclo bioldgico.
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6.2. Analisis inferencial de los datos

Porcentaje de la Mortalidad

Tabla N° 02 Porcentaje de la tasa de mortalidad del Heliothis virescens F. “gusano

perforador” del Asparagus officinalis L. “esparrago verde”, seguin intervalo de

tiempo.
Hora de Individuos
Bioinsecticida inicio del Vivos | Muertos % de % de
intervalo muertos Vivos
0-24 15 5 25% 75%
Bacillus thuringiensis 24 - 48 15 0 00% 75%
var. Kurstaki 48 - 72 12 3
40% 60%
Total 12 8
0-24 12 8 40% 60%
Bacillus thuringiensis 24 - 48 09 3 55% 45%
var. Israelensis 48 - 72 08 1
60% 40%
Total 08 12
0-24 14 6 30% 70%
Bacillus thuringiensis 24 - 48 09 5 55% 45%
var. Aizawai 48 - 72 08 1
60% 40%
Total 08 12
0 -24 10 10 50% 50%
Bacillus thuringiensis 24 - 48 8 2 60% 40%
(Kurstaki + Israelensis 48-72 1 7
+ Aizawai) - 95% 50
Total 1 19
0-24 20 0 00% 100%
24 - 4 2 % 100%
Agua (control) 8 0 0 00% 00%
48 - 72 20 0
00% 100%
Total 20 0

Se observa que la tasa de mortalidad de Heliothis virescens F. “gusano perforador” incrementa
con el tratamiento combinado a base de esporas y cristales de Bacillus thuringiensis (Kurstaki
+ Israelensis + Aizawai) a un 50% en un intervalo de 0 - 24 horas de exposicion hasta un 95%
de mortalidad de especimenes en el intervalo de 48 - 72 horas. Asi mismo, en los tratamientos
individuales la tasa de mortalidad varia entre el 40% y 60%, en intervalos de 48 - 72 horas.

(Anexo 4). Mientras gue en los gusanos controles no se evidencia tasa de mortalidad.
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Figura N° 06: Mortalidad del Heliothis virescens F. “gusano perforador” del

Asparagus officinalis L. “esparrago verde”, segun intervalo de tiempo de 0 a 72

horas.
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La figura nimero 06, nos confirma la mortalidad de los Heliothis virescens F. “gusano

perforador” del Asparagus officinalis L. “esparrago verde” en un periodo total de 0 a 72 horas.

Para el tratamiento combinado a base de esporas y cristales de Bacillus thuringiensis (Kurstaki
+ Israelensis + Aizawai), se observa que de los 20 Heliothis virescens F. “gusano perforador”
que se tenian en un inicio, solo sobrevive uno al transcurrir un tiempo determinado, dando
como resultado la mortalidad de 19 Heliothis virescens F. “gusanos perforadores” en un
tiempo de 72 horas. Para los tratamientos individuales como Bacillus thuringiensis var.
Kurstaki, solo se observa una mortalidad de 8 Heliothis virescens F. “gusanos perforadores”,
mientras que para Bacillus thuringiensis var. Israelensis y Bacillus thuringiensis var. Aizawai
se observa una mortalidad de 12 Heliothis virescens F. “gusanos perforadores” en un tiempo
transcurrido de 72 horas.

Para el grupo control, los 20 Heliothis virescens F “gusanos perforadores” sobrevivieron al
tiempo transcurrido de 72 horas, cumpliendo incluso su ciclo biolégico llegando a pupay a
polilla.
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Tiempo minimo de Exposicion

Figura N° 07: Tiempo minimo de exposicion en el cual los tratamientos a base de esporas y cristales surgen efecto al Heliothis virescens

F. “gusano perforador” del Asparagus officinalis L. “esparrago verde”.
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En la figura numero 7 se observa, que en las dos primeras horas ninguno de los tratamientos
sea de manera individual o combinada hacen efecto, el efecto se observa a las 3 horas de
exposicion en donde los tratamientos individuales Bacillus thuringiensis var. Kurstaki,
Bacillus thuringiensis var. Israelensis y el tratamiento combinado a base de esporas y cristales
de Bacillus thuringiensis (Kurstaki + Israelensis + Aizawai) surgen efecto teniendo una
disminucién de 2, 1y 3 Heliothis virescens F. “gusanos perforadores” respectivamente. Para
el caso de thuringiensis var. Aizawai se observa que el efecto recién inicia a las 7 horas de

exposicion teniendo solo 1 individuo de Heliothis virescens F. “gusano perforador” muerto.

Para el caso control, los 20 individuos sobrevivieron a las 8 primeras horas de exposicion y a

lo largo de todo el experimento.

Tiempo medio de supervivencia

Tabla N° 03. Tiempo medio de supervivencia de Heliothis virescens F. “gusano
perforador” del Asparagus officinalis L. “esparrago verde”, a los diferentes tipos
de tratamientos.

Tiempo Medio de

Supervivencia

Bioinsecticida Ensayo N°02

Horas

Bacillus thuringiensis var. Kurstaki 48.00

Bacillus thuringiensis var. Israelensis 40,00

Bacillus thuringiensis var. Aizawai 43,20

Bacillus thuringiensis (Kurstaki + Israelensis + Aizawai) 24,00

Se observa que el tiempo medio de supervivencia del Heliothis virescens F. “gusano
perforador” al tratamiento combinado a base de esporas y cristales de Bacillus thuringiensis
(Kurstaki + Israelensis + Aizawai) es de 24 horas, a diferencia de los tratamientos individuales
en donde se puede observar que el tiempo medio de supervivencia para Bacillus thuringiensis
var. Kurstaki es de 48 horas, para Bacillus thuringiensis var. Israelensis es de 40 horas y para

Bacillus thuringiensis var. Aizawai es de 43.20 horas.

Teniendo en cuenta que la supervivencia es la probabilidad que tienen los Heliothis virescens
F. “gusanos perforadores” en alcanzar un respectivo tamafio larval o en concluir su ciclo de
vida después que ser sometidos a los tratamientos individuales y tratamiento combinado a base

de esporas y cristales de Bacillus thuringiensis (Kurstaki + Israelensis + Aizawai).
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Media de supervivencia

Tabla N° 04. Medias de tiempo de supervivencia de Kaplan Meier, a la exposicion

de Heliothis virescens F. “gusano perforador” frente a los diferentes tratamientos.

Ensayo
.. - Estimacion de la Intervalo de
Bioinsecticida . Error .
media de . confianza de
. . estandar
supervivencia 95%
Bacillus thurlnglgn3|s var. 41,150 4,144 33028 49272
Kurstaki
Bacillus thurlng|§n5|s var. 30,850 4,637 21,761 39,939
Israelensis
Bacillus thgrlng!en5|s var. 34,250 3,952 26503 41,997
Aizawai
Bacillus thuringiensis
(Kurstaki + Israelensis + 29,400 4,253 21,064 37,736
Aizawai)
Global 34,500 1,842 30,889 38,111

a. La estimacion esta limitada al tiempo de supervivencia
mas largo, si esta censurado.

Teniendo en cuenta que el método de Kaplan-Meier, calcula las probabilidades de
supervivencia mediante el producto de las estimaciones de las probabilidades condicionadas

de supervivencia correspondientes a cada uno de los diferentes intervalos de tiempo.

En la tabla 04, se observa que la media de tiempo de supervivencia de Heliothis virescens F.
“gusano perforador” después que ser sometidos al tratamiento combinados a base de esporas
y cristales de Bacillus thuringiensis (Kurstaki + Israelensis + Aizawai), es de 29.40 horas. A
diferencia de los tratamientos individuales en donde la media de supervivencia para Bacillus
thuringiensis var. Kurstaki es de 41,150 horas, para Bacillus thuringiensis var. Israelensis es

de 30,850 horas y para Bacillus thuringiensis var. Aizawai es de 34,250 horas.

Comprobando que los Heliothis virescens F. “gusano perforador” tienen un tiempo de
supervivencia menor al ser sometidos al tratamiento combinados a base de esporas y cristales

de Bacillus thuringiensis (Kurstaki + Israelensis + Aizawai).
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Significancia
Tabla N° 05. Prueba de Log Rank (Mantel-Cox), para determinar la significancia
de los cuatro diferentes tratamientos a base de esporas y cristales de Bacillus
thuringiensis.

Comparaciones Globales Ensayo

Chi-cuadrado gl Sig.
10,913 4 0.028

Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia
para los distintos niveles de bioinsecticida

Log Rank (Mantel-Cox)

En la tabla 05 se presenta la prueba de Log Rank (mantel-Cox), el cual realiza las
comparaciones globales de los cuatro diferentes tratamientos a base de esporas y cristales, con
la finalidad de aceptar o rechazar la hip6tesis nula, en este ensayo la hipotesis nula se refiere
a la igualdad de los tratamientos y de que estos no generan ningin efecto inhibitorio en la
supervivencia de los Heliothis virescens F. “gusanos perforadores”, como se aprecia en la
tabla, se puede concluir que se rechaza la hip6tesis nula porque si existen diferencias
significativas entre los cuatro diferentes tratamientos a base de esporas y cristales de Bacillus
thuringiensis y que estos si ejercen un efecto inhibitorio en la supervivencia de los Heliothis
virescens F. “gusanos perforadores”, debido a que su nivel de significacion es de 0.028 el cual
es menor a 0.05, (p-valor 0,028 < 0.05). (Anexo 6)

Teniendo en cuenta que el estadistico de Log Rank (Mantel-Cox), es usada frecuentemente
para establecer la eficacia de nuevos tratamientos en relacion a otros cuando la variable
relevante es el tiempo transcurrido establece. Si la significacia es <0.05 se puede decir que hay

diferencias entre las curvas.
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Diagrama de supervivencia

Figura N° 08: Supervivencia de la media del Heliothis virescens F. “gusano
perforador” del Asparagus officinalis L. “esparrago verde”, frente a los diferentes

tratamientos.
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Obsérvese en la figura 08, que el tiempo medio de supervivencia es de 24 horas, indicando
gue el tratamiento combinados a base de esporas y cristales de Bacillus thuringiensis (Kurstaki
+ Israelensis + Aizawai) es el bioinsecticida de mayor efectividad que las otras soluciones
preparadas para incrementar la mortalidad del Heliothis virescens F. “gusano perforador” del

Asparagus officinalis L. “esparrago verde”

Contrario a lo observado para los tratamientos individuales Bacillus thuringiensis var.
Kurstaki, Bacillus thuringiensis var. Israelensis y Bacillus thuringiensis var. Aizawai

indujeron menor mortalidades durante las horas de exposicion.
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7. Discusion

El uso de organismos benéficos (enemigos naturales) contra aquellos que causen dafio (plagas)
esta ampliamente documentado en diversos estudios (Nicholls C.1., 2008; Flores, 2000; Sarmiento
y Rézuri, 1978) como una estrategia de reduccidn de plagas a una proporcién que no cause dafio
econodmico. Esta estrategia de control se desarrollé en el presente estudio con el propdsito de
determinar el efecto de las concentraciones de los Bioinsecticidas a base de esporas y cristales de
Bacillus thuringiensis var. Aizawai, Bacillus thuringiensis var. Israelensis y Bacillus

thuringiensis var. Kurstaki de manera individual y combinada.

Esta estrategia se desarrollé en un ambiente de laboratorio para evaluar ese efecto en el gusano
perforador (Heliothis Virescens F.) del espérrago verde (Asparagus officinalis L.); por lo tanto,
se observa que al exponer a los gusanos perforadores “Heliothis Virescens F” al bioinsecticida
Bacillus thuringiensis var. Kurstaki, la tasa de mortalidad es de un 40%; con Bacillus
thuringiensis var. Israelensis, la tasa de mortalidad es de un 60%; con Bacillus thuringiensis var.
Aizawai la tasa de mortalidad es de un 60%; sin embargo, cuando se emplea la combinacion de
Bioinsecticidas (Bacillus thuringiensis: Kurstaki + Israelensis + Aizawai), la tasa de mortalidad
se incrementa a 95%. Los resultados coinciden con los obtenidos por Gallegos et al. (2003),
quienes informaron correlaciones similares con los datos de 48 h (94% de mortalidad) y 72 h (98

de mortalidad) de ensayo.

Estas variaciones porcentuales a la exposicién del tratamiento combinado a base de esporas y
cristales de Bacillus thuringiensis (Kurstaki + Israelensis + Aizawai), demuestra que este control
biolégico es altamente efectivo, al demostrarse que las tasas de mortalidad tienen una tasa
porcentual de 40% a 95% en un tiempo minimo inicial de 3 horas. Nuestros resultados, evidencian
gue esta efectividad presentada es reportada por autores para sostener que el aislamiento de cepas
de Bacillus thuringiensis es de mucho interés biotecnolégico en suelo agricolas peruanos,
teniendo en cuenta que su potencial entomotdxico es convenientemente Gtil para producir
insecticidas bioldgicos o, en su defecto que las variaciones horarias de la curva y crecimiento de
los bioformulados liquidos de Bacillus thuringiensis va en fases de crecimiento entre 40 horas
hasta concentraciones constantes de 160 horas con una fase de muerte a las 624 Horas, ademas
de destacarse el interés agrondémico que adquirid este Bioinsecticida a fines de la década del 70
en el valle de Huaral (Flores et al, 2009; Carreras Cabezas, 2009; Sauka & Benidende, 2008 y

Sarmiento y Razuri, 1978 respectivamente).

Estos reportes coinciden también con el analisis que hace Nicholls Estrada (2008), al postular que
un manejo agroecoldgico adecuado permite que el habitat con la biodiversidad permite que se

conlleve a un establecimiento de una infraestructura conveniente y apropiada para controlar los
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enemigos naturales del esparrago verde (Asparagus Officinalis F.), favoreciendo con ello que el
éxito del cultivo mantenga las condiciones de crecimiento y desarrollo, asi como el aseguramiento
que el producto se colocara en el mercado nacional o, cumpla con las exigencias del mercado
internacional, cuando de exportacion, al exigirse un producto que se valore por su calidad,
frescura, inocuidad y abastecimiento (Shimizu, 2008; citado por Ledn Castillo J.V., 2011). Desde
esta perspectiva, se encuentra que el uso de este tratamiento combinado a base de esporas y
cristales de Bacillus thuringiensis (Kurstaki + Israelensis + Aizawai) genera un efecto de
mortalidad sobre Heliothis virescens F. “gusano perforador” controlando su ciclo biologico y
evitar los dafios al Asparagus officinalis L. “esparrago verde” especialmente a los turiones y el
tallo, ademas de evitar la absorcion de productos quimicos y téxicos que pudieran llegar al ser

humano quien lo consume.

No obstante, nuestro estudio no se limité a observar la tasa de mortalidad y la eficacia de los
diferentes tratamientos empleado, también se observa en la Figura (N°07) que el tiempo minimo
en que tarde en evidenciarse la accion de los diferentes tratamientos es de 3 horas, teniendo al
final un promedio de mortalidad de 95% de eficacia en la mortalidad en los de los Heliothis
virescens F. “gusano perforador” que fueron sometidos al tratamiento combinado a base de
esporas y cristales de Bacillus thuringiensis (Kurstaki + Israelensis + Aizawai). De igual manera,
al probar nuestra hipotesis general, esta ampliamente demostrado que la mortalidad observada se
hace mas notable en la exposicion del Bacillus Thuringiensis (Kurstaki + Israelensis + Aizawai)
C., con una tasa de mortalidad de 60% en un periodo de 24 a 48 horas de exposicion (Tabla N°
02).

Asi mismo, cuando realizamos un analisis comparado de la supervivencia del Heliothis virescens
F., la accién del tratamiento combinado a base de esporas y cristales de Bacillus thuringiensis
(Kurstaki + Israelensis + Aizawai), se observo que el tiempo medio de supervivencia es de 24
horas (Tabla N° 04) y, en el analisis de supervivencia con el Kaplan Meyer, las diferencias son de
29,400 de estimacion porcentual (Tabla N° 05), lo que indica que desde la tabla N° 02 a hasta esta
tabla N° 04 evidencia que nuestros objetivos especificos relacionados con la eficacia de los
Bioinsecticidas combinados es mas efectivo que en el uso individual del insecticida pero que ya
se demuestra la bondad del producto que se usa para el control de plagas en la siembra del
Esparrago Verde (Asparagus Officinalis L.) esta diferencia se expresa en el figura N°07 con un
tasa media de supervivencia de 29.400 horas; por ultimo se destaca al utilizar el estadistico
Mantel-Cox (Log Rank) demostrando la eficacia de los diferentes tratamientos a base de esporas
y cristales de Bacillus Thuringiensis es estadisticamente significativa p-valor 0.028 (p<0.05).
(Tabla N°05)
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A partir de este planteamiento, el objetivo especifico N°1 destaca la necesidad de establecer la
eficacia de la mortalidad del Heliothis virescens F, por la accion de las esporas y cristales,
considerando que el tratamiento combinada del Bioinsecticida de las diferentes variedades
obtenidas por el laboratorio de Microbiologia Ambiental y Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la UNMS, producto que esta institucion los obtiene directamente del
ambito natural y agricola y procesados por sus laboratorios, evidencian que la tasa de mortalidad
del Heliothis virescens F., es alta en un 95% cuando se utiliza el tratamiento combinada a base de

esporas y cristales de Bacillus thuringiensis (Kurstaki + Israelensis + Aizawai).

Para nuestro objetivo N°02 se logrd determinar el nivel significatividad de esa eficacia; al
observarse que las diferencias en analisis del Log Rank (Mantel-Cox), es altamente significativo
al obtener un p-valor de 0.028, lo que implica que al ser este dato menor que 0.05, confirman la
eficacia del tratamiento combinado a base de esporas y cristales de Bacillus thuringiensis
(Kurstaki + Israelensis + Aizawai), sobre los tratamientos individuales Bacillus thuringiensis var
Kurstaki, Bacillus thuringiensis var Israelensis y Bacillus thuringiensis var Aizawai. En cambio,
en el grupo control al no haberse expuesto al Heliothis virescens F “gusano perforador” a ningin
tipo de tratamiento ya sea individual o combinado; éstos mantienen su ciclo biolégico normal;
estos resultados también pueden observarse en condiciones de campo, al sostenerse que un uso
de 0.9 a 1.5 kg/ha., dosis en diluciéon de 300 a 350 (gr/200 Its) es efectivo para el Heliothis
virescens F. (MiPer(, manejos integrados SAC., 2004)

8. Conclusion

»  Se puede observar que los Heliothis virescens F. “gusanos perforadores” pequefios son los
gue mueren mucho maés rapido, no pasando el primer dia de exposicion a los diferentes

tratamientos.

» Laaccion del tratamiento combinado a base de esporas y cristales de Bacillus thuringiensis
(Kurstaki + Israelensis + Aizawai), presenta una tasa de mortalidad altamente significativa
en el gusano perforador (Heliothis virescens F.) del esparrago verde (Asparagus officinalis
L.), evidencidndose un 50% de larvas muertas en un tiempo de 0 — 24, de 60% en un tiempo
de 24 — 48 horas y de un 95% en un tiempo de 48 — 72 horas. A diferencia de los tratamientos
individuales en donde se observa que Bacillus thuringiensis var lIsraelensis y Bacillus
thuringiensis var Aizawai tiene una tasa de moralidad parecida de 40% y 30% de 0 — 24
horas respectivamente, de 55% de 24 — 48 horas y de 60% 48 — 72 horas mientras que

Bacillus thuringiensis var Kurstaki solo se observo 25% de larvas muertas en un tiempo de
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0 — 24 horas, de 0% en un tiempo de 24 — 48 horas y de un 40% en un tiempo de 48 — 72
horas, siendo el tratamiento con el indice de mortalidad mas bajo.

La accion del tratamiento combinado a base de esporas y cristales de Bacillus thuringiensis
(Kurstaki + Israelensis + Aizawai), es mas efectivo, para incrementar la tasa de mortalidad
de los Heliothis virescens F. “gusano perforador”, confirmando que la tasa media de

sobrevivencia del Heliothis virescens F. “gusano perforador”, es de 29,400 hora.

La significatividad de los cuatro diferentes tratamientos a base de esporas y cristales de
Bacillus thuringiensis, confirma las diferencias en las tasas de sobrevivencia de los gusanos

ante el tratamiento combinado teniendo X? 10,913 p-valor 0.028 < 0.05.

El andlisis inferencial confirma la significativas de la mortalidad sobre el Heliothis virescens
F. “gusano perforador” del Asparagus officinalis L. “esparrago verde”, confirmandose la
capacidad del tratamiento combinado a base de esporas y cristales de Bacillus thuringiensis

(Kurstaki + Israelensis + Aizawai).

Recomendaciones

» Trasladar los resultados del tratamiento combinado a base de esporas y cristales de
Bacillus thuringiensis al campo agricola para confirmar la calidad de los datos obtenidos en

esta investigacion.

> Realizar estudios experimentales con la finalidad de evaluar si existe la posibilidad de
que los Heliothis virescens F “gusano perforador” del esparrago verde (Asparagus officinalis

L.) genere resistencia frente a al Bioinsecticida Bacillus thuringiensis.

» Buscar nuevos tratamientos naturales con la finalidad de reducir el uso de insecticidas
quimicos en los cultivos agricolas evitando asi su absorcidn, los cuales son téxicos al ser

consumidos por el ser humano
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ANEXOS

Anexo 1. Descripcion de la planta

La planta de esparrago estad formada por tallos aéreos ramificados y una parte subterranea

constituida por raices y yemas, que es lo que se denomina cominmente “garra”.

37 a‘/e/(?;oa Lergakodare:
«
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-Tallo: el tallo principal es Unico, subterraneo y modificado en un rizoma. En el terreno se
desarrolla horizontalmente en forma de base o plataforma desde la cual se producen hacia la

tierra, las raices y hacia fuera los tallos herbaceos.

-Raices: Las raices principales nacen directamente del tallo subterraneo o rizoma y son
cilindricas, gruesas y carnosas teniendo la facultad de acumular reservas, base para la proxima
produccion de turiones; de estas raices principales nacen las raicillas o pelos absorbentes cuya

funcion es la de absorcion de agua y elementos nutritivos.
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Las raices principales tienen una vida de 2 a 3 afios; cuando estas raices mueren son sustituidas
por otras nuevas, que se sitlan en la parte superior de las anteriores, con ello las yemas van
quedando mas altas; de esta forma la parte subterranea va acercandose a la superficie del suelo

a medida que pasan los afios de cultivo.

-Yemas: Las yemas son los érganos de donde brotan los turiones, parte comestible y
comercializable de este producto, que cuando se dejan vegetar son los futuros tallos

ramificados de la planta.

-Flores: Son pequefias, generalmente solitarias, acampanadas y con la corola verde
amarillenta. Su polinizacién es cruzada con un elevado porcentaje de alogamia, entiéndase la

fecundacion de la flor con otra flor.

-Fruto: Es una baya redondeada de 0.5 cm. de didmetro; Son de color verde al principio y

rojos cuando maduran. Cada fruto tiene aproximadamente de 1 a 2 semillas.

-Semillas: Son de color pardo oscuro o negras, y con forma entre poliédrica y redonda,

teniendo un elevado poder germinativo.

La planta de esparrago es dioica; es decir, hay plantas hembras que solamente dan flores

femeninas y plantas machos que Unicamente dan flores masculinas.

-Cladodios: Son tallos con el aspecto de hojas. Aparecen porque las hojas son muy pequefias

y ya no pueden cumplir con su funcién.
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Anexo 2: Limite méximo de residuos de plaguicidas del esparrago verde
(Asparagus officinalis L.) — Peru.

Principio Activo Uso LMR(ppm)
Alfa Cipermetrina Insecticida 0.1
Azocyclotin Acaros 0.05
Carbaryl Insecticida 15
Carbendazim Fungicida 0.2
Carbosulfan Insecticida 0.05
Chlorfluazuron Insecticida 2
Chlorothalonil Fungicida 0.1
Chlorpyrifos Insecticida, Acaros 0.05
Clofentezine Acaros 0.02
Cyhexatin Acaros 0.05
Cipermetrina Insecticida 0.1
Deltametrina Insecticida, Acaros 0.05
Diazinon Insecticida 0.5
Diflubenzuron Insecticida 0.05
Dimetoato Insecticida 0.05
Etofenprox Insecticida 0.01
Fenpyroximate Insecticida 0.05
Fenthion Insecticida 0.01
Fipronil Insecticida 0.05
Imazalil Fungicida 0.02
Imifacloprid Insecticida 0.05
Metomil Insecticida 2
Metoxifenocide Insecticida 0.02
Metiram Fungicida 0.05
Pendimethalin Herbicida 0.05
Permetrina Insecticida, Acaros 1
Phenthoate Insecticida 0.05
Rotenone Insecticida 0.01
Spinosad Insecticida 0.2
Spiromesifen Insecticida 0.02
Tebufenozide Insecticida 0.05
Tiabendazol Larvicida 0.05
Thiamethoxam Insecticida 0.05

NTS N°739-MINSAIDIGESA V.01. Norma sanitaria que establece los Limites Maximos

de Residuos (LMR) de plaguisidas de uso agricola en alimentos de consumo humano.
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Cualidades
Microorganismo con forma cilindrica
(bacteria) que produce proteinas toxicas
durante la esporulacién (proceso de
produccién de esporas)

Creatoxinas letales para muchas especies
de insectos plaga y enfermedades, tales
como larvas de lepiddpteros,
escarabajos/tortuguillas 'y larvas de
mosquito.

Es inofensivo en humanos, aves y otros
miembros de la flora y fauna silvestre.

Proporciona propiedades insecticidas a
través de productos comerciales a base de
Bt. Estos productos comerciales de Bt
contienen cristales de proteinas téxicas o
una mezcla de cristales y esporas de Bt.
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Anexo 3: Matriz descriptiva de los Bacillus thuringiensis en el control de plagas.

Formas de Actuacion
Actlan como un veneno estomacal

Las esporas contribuyen a su toxicidad al
causar envenenamiento de la sangre y
proporcionando persistencia ambiental.

Cuando un insecto plaga ingiere los
cristales de proteinas de las hojas
tratadas, interrumpe su alimentacién en
cuestiéon de minutos, después que los
cristales se disuelven en su interior y
dafien las células intestinales.

En minutos, las esporas atraviesan la
pared y germinan rapidamente en el
interior del cuerpo, causando
envenenamiento de la sangre.

Las larvas interrumpen su alimentacion
en minutos y perecen en un intervalo de

1 a 3 dias.

Lentificacion, decoloran y muerte.



Anexo 4. Analisis de tiempos medios de la mortalidad.

Tabla de mortalidad Ensayo 2

Hora de inicio % de % de
Controles de primer orden del intervalo Vivos | Muertos| muertos | vivos
Bacillus thuringiensis var. 0 -24 20 5 25 75
Kurstaki 24 - 48 15 0 00| 1,00

48 - 72 15 3 ,33 ,67
Bacillus thuringiensis var. 0 -24 20 8 ,40 ,60
Israelensis

24 - 48 12 3 ,25 75

48 - 72 9 1 ,20 ,80
Bacillus thuringiensis var. 0 -24 20 6 ,30 ,70
Aizawai

24 - 48 14 5 ,36 ,64

48 - 72 9 1 ,20 ,80
Bacillus thuringiensis (Kurstaki 0 -24 20 10 ,50 ,50
+ Israelensis + Aizawai) 24 - 48 10 2 20 80

48 - 72 8 7 ,93 ,07
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Anexo 5. Analisis Inferencial (SPSS v.22)

Comparaciones por parejas

Bacillus thuringiensis
var. Kurstaki

Bacillus thuringiensis
var. Iraelensis

Bacillus thuringiensis
var. Aizawai

Bacillus thuringiensis
(Kurstaki + Iraelensis

+ Aizawai)
Chi- Chi- Chi- Chi-
Insecticida cuadrado Sig. cuadrado Sig. cuadrado Sig. cuadrado Sig.
Log Bacillus thuringiensis var. Kurstaki 2,653 ,103 ,918 ,338 10,195 ,001
Rank Bacillus thuringiensis var. Iraelensis 2,653 ,103 411 521 2,667 ,102
(Mantel-  Bacillus thuringiensis var. Aizawai 918 338 411 521 5,278 022
cox) Bacillus thuringiensis (Kurstaki +
. . . 10,195 ,001 2,667 ,102 5,278 ,022
Iraelensis + Aizawai)
Breslow Bacillus thuringiensis var. Kurstaki 2,848 ,091 ,900 ,343 9,319 ,002
(Generali Bacillus thuringiensis var. Iraelensis 2,848 ,091 ,481 ,488 2,029 ,154
zed Bacillus thuringiensis var. Aizawai ,900 ,343 481 ,488 4,725 ,030
Wilcoxon  Bacillus thuringiensis (Kurstaki +
. . . 9,319 ,002 2,029 ,154 4,725 ,030
) Iraelensis + Aizawai)
Tarone- Bacillus thuringiensis var. Kurstaki 2,757 ,097 ,916 ,339 9,818 ,002
Ware Bacillus thuringiensis var. Iraelensis 2,757 ,097 443 ,506 2,361 124
Bacillus thuringiensis var. Aizawai ,916 ,339 443 ,506 5,019 ,025
Bacillus thuringiensis (Kurstaki +
. . . 9,818 ,002 2,361 124 5,019 ,025
Iraelensis + Aizawai)
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Anexo 6: Definicion del estadistico de Log Rank (Mantel-Cox) y de la curva de supervivencia.

2. Tabla con el Estadistico Log Rank (Mantel-Cox) que establece si hay diferencias
entre las curvas de supervivancia. Sila significacion es < 0,05 pademos decir que hay
diferencias entre las curvas

Comparaciones globales
Chi-cuadrada al Sig
Log Rank (Manbel-C o) 9,924 1 0z

Prueba de igualdad de distribuciones de supenivancia
para diferantes niveles de Tipo de tralamiento

En esia tabla se representa el valor del estadistico Log Rank, los grados de iberiad
v la significacion estadistica. La Hy establece que ambas curvas son iguales, por lo
tanto si p < 0,05 indicaria que hay diferencias enfre las curvas, En esie ejgmplo come
p=0,002, se rechaza la hipdlesis nula y podemos decir que hay diferancias enire las
CUrvas

3. En la figura "funciones de supervivencia® se representa una curva de supervivencia
por cada cunva,

Funciones de sUDENTVEIG

Suparatsarsla cum

T T T T T
= e T =@ Ex L1
TIEM=D

En este ejemple se pueds observar coma 1a curva de supervivencia del tratamiento X
@5 supenor a la del tratamiento Y, por lo que podemos decrr que con al tratamiento X
existen menos fracasos que con el fratamiento Y,
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£Como expresar en un articule un andlisis de supervivencia?
En el apartado de material y métodos,

Por ejemplo si queremos descrbir la supervivencia de un cancer @ los 5 anos tras un
tratamienta con quimioterapia podemes decir: “se ha utilizado el método de Kaplan-Meier para
describir la supervivencia de los pacientes a los § anos”.

Sl lo que queremos es comparar el efeclo en la supervivencia de dos tratamientos, podemos
decir: "se ha utilizado el métoda de Kaplan-Meier para analizar la supervivencia iras el inicio da las
tratamientos y la prueba de log-rank para comparar la supenvivencia de ambos grupos”

En el apartado de resultados. Siempre que podamas es conveniente que representemas la
figura de la funcidn de superivencia, el impacte visual que genera es muy elevado. El método de
K.aplan-meier calcula |a probabilidad de no padecer el evento, asi que si por ejemplo el evento es
mortalidad tendriamas que poner que la supervivencia de los pacientes a x lempo ha sido %. 5i
por ejemplo estamas evaluando el éxito terapéutico de un fratamiento a 48 semanas, el evento
serd fracaso al tratamiento v si al final obtenemaos un resullado de un 95%, podremos escribir gue
&l fratamiento x prasania un exita dal 85% a las 48 semanas.

Si lo que eslamos hackendo es comparar dos fratamientos por ejemple para el VIH tendremos
que reflejar el resultada de las comparaciones globales par Log Rank (Mantel-Cox), Si por ejemplo
abtenemas gue la Chi cuadrado ha sido 9,924 con 1 grado de liberad y 1a significacion estadistica
0,002, tendremos gue decir o siguiente: "se han apreciado diferencias en cuanto a los fracasos
entre el ratamiento X y el tratamisnte Y para el control del VIH, X(1) = 5,524, p=0,002". También
podriamos decir "Hubo diferencias estadislicamente significativas en los fracasos  de los
pacientes que habian sido tralados con los tratamientes X e ¥ medianie estudio de supervivencia
de Kaplan-Meier (log-rank p = 0,002)",



