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RESUMEN
TOXICIDAD DE CEPAS NATIVAS DE Bacillus thuringiensis SOBRE Dione juno
(GUSANO DEFOLIADOR) A NIVEL LABORATORIO

Jean Piere Jesus Quiliche Duran Sergio Contreras Liza

Objetivo: Determinar si las cepas nativas de Bacillus thuringiensis influyen en el control de
Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio. Materiales y métodos: La investigacion
es de tipo aplicativo a nivel explicativo, experimental; para el inicio se activé y caracterizo
las cepas Bt-10, Bt-15, Bt-21, Bt-23 y Bt-32 perteneciente al cepario del Laboratorio de
Biotecnologia de la Produccién (N° 309), se realizaron ensayos de toxicidad a diferentes
concentraciones de toxinas (0, 0.5, 1 y 2ng/cm?), tipos de cepas de Bt y formulaciones
(espora o cristal) para determinar la mortalidad en larvas de tercer estadio de D. juno, se
analizaron los datos estadisticamente utilizando el ANVA y la comparacion multiples de
Tukey al 95% de confianza con el Software IBM SPSS Statistics 25.00. Resultados: Se
observo morfologia en bacilo, Gram+, colonia blanca, borde amorfo, con presencia de
espora-cristal con la tincion de verde de malaquita y se evidencio cristal de 130KDa por
SDS-PAGE caracteristico de Bt, el analisis estadistico brinda como dato un p-valor de 0.000,
por lo tanto se llevaria aceptar a la hipétesis del investigador que indicaria que, si existe
diferencia significativa entre los tratamientos analizados, ademas indica que la mayor
mortalidad en larvas de Dione juno se mostraron la concentracion de 2 ng/cm?, con la cepa
Bt-23 y con la formulacion de espora y cristal. Conclusiones: Se concluye que las cepas
nativas de Bacillus thuringiensis influyen significativamente el control de Dione juno
(qusano defoliador) a nivel laboratorio, considerando el control biolégico como una
alternativa para el control de plagas agricolas.

Palabras claves: bioensayos, toxicidad, control de plagas.
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ABSTRACT
TOXICITY OF NATIVE STRAINS OF Bacillus thuringiensis ON Dione juno
(DEFOLIATOR WORM) AT THE LABORATORY LEVEL

Jean Piere Jesus Quiliche Duran Sergio Contreras Liza

Objective: To determine if native strains of Bacillus thuringiensis influence the control of
Dione juno (defoliating worm) at laboratory level. Materials and methods: The research is
of an explanatory and experimental type; for the beginning, strains Bt-10, Bt-15, Bt-21, Bt-
23 and Bt-32 were activated and characterized, belonging to the strain collection of the
Production Biotechnology Laboratory (N° 309), toxicity tests were carried out at different
toxin concentrations (0, 0. 5, 1 and 2ng/cm2), types of Bt strains and formulations (spore or
crystal) to determine mortality in third instar larvae of D. juno, data were analyzed
statistically using ANVA and Tukey's multiple comparison at 95% confidence with IBM
SPSS Statistics 25.00 software. Results: Bacillus morphology was observed, Gram+, white
colony, amorphous edge, with presence of spore-crystal with malachite green staining and
130KDa crystal was evidenced by SDS-PAGE characteristic of B. thuringiensis, the
statistical analysis gives a p-value of 0. 000, therefore it would lead to accept the hypothesis
of the researcher that would indicate that, if there is significant difference between the
treatments analyzed, it also indicates that the highest mortality in larvae of D. juno were
shown the concentration of 2 ng/cm?, with the strain Bt-23 and with the formulation of spore
and crystal. Conclusions: It is concluded that native strains of Bacillus thuringiensis
significantly influence the control of Dione juno (defoliating worm) at laboratory level,
considering biological control as an alternative for agricultural pest control.

Key words: bioassays, toxicity, pest control.



INTRODUCCION

El estudio denominado “Toxicidad de cepas nativas de Bacillus thuringiensis sobre
Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio”. Se realizé con el objeto de brindar el
potencial de Bacillus thuringiensis para el control de plagas agricolas. En tal sentido el
estudio tuvo objetivo determinar si las cepas nativas de Bacillus thuringiensis influyen en el
control de Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio.

El capitulo I esté referido al planteamiento del problema, aqui se expone la realidad
problemética, la formulacién del problema, objetivos, justificacion, delimitacion y
viabilidad del estudio, aca se plantearon las siguientes preguntas ¢De qué manera influye las
cepas nativas de Bacillus thuringiensis (Bt) en el control de Dione juno (gusano defoliador)
a nivel laboratorio? ;De qué manera influye la concentracion de toxinas de cepas nativas de
Bacillus thuringiensis (Bt) para el control de Dione juno (gusano defoliador) a nivel
laboratorio? ;De qué manera influye el tipo de cepa nativa de Bacillus thuringiensis (Bt)
para el control de Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio? ;De qué manera
influye la formulacion de cepa de Bt para el control de Dione juno (gusano defoliador) a
nivel laboratorio?

En el capitulo 1l se refiere al marco teorico, aqui se muestran los antecedentes
nacionales e internacionales, bases tedricas, definiciones conceptuales y formulacion de
hipétesis, se presentan las dos variables de estudio variable independiente: cepas nativas de
Bacillus thuringiensis y variable dependiente: control de Dione Juno.

En el capitulo 11l de metodologia, se presenta una investigacion del tipo aplicativo
de nivel explicativo, experimental; se evidencias las técnicas para la recoleccion de datos y
el analisis estadistico por medio del Analisis de Varianza y comparacion multiples de Tukey
al 95% de confianza con el Software IBM SPSS Statistics 25, adicionales las técnicas de

observacién y documentacion.



En el capitulo IV se dan los resultados sobre la caracterizacion y bioensayos con
cepas nativas de Bacillus thuringiensis, asi como presencia de figuras y las tablas estadisticas
obtenidas después del procesamiento de los datos.

En el capitulo V se dan la discusion y en el capitulo VI conclusiones y
recomendaciones del estudio, en base a determinar la concentracion, tipo de cepa y
formulacion 6ptima para la utilizacion de la bacteria Bacillus thuringiensis para el control
de larvas de tercer estadio de Dione juno, en el capitulo VII las Referencias y en Anexos se

visualizan la guia de observaciones y figuras complementarias.

Xl



CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1 Descripcion de la realidad problematica

En la historia de la agricultura, el ser humano siempre ha dado importancia a otras
especies de la naturaleza que ayudan o dificultan la produccién agricola. Entre estas especies
se encuentran los insectos ya que son los primeros en colonizar los campos de cultivo recién
sembrados y en muchas de las ocasiones, sobrepasan el umbral tolerado por los agricultores
convirtiéndose en una plaga (Alomar, 2005). Las pérdidas de cosechas generadas por plagas
y enfermedades, han sido aproximadas en un 37% de la produccién agricola en todo el
mundo y con un 13%- causada por insectos (Gatehouse, Hilder y Boulter, 1992).

Una de estas plagas es la especie Dione juno conocida como “gusano defoliador” o
“mariposa negra del maracuya” que afecta al cultivo de maracuyé (Garcia, 2006), tiene una
amplia flexibilidad adaptativa de crecimiento y reproduccién en lugares con vegetacion
secundaria (Montero, 2007), en estadio larvario la mayoria se alimenta de las hojas causando
defoliacion, pudiendo llegar a afectar los botones florales, ademas presenta tener un habito
gregario, lo que puede ser critico para el cultivo (Calle, Cobos y Romero 2005).

Frente a esto, desde su invencion, los agroquimicos han representado la principal
opcion para el control de numerosas plagas (Rosas-Garcia, 2008). Su uso se ha propagado
sin tomar en cuenta los efectos adversos de estos, como el surgimiento de plagas resistentes
y secundarias, dafios al medio ambiente y otros organismos (Rosas-Garcia y De Luna-
Santillana, 2006). Existe evidencia que provocan la contaminacién de acuiferos
superficiales, alimentos, suelo. Ademas, afectan a la diversidad de las especies, la cadena
alimenticia, el flujo de energia, los ciclos de nutrientes, la genética de los organismos, y en
general, en el equilibrio del ecosistema y la situacién actual de las abejas es preocupante,
debido a que el censo poblacional ha disminuido drasticamente por el uso extensivo de

pesticidas y agroquimicos (Kovéacs-Hostyanszki et al., 2017).



El dafio a la salud que origina en los agricultores se debe principalmente al
inadecuado manejo de los agroquimicos y a la toxicidad de estos productos durante y después
de su uso, ello genera efectos de manera inmediata por intoxicaciones agudas (Rozas, 1999),
y a largo plazo provoca intoxicaciones cronicas que puede ocasionar céncer testicular,
riesgos elevados de leucemia, mieloma multiple, cancer de prostata, cancer de estdmago,
cancer a la piel y cancer cerebral, numerosos estudios sugieren que los agricultores expuestos
a los fenoxiacidos y otros herbicidas tienen un elevado riesgo de sarcoma de tejidos blandos
y linfoma no-Hodgking (Zahm y Blair, 1993).

Es por eso que desde hace algunos afios se ha hecho énfasis en el uso de
bioinsecticidas, ya que son productos biodegradables y especificos. Existen organismos
entomopatogenos, y entre ellos figuran los hongos, protozoarios, algunos grupos de
nematodos y bacterias. Dentro de este Gltimo grupo podemaos sefialar a Bacillus thuringiensis
(Bt) como la méas importante, debido a que es la bacteria mas utilizada para la produccién de
bioinsecticidas, presenta la particular habilidad de producir inclusiones de tipo cristalinas en
simultaneidad en su fase de esporulacion. Se han descubierto d-endotoxinas activas contra
lepiddpteros (mariposas), coledpteros (escarabajos), dipteros (mosquitos), himendpteros
(hormigas), acaros y contra otros invertebrados como nematodos, gusanos planos y
protozoarios (Carreras, 2003). Las ventajas de Bt es que presenta inocuidad al hombre,
animales domeésticos, flora y fauna silvestre. La vida en almacén es duradera en forma de
producto seco, ademas cada vez se mejora los precios de produccion, debido a los avances
tecnoldgicos, microbiol6gicos y genéticos, lo que lo hace competitivo frente a los

agroguimicos (Razo, 1991).



1.2

Formulacion del problema

1.2.1 Problema general

« :De qué manera influye las cepas nativas de Bacillus thuringiensis (Bt) en el control de

Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio?

1.2.2

Problemas especificos

e (De qué manera influye la concentracion de toxinas de cepas nativas de Bacillus

thuringiensis (Bt) para el control de Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio?

e (De qué manera influye el tipo de cepa nativa de Bacillus thuringiensis (Bt) para el

control de Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio?

e ¢De qué manera influye la formulacion de cepa de Bt para el control de Dione juno

(gusano defoliador) a nivel laboratorio?

1.3
13.1

1.3.2

14

Objetivos de la investigacion
Objetivo general

Determinar si las cepas nativas de Bacillus thuringiensis influyen en el control de
Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio.

Objetivos especificos

Determinar si la concentracidn de toxinas de cepas nativas de Bacillus thuringiensis
influyen en el control de Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio.
Determinar el tipo de cepa nativa de Bacillus thuringiensis influyen en el control de
Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio.

Determinar si la formulacion de cepa nativa de Bacillus thuringiensis influyen en el
control de Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio.

Justificacion de la investigacion

1.4.1 Justificacion cientifica

A nivel nacional y mundial se buscan bacterias que tengan aplicaciones

biotecnologicas y que puedan ser una mejor tecnologia que los métodos convencionales, con



esta finalidad, se justifica desarrollar una coleccién de cepas bacterianas capaces de controlar
diversos insectos plaga de manera eco amigable, dentro de un plan de manejo integrado.

1.4.2 Justificacion Técnico-Econdmica

En este siglo la humanidad afronta una grave problemaética debido al aumento de la
demanda de alimentos, agotamiento de los recursos, incremento del precio de productos
agricolas y las dificultades ambientales causadas por los insecticidas quimicos. Esta
situacion demanda urgentemente el uso de insecticidas bioldgicos que genera procesos
sustentables y amigables con el ambiente, que ademas posibiliten una solucion para el
control de plagas. El presente estudio de investigacion, ayudara a tomar en cuenta a las
bacterias y su uso como controladores biolégicos, evitando el dafio al medio ambiente. Se
podré interesar a los organismos del estado e industria privada en un futuro no muy lejano,
en la implementacion de industrias biotecnoldgicas, mejorando asi la economia del pais.

1.4.3 Justificacion Social

El presente trabajo de investigacion, oriento sus esfuerzos en planificar, evaluar y
educar a la poblacién en la prevencion de la contaminacién del medio ambiente. Se podra
implementar programas de concientizacion ensefiando los dafios que genera el uso
indiscriminado de insecticidas quimicos, promoviendo ademas el control ecoldgico de
plagas.

15  Delimitacion del estudio
1.5.1 Delimitacion espacial

La investigacion se desarrollo en el Departamento de Lima, Provincia de Huaura,
ciudad de Huacho dentro de la Universidad Nacional José Faustino Sanchez Carrion en la
Facultad de Ingenieria Agrarias, Alimentaria e Ambiental en la Escuela de Agronomia,
Laboratorio de Biotecnologia de la Produccion (N°309).

1.5.2 Delimitacion temporal

Se realiz6 desde Noviembre del 2020 a Julio del 2021.



1.5.3 Delimitacion teorica

El reemplazo de tecnologias convencionales por tecnologias amigables al medio
ambiente, como seria el uso de insecticidas bioldgicos.
1.6  Viabilidad del estudio
1.6.1 Viabilidad técnica

La investigacion es viable porque cuenta con la informacion bibliografica y
experiencia profesional en investigacion, ademas se tiene un contacto fluido con la Doctora
Alejandra Bravo de la Parra del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Auténoma de
Meéxico que tiene méas de 30 afios en esta linea de investigacion.
1.6.2 Viabilidad ambiental

Debido a la naturaleza de la investigacion se generd impacto ambiental positivo, con
aportes de beneficio directo a los agricultores de la Regién, del Pert y a nivel Mundial,
debido a que permitiria un uso de tecnologias eco amigables, en comparacion a los
insecticidas quimicos.
1.6.3 Viabilidad financiera

El recurso econémico necesario para el estudio estara garantizado en su totalidad por
fondos propios del Laboratorio de Biotecnologia de la Produccion a cargo del Doctor Sergio
Liza Contreras de la Facultad de Agrarias, Industrias Alimentarias e Ingenieria Ambiental
ubicada dentro de la Universidad Nacional José Faustino Sanchez Carrién-Huacho. La
viabilidad de la disponibilidad de recursos humanos, infraestructura, materiales, insumos y
otros estara garantizada por el investigador.
1.6.4 Viabilidad social

La tecnologia serd puesta a disposicion de los agricultores para que posean una

alternativa para el control de plagas.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1  Antecedentes de la investigacion

2.1.1 Investigaciones internacionales
Loor y Salvatierra (2018), Universidad Laica Eloy Alfaro De Manabi, en su Tesis de

Pregrado Uso de Beauveria bassiana y Bacillus thuringiensis, para el control del defoliador
Dione juno en el cultivo de Maracuya, canton Sucre - 2018; tuvo como objetivo evaluar el
uso de B. bassiana y B. thuringiensis para el control de D. juno, en el cultivo de maracuya.
Se utilizd un disefio experimental DBCA con tres repeticiones, en una plantacion de un afio.
Se realiz6 una sola aplicacion de los productos, fueron evaluadas las larvas antes del
tratamiento y cada tres dias luego de la aplicacion y evaluandose cuatro veces cada tres dias.
El andlisis de varianza para la variable efectividad de los tratamientos (férmula de ABBOT),
establecio diferencias significativas para los tratamientos presentando dos rangos de
significacion segun la prueba de Tukey al 5% siendo el coeficiente de variacion de 3,75%.
El mayor promedio lo presentaron los tratamientos T1 (5ml de Bb), T3 (15ml de Bb), T5
(10ml de Bt) y T6 (15ml de Bt), con un valor de 100%; mostrando los tratamientos T4 (5ml
de Bt) y T2 (10ml de Bb) los menores promedios, con valores de 81,67 y 79%
respectivamente. Por lo cual se concluye que B. bassiana y B. thuringiensis son efectivos
para el control de D. juno.

Dutra, Tutida, Pissinati y Ventura (2017), publicé en la Revista Cientifica de
Ciencias de la Agronomia y Biotecnologia el articulo cientifico Mortalidad y deformacion
adulta causada por aceites vegetales rociados sobre larvas de Dione juno juno (Cramer,
1779); tuvo como objetivo evaluar la mortalidad de larvas y deformidades en insectos
adultos D. juno juno aplicando aceite vegetal de semillas de algodon (Gossypium hirsutum
L.), aceite de ricino (Ricinus communis L.) y neem (Azaditachta indica A. Juss). Los
tratamientos incluyeron soluciones en spray con 2% de aceites (emulsionadas con

detergente). Se utilizaron como controles detergentes (1%) y agua destilada. Se realizaron
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experimentos para larvas de segundo, tercer y quinto estadio, las evaluaciones se realizaron
1y 5 dias después del tratamiento. En los tres estadios probados, el aceite de neem mostrd
un mayor porcentaje de mortalidad (83, 73 y 64% respectivamente) que otros
tratamientos. Los aceites de ricino y algodon son mas eficientes en el segundo y tercer
estadio larvario. La pulverizacion de cualquiera de los dos aceites determind la deformacion
en adultos, estas deformaciones fueron méas drésticas en los insectos cuyas larvas fueron
tratadas con aceite de semilla de algoddn que con neem y aceite de ricino.

Moura, Picanco, Rocha y Horst (2000), publicd en la Revista de Pesquisa
Agropecuaria Brasileira publica el articulo cientifico Selectividad de insecticidas a tres
avispas predadoras de Dione juno (Lepiddptera: Heliconidae); tuvo como objetivo evaluar
la selectividad de los insecticidas Fentiom, Cartape, Malation y Deltametrina a Dione juno
juno en relacién con las avispas predadoras Polybia fastidiosuscula, Polybia scutellaris y
Protonectarina sylveirae (Hymenoptera: Vespidae), para ello se estimaron las curvas de
concentracion-mortalidad y utilizando la concentracion letal del insecticida en el 90% de los
individuos (CL90) y se calcularon indices de selectividad diferencial e indices de tolerancia,
obteniendo los resultados para Deltametrina, Cartape, Fentiom y Malation contra larvas de
D. juno juno obteniendo valores de CLgo (mg/mL) de 0.0016, 0.1563, 0.4418 y 0.3994
respectivamente, concluyendo que existe un efecto toxico en las especies de avispas.

Figueiro (1995). Universidad Federal de Para, en su Tesis de Maestria en Biologia
ambiental que lleva el titulo de Aspectos bioldgicos y control de la larva Dione juno
(Lepiddptera, Heliconidae) en maracuya (Passiflora edulis) por Baculovirus dione; tuvo
como objetivo determinar la eficacia de Baculovirus dione en el control bioldgico de larvas
de D. juno juno. En este estudio se llevaron a cabo dos series de experimentos, realizandolas
en laboratorio, para evaluar la susceptibilidad de las larvas al virus. Otra serie de

experimentos fueron aplicadas en condiciones de campo para probar las dosis del virus. Los



principales resultados de este estudio se dividen de la siguiente manera: mortalidad larvaria
de 20 a 40% para larvas agrupadas y 90 a 95% para larvas aisladas; control bioldgico: B.
dione es un virus de poliedrosis multiple nuclear (MNPV) que ha demostrado ser altamente
patégeno y eficaz para controlar D. juno juno empalme a concentraciones de 10, 20, 40y 80
gramos de larvas con 500 litros de agua, con un porcentaje de eficiencia que oscila entre el
56 y el 100% al séptimo dia después de la aplicacion del virus.

Villani, Campos, y Gravena (1980), publico en la Revista cientifica Anais da
Sociedade Entomologica do Brasil el articulo cientifico Eficacia de Bacillus thuringiensis
Berliner y fenitrotion + fenvalerato para el control de la larva del maracuya Dione juno juno
(Cramer, 1779) (Lepidoptera, Heliconidae); tuvo como objetivo evaluar en Brasil la eficacia
de 3 formulaciones de B. thuringiensis (Dipel PM, Dipel Flowable y Thuricide PM) para el
control de larvas de D. juno juno (Cram.) y se realiz6 un bioensayo para determinar la DLso
de Dipel Flowable, que contiene un 10% de Dipel PM en aceite mineral. En las pruebas de
campo, se aplicaron las 3 formulaciones de B. thuringiensis a 3,2 g a.i./100 litros, paration a
24 g/100 litros y una mezcla de fenitrotion y fenvalerato a 5 y 25 g, respectivamente/100
litros. Entre tres y seis dias después del tratamiento, todos los tratamientos permitieron
reducir en mas de un 60% el numero de larvas vivas. En el bioensayo de laboratorio, se
calculd que la DLsp era de 380 ppm. para Dipel Flowable, aproximadamente 3 veces menor
que la DLso en condiciones de campo, por lo cual, se concluye que las formulaciones de Bt
son eficientes para el control de D. juno.

2.1.2 Investigaciones nacionales

Rafael-Rutte, Aguilar, Maldonado y Ruiz (2020), public6 en la Revista cientifica
Chilean Journal of Agricultural & Animal Sciences el articulo cientifico Cepas nativas de
Bacillus thuringiensis contra Spodoptera frugiperda y Alabama argillacea en el cultivo de

algodon (Gossypium barbadens) en Piura, Per(; tuvo como objetivo aislar cepas nativas



de B. thuringiensis (Bt) y evaluar su toxicidad contra S. frugiperda y A. argillacea, insectos
plaga del cultivo de algodon. Las cepas nativas de Bt fueron aisladas de muestras de suelo
de diferentes zonas algodoneras de Piura, Perd. Se obtuvieron 600 colonias del género
Bacillus, de los cuales 37 cepas nativas presentaron caracteristicas morfoldgicas similares a
las cepas estandares de Bt (HD1 y NA118). La caracterizacion morfoldgica y bioquimica de
las 37 cepas nativas mostr6 que 15 cepas presentaron cristal paraesporal de forma
bipiramidal de accion toxica contra lepiddpteros, y caracteristicas bioquimicas similares a
las cepas estandares de Bt. El efecto toxico de las 15 cepas nativas se evalud con la prueba
del alimento contaminado con discos de hojas de lechuga y algodon. Los resultados
mostraron que las cepas IN-24, IN-30 e IN-34 ocasionaron 100% de mortalidad en S.
frugiperday las cepas IN-19, IN-24 e IN-25 ocasionaron 100% de mortalidad en A.
argillacea, mientras que la cepa IN-24 ocasion6 100% de mortalidad en ambas especies. Por
otra parte, la prueba de la dieta artificial revel6 que las cepas IN-34, IN-01 e IN-31
ocasionaron los mayores porcentajes de mortalidad en S. frugiperday A.
argillacea, respectivamente. Se concluyé que existe varias cepas nativas de B.
thuringiensis que pueden controlar S. frugiperda y A. argillacea.

Gutiérrez (2016), Universidad Nacional Hermilio Valdizan, en su Tesis de Maestria
Efecto de insecticidas bioldgicos para el control de mosca blanca (Bemisa tabaci) y
rendimiento del cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris) en condiciones climaticas del valle de
Huanuco — 2016; tuvo como objetivo fue evaluar el efecto de los insecticidas bioldgicos en
el control de mosca blanca (B. tabaci), el disefio que se emple6 fue de Bloques
Completamente al Azar (DBCA) con 5 tratamientos y 4 repeticiones haciendo un total de 20
unidades experimentales. La variable independiente (Insecticidas biol6gicos Beauveria
bassiana, Verticillium lecanii, Bacillus thuringiensis y Buprofecin) se midi6 con la variable

dependiente (control de mosca blanca y rendimiento) se comparé con el testigo (sin



aplicacion). Las variables evaluadas fueron numero de ninfas y adultos por cada tratamiento
y rendimiento del cultivo. Los resultados obtenidos demostraron que el tratamiento V. lecanii
con (80,53 - 90,83 %) y Buprofezin con (91,29 % - 96,98 %) muestra la mayor efectividad
en el control de ninfas y adultos de la mosca blanca, asi como el incremento en el rendimiento
en el cultivo de frijol.

Girano (2004), Universidad Nacional de San Martin, en su Tesis de Pregrado
Eficiencia de Bacillus thuringiensis en el control de Spodoptera frugiperda en el cultivo de
maiz (Zea mays) en el bajo Mayo; tuvo como objetivo determinar la eficiencia de Bacillus
thuringiensis en el control bioldgico en el cultivo de maiz. Se desarroll6 en los campos del
Proyecto Maiz de la E.E. "EI Porvenir"; se utiliz6 el Disefio de Bloques Completamente al
Azar, con arreglo factorial de 3 x 4 por 4 repeticiones. Los factores A1=Tiempo de aplicacién
de B. thuringiensis (1; 5y 10 dias después de la infestacion con S. frugiperda) y A2=Dosis
de Bacillus thuringiensis (0,0; 0,6; 0,8 y 1,0 Kg/Ha). Los resultados demostraron que a
mayor dosis de B. thuringiensis y a 72 horas después de la aplicacion se tiene un mejor
control de S. frugiperda en campo con promedios de 100; 100 y 92,04 % de larvas muertas
para 1, 5y 10 dias después de la infestacion.

Malpartida-Zevallos, Narrea-Cango y Dale-Larraburre (2013), publicé en la
Revista de Ecologia Aplicada el articulo cientifico Patogenicidad de Beauveria bassiana
(Bals) Vuill., sobre el gusano defoliador de maracuya Dione juno (Cramer) (Lepiddptera:
Nymphalidae) en laboratorio; tuvo como objetivo evaluar la patogenicidad de B. bassiana,
sobre el gusano defoliador del maracuya D. juno en laboratorio. La aplicacion se realizo
directamente mediante suspensiones de 10% 107 y 10%® conidias/mL™? de B. bassiana
perteneciente a la coleccion comercial del Servicio Nacional de Sanidad Agraria SENASA
y registré una mortalidad en las larvas de D. juno, entre 20% y 84% al cuarto dia. La CLsoy

la CLos fueron de 9.39 x 10° conidias mL™, y 1.42 x 108 conidias mL™ respectivamente, por
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lo que se concluye que la cepa CCB-LE 262 de Beauveria bassiana (Bb SENASA) tiene un
gran potencial como controlador biolégico de D. juno.

Abad etal. (2011), publicé en la Revista Ciencia e Investigacion el articulo
cientifico Biodiversidad de Bacillus thuringiensis aislados de agroecosistemas peruanos y
evaluacion del potencial bioinsecticida; tuvo como objetivo aislar y caracterizar cepas de
Bacillus thuringiensis de interés biotecnoldgico de suelos agricolas peruanos, y evaluar su
potencial entomotoxico frente a Spodoptera frugiperda. Como resultado se aislaron 54 cepas
de B. thuringiensis de 385 muestras de suelo agricola de diferentes partes del pais. Las
observaciones microscopicas mostraron la presencia de cristales parasporales
caracteristicos. Las cepas aisladas fueron evaluadas y confirmadas en sus caracteristicas
culturales y bioquimicas. Los bioensayos realizados sobre S. frugiperda, mostraron que la
cepa Bt-UNMSM-42 posee una toxicidad superior al resto de las cepas con una media de
mortalidad de 39,73% con 50 pyg/mL y de 71,93% para 250 pg/mL, con una desviacién
estandar de 11,30 y 9,98; respectivamente.

2.2 Bases tedricas
2.2.1 Bacillus thuringiensis

2.2.1.1 Historia

El bidlogo Berliner en 1911, fue el primero en descubrir la bacteria B. thuringiensis
cuando la encontré en la pupa de la mariposa del mediterraneo (Ephestia kuefmiella) y en
otras larvas de insectos provenientes de la ciudad Thuringen, la descripcion realizada fue ser
un bacilo Gram +, con flagelos peritricos, crecimiento vegetativo y con presencia de espora
(Berliner, 1915). Este microorganismo ya habia sido identificado (Ishiwata, 1901) como un
patogeno que generaria la enfermedad de sotto en la mariposa de seda (Bombyx mori), el
cual llamo B. sotto (Lambert y Peferoen, 1992). En el afio de 1915, Aoki y Chigasaki
observaron en cultivo viejos de B. sotto la presencia de una toxina que era la causante de la

muerte de los insectos y en 1927, Mattes verificd la observacion realizada por Berliner,
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afiadiendo que el crecimiento del cuerpo de desecho de la bacteria cambiaba también la
localizacion de la espora (Aizawai, 1971; Dulmage y Aizawai, 1982).

Bacillus thuringiensis es una bacteria que se encuentra en todas partes y existe en
diversos habitats como suelo, agua, hojas de plantas, insectos muertos, etc. Se tiene registro
de més de 350 secuencias diferentes de los genes Cry, esto impacta directamente en el control

de insectos que afectan a la agricultura y vectores de enfermedades (Crickmore et al., 1998).

2.2.1.2 Ciclo de vida

Consta de 2 fases, que incluye la division de la célula vegetativa y el desarrollo de la
espora. La célula vegetativa tiene forma de baston se fragmenta en 2 células hijas que forman
un tabique de division iniciado a la mitad de la membrana plasmética. La esporulacion
(Figura 1), incluye la division celular e involucra a 7 etapas que incluye la formacion del
filamento axial (etapa 1), preespora y aparicion del tabique (etapa I1), aparicion de cristales
parasporales y formacion de la preespora (etapa I11), formacidn de exosporium, pared celular
primordial, corteza y abrigos de esporas acompafiado de transformacién del nucleoide y
esporas (etapas IV a VI), y la maduracion de las esporas y lisis del esporangio (etapa VII)

(Bulla et al., 1980).

Figura 1. Etapas del proceso de esporulacion de B. thuringiensis (Bulla et al., 1980).

La esporulacion es inducida por una disminucion de los recursos nutritivos presentes
en el medio, el proceso dura entre 6 a 8 horas y originan una serie de cambios morfologicos
y fisiologicos remarcables. Las observaciones efectuadas en otros trabajos sobre el

crecimiento y la naturaleza del cristal paraesporal, mostraron que existe una relacion entre

12



la esporulacion y la aparicion de este cuerpo cristalino (Figura 2), el cual se compone
principalmente de una o varias toxinas de naturaleza proteica llamadas cominmente 6-

endotoxinas (Porcar y Judrez-Pérez 2004).

Figura 2. Micrografia electronica de transmision de B. thuringiensis (Soberon y Bravo 2003).

2.2.1.3 Caracteristicas de las 6-endotoxinas

Las d-endotoxinas son el componente paraesporal predominante en la mayoria de
subespecies de Bt (Bulla et al., 1980), donde existen variaciones en el nimero, la formay la
composicion de estas inclusiones (Aronson, Beckman, y Dunn 1986)(Aronson et al., 1986).
Estas inclusiones cristalinas contienen las proteinas Cry (crystal) y Cyt (cytolitic) de una o
varias clases, las cuales les confieren un amplio y diverso espectro de accion insecticida
(Porcar y Juérez-Pérez, 2004). La actividad biocida afecta a especies de insectos del orden
de Lepiddptera, durante el estadio larvario. Las proteinas Cry son estructuras paraesporal de
130 a 140 KDa, que muestra un efecto toxico hacia algiin organismo, esto se verifica por
ensayos de toxicidad o cualquier proteina que muestre similitud con las actuales proteinas
Cry (Barloy et al., 1996).

La familia de genes que codifican para estas toxinas es la familia del gen cry
(Crickmore et al., 1998; Schnepf et al., 1998), una caracteristica comun de los genes cry es
su expresion durante la fase estacionaria de crecimiento. La gran mayoria de los genes cry

pertenecen al grupo cryl (Figura 3) y estos son los mas estudiados (Crickmore et al., 1998).
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Figura 3. Filograma de identidad de las proteinas Cry y Cyt (Crickmore et.al., 1998).

2.2.2.4 Modo de accion de las toxinas

El modelo del mecanismo de accién que es mas aceptado y tiene mejor soporte
experimental, propone que son proteinas que ejercen su efecto toxico formando poros en las
células intestinales de los insectos, los cuales provocan un choque osmotico que conducen a
la lisis celular y finalmente la muerte de las larvas.

Esto inicia cuando un insecto ingiere los cristales de Bt, al llegar a intestino son
solubilizados y liberan las protoxinas. Las toxinas CrylA se producen como protoxinas de
130 kDa y se activan por accién de las proteasas, lo que da como resultado un nicleo
resistente a proteo6lisis de 60 kDa compuesto por los tres dominios (Pardo-Lopez, Soberon y
Bravo, 2013). Posteriormente, las proteinas Cry1A experimentan interacciones secuenciales
con diferentes proteinas del intestino medio del insecto, incluidas una proteina
transmembrana caderina (CAD) de 210 kDa y dos proteinas ancladas con glicosil-fosfatidil-

inositol (GPI), la fosfatasa alcalina (ALP) de 65 kDa y la aminopeptidasa-N (APN) de 120
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kDa (GOomez et al., 2014). La interaccion con CAD es una interaccion compleja que implica
tres epitopos localizados en las regiones extracelulares denominadas CR7, CR11 y CR12,
donde CR12 es el dominio proximal a la membrana. Estos epitopos de CAD interacttan con
los bucles 2, 3 y a-8 del dominio Il de la toxina Cry1lA (Atsumi et al., 2008; Gomez et al.,
2002). La interaccion con CAD promueve la formacién de una estructura oligomérica de la
toxina CrylA, la cual se inserta en la membrana para formar el poro (Pacheco et al., 2009).
Durante la oligomerizacién, la toxina CrylAb experimenta un cambio conformacional que
conduce a la reorganizacion de las cadenas laterales de triptofano, localizadas
principalmente en el dominio | de la toxina, reduciendo su accesibilidad al solvente. Tras la
penetracién de la membrana, se produce un segundo cambio en la conformacion
favoreciendo que los residuos de triptéfano entren en estrecho contacto con la membrana y
posiblemente anclan al oligdmero a la bicapa lipidica. Estos datos muestran que el dominio
| se inserta en la membrana. La oligomerizacion de las toxinas 3d-Cry se ha estudiado solo
en un namero limitado de toxinas (CrylA, Cry3Aa, Cry4Bay Cryl11Aa). Se demostrd que,
al igual que las toxinas Cry1A, las toxinas Cryl1Aay Cry3Aa también requieren la unién a
CAD para oligomerizar (Fabrick et al., 2009). En contraste, la toxina Cry4Ba es una
excepcién porque es capaz de oligomerizar in-vitro en ausencia de union al receptor CAD
(Rodriguez-Almazén et al., 2012). Posterior a este importante evento de formacion de
oligbmeros, se propone que los mondmeros insertan a la membrana una horquilla
hidrofobica formada por las hélices a-4 y a-5, mientras que el resto de las hélices del dominio
| se extienden sobre la superficie de la membrana en forma de “paraguas” (Girard et al.,
2009). Asi el oligbmero insertado en la membrana forma poros iénicos que llevan
eventualmente a la lisis celular (Knowles y Ellar, 1987). Los primeros sintomas de la
intoxicacion son la casi inmediata paralisis de la motilidad intestinal y la detencién de

ingesta; después de uno o dos dias, una vez que la barrera impuesta por el intestino ha sido
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superada, las esporas germinan en el ambiente nutritivo de la hemolinfa y el insecto muere
por la inanicién y septicemia. En relacion al modo de accion de la toxina CrylA, el Dr.

Sabino Pacheco Guillén, propone una versién inédita (Figura 4).
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Figura 4. Modo de accion de la toxina CrylA (Fuente inédita del Dr. Sabino, 2018).

2.2.2 Dione juno

2.2.2.1 Dafio

Las larvas de Dione juno es conocido como “gusano defoliador”, representa una de las
principales plagas de especies cultivadas del género Passiflora (Garcia, 2006). Siendo el
cultivo de Maracuya desarrollado en principalmente Brasil, Colombia, Ecuador y, méas
recientemente en Perl, Venezuela y Costa Rica (Schweintesius y Gomez, 1995). Se
considera una plaga de importancia, las larvas de esta especie son gregarias frecuentemente
viven en las hojas alimentandose de ellas y causando una fuerte defoliacion, reduciendo el
crecimiento y la producciéon de maracuya, y los ataques sucesivos de esta plaga pueden
causar la muerte de las plantas.

2.2.2.2 Ciclo biologico

El gusano defoliador del maracuya (Dione juno) presenta una metamorfosis completa o
también denominada holometabola. Su ciclo de vida comprende cuatro fases: huevo, larva,
pupa y adulto (Alvites 2012).
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Huevo: son de color amarillo, y poco antes de eclosionar se tornan negros, su forma es
conica, la superficie exterior es rugosa con crestas y micrépilo verticales. Son colocados en
grupos alineados en fila en el haz o en el envés de las hojas. Dione juno tiene una estrategia
singular para invadir las plantas de P. edulis, inicialmente 2 0 3 hembras inspeccionan la
planta durante 30 minutos, en dos dias depositan un promedio de 170 huevos cada una, la
postura de cada huevo dura 14 segundos en promedio, son colocados en hileras, de

preferencia en el envés de las hojas intermedias (Molina-Moreira y Arias De Lopez 2006).

Figura 5. Huevos de Dione juno (Elaboracion propia).

Larva: La etapa larvaria, esta dividida en 5 estadios, las larvas del primero y segundo estadio
presentan una tonalidad amarillo claro con manchas naranjas, del tercero al quinto instar el
cuerpo es de color negro y a lo largo del cuerpo tiene espinas urticantes. Para todos los
estadios la capsula cefalica estd compuesta por dos Iébulos frontales lisos de color negro con
ornamentaciones a manera de cuernos, un par de antenas cortas, seis estematas, un labro, un
clipeo y un aparato bucal masticador. El térax esta conformado por tres segmentos, cada uno
tiene un par de patas toraxicas; en el protdrax se encuentra el casco protoraxico color negro
con pequefias cerdas ramificadas y un espiraculo a cada lado. EI abdomen esta constituido
por 10 segmentos. Del segmentol al segmento 8 se puede observar un espiraculo a cada lado
del cuerpo; del 3 al 6 se encuentran los propodios ventrales. Los segmentos 9 y 10 estan
fusionados, y entre ellos se ubica la lamina anal. En el segmento 10 se encuentra el propodio

anal mas reducido que los propodios ventrales (Sanchez & Rivas, 2008). En general cada
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estadio dura en promedio 4 dias, por lo que completa su desarrollo larval entre 19 a 27 dias,

a una temperatura promedio de 25°C (Malpartida-Zevallos et al., 2013).

Figura 6. Larvas de Dione juno (Alomia, 2013).

Pupa: presenta proyecciones en forma de “espinas” a lo largo del cuerpo en la regién
anterior y dorsal del abdomen, su coloracion es café claro (Sanchez y Rivas 2008). Toledo
(2011), indica que la etapa de crisalida o pupa de Dione juno tiene una duracion de 12 dias,
a lo que Molina-Moreira y Arias De Lopez (2006) acotan que en su ensayo registraron una
media longitudinal promedio de 2.5 cm. Al final del quinto estadio larval, deja de
alimentarse, con todas las reservas adquiridas empieza a hilar con sus mandibulas un tejido
seguro que la sostenga, se cuelga cabeza hacia abajo, se recoge ventralmente tomando la
forma de un baston, se queda quieta y empieza a realizar movimientos oscilatorios, para
desprenderse de la piel de oruga. La crisalida realiza esporadicamente ligeros movimientos
laterales, cuando caen durante este proceso, son pocas las posibilidades de alcanzar el estado
adulto. La configuracién de la pupa es del tipo obtecta 0 momificada, pero apartandose de
la configuracion general, ya que es algo irregular su color es marrén a marrén claro con
manchas ligeras algo blanquecinas, conforme avanza su desarrollo se va tornando en un

color un poco mas oscuro hasta que se produzca la muda imaginal (Alvites, 2012).
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Figura 7. Pupa de Dione juno (Elaboracion propia).

Adulto: Cuando llega el momento de la emergencia la crisalida se oscurece y se rompe, lo
primero en salir es la cabeza, inmediatamente se sostiene de la crisalida con las patas y sale
toda, el abdomen muy abultado, las alas replegadas y muy fragiles, se mueve suavemente
para desplegar las alas, tardan un promedio de 5 horas en secarse, abre y cierra las alas
lentamente, hasta lograr el vuelo. Se alimentan de preferencia del néctar de las flores de
Lantana camara (Molina-Moreira y Arias De Lopez, 2006). Los adultos son mariposas de
alas anaranjadas con margenes oscuros que ovipositan en promedio unos 70-150 huevos por
postura, completandose su ciclo biolégico en aproximadamente 38 a 42 dias (Gallo et al.,
2002). A los tres dias de nacidos los adultos alcanzan la madurez sexual, de 4 a 8 machos
cortejan una hembra, vuelan persiguiéndola durante 20 a 30 minutos; el vuelo es ondulado,
muy dinamico, finalmente la hembra se posa en cualquier superficie, el macho perseverante
se aproxima y con la cabeza toca la cabeza de la hembra varias veces, luego camina
lentamente alrededor de ella hasta lograr la copula, que dura una hora, la cual se realiza con
la union de los dltimos segmentos del abdomen, donde se localizan los Grganos
reproductores tanto en el macho como en la hembra, las alas de ambos se mueven muy
despacio, hasta quedarse totalmente quietos, 24 horas después la hembra busca un lugar

seguro para poner los huevos, en estado adulto las hembras y los machos tienen una duracion
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de 8 'y 12 dias en promedio y miden 82.5 y 75 mm, respectivamente. Ambos presentan una
coloracion naranja con bordes negros en la region dorsal y manchas plateadas en la region
ventral, la hembra se diferencia del macho por el abdomen abultado (Molina-Moreiray Arias

De Lopez, 2006).

Figura 8. Adulto de Dione juno (Elaboracion propia).

2.3 Bases filosoficas

La filosofia se unica en el momento que el ser humano comienza a dudar, reflexionar,
cuestionar el mundo, cuestionar la vida y cuestionar el pensamiento. La filosofia es la ciencia
de las leyes universales a las que se subordina el ser (naturaleza y sociedad) y el pensamiento
del hombre. El trabajo se enmarca a la filosofia positivista, que es teoria y metodologia de
la ciencia, siendo las ideas filosoficas de la l6gica (pensamiento concreto) y de problema
filosofico al epistemoldgico, el cual estudia la produccion de conocimiento desde sus
aspectos metodologicos hasta sus aspectos tedricos esenciales. Siendo por tanto la
epistemologia parte de la filosofia que estudia los principios, fundamentos, extensién y
metidos de conocimiento humano.

2.4 Definicion de términos béasicos

e Toxicidad: Es la capacidad de alguna sustancia que puede producir efectos perjudiciales

sobre un ser vivo, al entrar en contacto con él.
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Mutacion: Es cualquier alteracion de la secuencia de bases de un segmento de ADN
correspondiente a un gen o a un locus, aun cuando esta alteracion no se refleje en forma
de cambio fenotipico observable o detectable.

Transformacion bacteriana: Captacion y asimilacion de ADN libre (desnudo), a partir
del medio, por parte de una célula receptora.

Plasmido: Son moléculas de ADN extracromosomico generalmente circular que se
replican y transmiten independientes del ADN cromosomico.

Oligonucleotido: Secuencia lineal de nucleotidos, unidos por enlaces fosfodiéster,
habitualmente no mayor de 50 nucledtidos.

Concentracion letal media (CLso): Es la concentracion, obtenida por estadistica, de
una sustancia de la que puede esperarse que produzca la muerte, durante la exposicién o
en un plazo definido después de ésta, del 50% de los animales expuestos a dicha
sustancia durante un periodo determinado.

Secuenciamiento de ADN: es un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya
finalidad es la determinacion del orden de los nucle6tidos en un oligonucleétido de
ADN.

Protoxina: Constituyente de una toxina que tiene mayor afinidad por la antitoxina
correspondiente.

Toxina: Sustancia toxica producida en el cuerpo de los seres vivos por la accion de los
microorganismos.

Control bioldgico: Es un tipo de control de plagas, enfermedades y malezas que
consiste en utilizar organismos vivos con objeto de controlar las poblaciones de otro

organismo.
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2.5
2.5.1

Hipotesis de investigacion
Hipotesis general

» Las cepas nativas de Bacillus thuringiensis influye efectivamente en el control de

Dione juno (gusano defoliador) a nivel de laboratorio.

2.5.2

Hipotesis especificas

e La concentracion de toxinas de cepas nativas de Bacillus thuringiensis influye

efectivamente en el control de Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio.

e Lavariedad de cepa nativa de Bacillus thuringiensis influye efectivamente en el control

de Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio.

e La formulacién de toxinas de cepas nativas de Bacillus thuringiensis influye

efectivamente en el control de Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio

2.6
Tabla 1.

Operacionalizacion de las variables

Operacionalizacion de las variables

Variable

Concepto

Operacionalizacién de variables

Dimensién Indicadores

Concentracion Bacteria y cristal-

espora
Cepas nativas g nq bacteria entomopatgena Tipo de cepa o
de Bacillus ) Caracterizacion
nativo del suelo y catalogado bioguimica. macro y
thuringiensis om0 cosmopolita microscépicas
(V-1 Formulacién
Cristal o espora
Es la utilizacién de métodos y
tecnologias adecuadas para
Control de Dione Mantener la densidad Ensayos de Mortalidad y
poblacional de plaga a niveles toxicidad viabilidad

juno (V.D)

subeconémicos conservando a

la vez la calidad ambiental

Elaboracion propia
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CAPITULO I1I: METODOLOGIA
3.1  Disefio metodoldgico
3.1.1 Tipo de investigacion
Dependiendo del objetivo de la investigacion que se va a realizar, podemos determinar el
tipo de investigacion al que corresponde. Esta labor debe realizarse antes de formular el plan
de investigacion, con el fin de tener bien definido lo que se piensa hacer y qué tipo de
informacion se debe obtener, ya que este documento constituye una secuencia estructurada
de fases y operaciones que se articulan en cadena (Carrasco, 2017).
e Segun la intervencion del investigador: observacional.
e Segun la planificacion de las mediciones: prospectivo.
e Segun el numero de mediciones de la variable de estudio: longitudinal.
e Segln el nimero de variables analiticas: analitico.
e Tipo de investigacion: investigacién aplicada.
3.1.2 Nivel de investigacion
Siendo la produccion de los nuevos conocimientos y la resolucion de problemas criticos,
acciones estratégicas, que en esencia representan el proposito fundamental de la
investigacion cientifica, deben realizarse guardando un cierto orden progresivo y escalonado
(Carrasco, 2017).
Nivel de investigacion: explicativo.
3.1.3 Disefio
La diversidad y complejidad de los hechos y fendomenos de la realidad (social y natural) han
conducido a disefiar y elaborar numerosas y variadas estrategias, para analizar y responder
a los problemas de investigacion segin su propia naturaleza y caracteristicas. Asi, por
ejemplo, tenemos: los disefios experimentales y los disefios no experimentales, ambos con

igual importancia y trascendencia en el plano cientifico (Carrasco, 2017).
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« Disefio: Experimental longitudinal explicativo.

Es explicativo porque el propésito del estudio fue ver el efecto o la influencia de las cepas
nativas de Bacillus thuringiensis en el control de Dione juno.

3.1.4 Enfoque

Dado el nivel de investigacion presenta un enfoque cuantitativo, dado que se utilizaran las

herramientas estadisticas en el procesamiento de la informacién (Carrasco, 2017).
3.2 Poblacion y muestra

3.2.1 Poblacion

La poblacion de referencia son larvas de Dione juno (gusano defoliador), colectadas en
cultivos de maracuya.

3.2.2 Muestra

Las muestras son del tipo no probabilistico y extraidas por conveniencia; estaran constituidas

por n individuos de Dione juno, segun el procedimiento indicado en la parte metodoldgica.

3.3 Técnicas de recoleccion de datos

3.3.1 Técnicas a emplear

Obtencidn de cepas de Bt

Las cepas nativas de Bacillus thuringiensis (Bt) fueron obtenidas del cepario del Laboratorio
de Biotecnologia de la Produccion (N°309) perteneciente a la Facultad de Ingenieria
Agrarias, Alimentaria e Ambiental en la Escuela de Agronomia de la Universidad Nacional
José Faustino Sanchez Carrién, a cargo del Dr. Sergio Contreras Liza, las cepas se
encontraron crioconservadas en viales de 5 ml a -20 °C.

Activacion de las cepas nativas

Las cepas nativas se activaron con 10 ml de caldo nutritivo incubando a 35 °C por 48 horas,
se realizd este procedimiento por 2 veces donde se generd cepas viables, se observo en el

microscopio Optico a 100X y se sembr6 en Agar nutritivo para verificar pureza.
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Caracterizacion macroscépica y microscopica

Se caracteriz6 considerando la verificacion de la pureza bacteriana de Bacillus thuringiensis
(Bt) para ello se observd las caracteristicas morfologicas (colonia blanca, opaca, limites
amorfos tipo estrella, sin olor) y se realizo 2 tinciones (GRAM y verde malaquita), el primero
para comprobar que son Gram positiva y el segundo para visualizar presencia de espora,
caracteristicas de Bt.

Identificacién, produccién y cuantificacion de esporas-protoxina de Bt

Se realiz6 un pre-indculo de las cepas de Bt en agar Luria Bertani por 12 horas. A partir de
este pre-indculo se produjo las endoesporas y cristales para esporales formados de protoxinas
Cry de Bt en un medio de esporulacién HCT y se incubo a 30°C por 48 a 72 horas para que
las bacterias se diferencien a esporas. Transcurrido este tiempo se observaron los cultivos por
microscopia para ver presencia de los cristales de la toxina o se tefiir4 con azul de Coomassie.
Las cepas que presentaron ser positivas para cristales de toxina, se sembr6 en medio HCT por
triplicado para recuperar la biomasa. Se realiz6 3 lavados con 25 ml de buffer de lavado (NaCl
300 mM, EDTA 10 mM, pH 8.0) y 3 lavados con 30 ml de H,O/PMSF 1 mM. Finalmente, se
resuspendio la biomasa en 5 ml de H20. Se realiz6 un SDS-PAGE al 10% a fin de identificar
cepas idénticas y quedarnos con una coleccion de cepas Unicas, que presenten diferente patrén
de proteinas. Se cuantificara la concentracion de proteina total por espectrofotometria con la
técnica Bradford utilizando una curva estandar de albumina sérica bovina (BSA).

Coleccibn, condicionamiento y mantenimiento de larvas de Dione juno

Se colectaron larvas de primer a quinto estadio en los cultivos de Passiflora edulis (maracuyd)
del Valle Huaura, para ello se usaron frascos de vidrio colectando larvas y hojas, luego se
llevaron al Laboratorio de Biotecnologia de la Produccién (N° 309) al area de Crianza de

Lepiddpteros donde se condiciono en jaulas con brotes de maracuya en forma de florero, para
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mantener la humedad se empapara algodon con agua destilada, midiendo diariamente
temperatura ambiental (T°), humedad relativa (%) y se regulara el fotoperiodo de 16:8 h.
Bioensayos con larvas de Dione juno

Se evaluo la toxicidad de las diferentes concentraciones de espora-cristal (ng/cm?),
formulaciones (espora o cristal) y tipos de cepas frente a larvas de tercer estadio Dione juno.
Para el ensayo se utilizaran 20 larvas por tratamiento, un control negativo (sin toxina) y
tratamientos (cepas de Bt). Las placas se incubaran a 28°C con un 65% + 5% de humedad
relativa y un fotoperiodo de claro a oscuro de 16:8 h. La mortalidad se registrara después de
7 dias, realizando por triplicado cada bioensayo.

3.4  Técnicas para el procedimiento de la informacion

Se realizd la prueba estadistica del Analisis de Varianza (ANVA), la prueba de comparacion
mdaltiples de Tukey con un nivel de significacion del 5%. EIl analisis de los datos de los
bioensayos, se llevo a cabo con el Software IBM SPSS Statistics 25.00 con con un nivel de

confianza del 95%, calculando el porcentaje de mortalidad para cada ensayo.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1 Anélisis de resultados

La bacteria Bacillus thuringiensis se utiliza en diferentes cultivos de importancia econémica
para el control de insectos plagas que ejercen un efecto dafiino en la planta generando una
disminucion de la produccion agricola.

Obtencion y activacion de cepas de Bt

Las cepas nativas de Bacillus thuringiensis (Bt) se obtuvieron del cepario del Laboratorio de
Biotecnologia de la Produccion (N° 309) perteneciente a la Facultad de Ingenieria Agrarias,
Alimentaria e Ambiental en la Escuela de Agronomia de la Universidad Nacional José
Faustino Sanchez Carridn, a cargo del Dr. Sergio Contreras Liza, las cepas que se utilizaron
fue Bt-10, Bt-15, Bt-21, Bt-23 y Bt-32 se encontraron crioconservadas en viales de 5ml a -
20 °C, por lo cual se procedi6 a dejar por 20 minutos a temperatura ambiente, posterior a ello
se coloco un indculo de 2ml de Bt a 8ml de caldo nutritivo incubando a 35°C por 48 horas,
posterior a este proceso se resembro en Agar nutritivo por 3 veces incubando a 37°C,

observando colonias blanquecinas (Figura 9).

Figura 9. Colonias aisladas de Bacillus thuringiensis.

Caracterizacién macroscépica y microscépica
Las cepas de Bt presentaron caracteristicas macroscopicas de ser colonias blancas, opacas y
con bordes amorfos y en las caracteristicas microscopicas se observo la presencia de bacterias

GRAM+ y con la tincion de verde malaquita se evidencio esporas y cristales (Figura 10).
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Figura 10. Caracterizacién microscépica de Bt. A. Se observa bacterias Gram positivas y en forma

de bacilo. B. Presencia de esporas de color verde (Elaboracién propia).

Las cepas de Bt produjeron protoxina Cry en medio HCT, se lavaron con 25 ml de buffer de
lavado (NaCl 300 mM, EDTA 10 mM, pH 8.0) y 30 ml de H,O/PMSF 1 mM. Finalmente, se
resuspende en 5ml de H2O la biomasa, utilizando 100 pl para la prueba de SDS-PAGE al 10%
donde se evidencio presencia de protoxina de 130 kDa (Figura 11). La cuantificacion se
realizé por espectrofotometria con la técnica Bradford obteniendo valores de 2 a 5 (ug/ul) de

cristales.
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Figura 11. Analisis de la expresion en SDS-PAGE de la cepa Bacillus thuringiensis.

Coleccion, condicionamiento y mantenimiento de larvas de Dione juno
Se identifico larvas de primer a tercer estadio en los cultivos de Passiflora edulis (maracuya)

del Valle Huaura, se establecio6 en el Laboratorio de Biotecnologia de la Produccion (N° 309)
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al &rea de Crianza de Lepiddpteros donde se condicionaron en jaulas con brotes de maracuya

en forma de florero, para mantener la humedad se empapara algodon con agua destilada, se

obtuvo valores de 30 °C con un 65% = 5% de humedad relativa y el de 16:8 h (Figura 12).

Figura 12. Acondicionamiento y mantenimiento de larvas de Dione juno.

Bioensayos con larvas de Dione juno

Se evalud la toxicidad de las diferentes cepas de Bt, concentraciones de espora-cristal (ug/pl)

y formulaciones de aplicacion (Tabla 2) frente a larvas Dione juno. Para el ensayo se utilizd

12 larvas por tratamiento considerando control negativo en cada una de ellas. Las placas se

incubo a 28°C con un 65 * 5% de humedad relativa y un fotoperiodo de claro a oscuro de 16:8

h. La mortalidad se registré después de 7 dias, realizando por triplicado cada bioensayo.

Tabla 2.

Bioensayos con larvas de tercer estadio de Dione juno

Experimento 1

Experimento 2

Experimento 3

T1: Ong toxina /cm?
T2: 0.5ng toxina /cm?
Ts: 1ng toxina /cm?
T4: 2ng toxina /cm?
Nng: nanogramaos

cm: centimetro

Ti: Sin Bt
T2: Bt-10
Ts: Bt-15
T4z Bt-21
Ts: Bt-23
Te: Bt-32

Bt: Bacillus thuringiensis

Ti: Sin espora-cristal
T2: Con cristal
Ts: Espora-cristal
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Andlisis estadisticos

Se realizd la prueba de Normalidad, el andlisis de varianza y la comparacion mdltiple de
Tukey en el software IBM SPSS Statistics 25.00, obteniendo valores de P-Valor menores
del nivel de significacion del 5% aplicado para cada experimento, considerando la presencia
de diferencia significativa entre los tratamientos.

4.2 Contratacion de hipdtesis

El contraste de hipdtesis es un proceso estadistico prioritario para los resultados de esta
investigacion.

La cual tiene como hipdtesis general: Las cepas nativas de Bacillus thuringiensis influye
efectivamente en el control de Dione juno (gusano defoliador) a nivel de laboratorio.

4.2.1 Contraste de la hipotesis especifica 1

a. Hipdtesis del investigador:

La concentracion de toxinas de cepas nativas de Bacillus thuringiensis influye efectivamente
en el control de Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio.

b. Redaccion de la hipétesis:

Ho: La concentracion de toxinas de cepas nativas de Bacillus thuringiensis no influye
efectivamente en el control de Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio.

Hi: La concentracién de toxinas de cepas nativas de Bacillus thuringiensis influye
efectivamente en el control de Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio.

c. Nivel de significancia

Definimos el porcentaje de error: a = 0,05 = 5%

d. Eleccion de la prueba estadistica

Anadlisis de varianza (ANVA) y prueba de Tukey

e. Lectura de P-valor

Prueba de Normalidad
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Se realiza la prueba de normalidad de Shapiro Wilk para muestras pequefias menores de 30.
Toméandose los siguientes criterios para su determinacion:

P-valor = 0,05 aceptamos Ho = Los datos provienen de una distribucion normal

P-valor < 0,05 Aceptamos Hi = los datos no provienen de una distribucion normal

Tabla 3.

Prueba de normalidad de diferentes concentraciones de toxinas

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico al Sig. Estadistico al Sig.
Concentracion ,170 16 ,200" ,904 16 ,093

de toxina
*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de significacion de Lilliefors

Como p- valor 0,093 > a, donde a = 0,05. Se acepta la hip6tesis nula donde los datos
provenientes de la concentracion de toxina presentan distribucién normal.
f. Decision estadistica

Tabla 4.

Resumen de la ANVA de diferentes concentraciones de toxinas (tratamientos)

ANVA
Mortalidad por las diferentes concentraciones de toxinas de Bt
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 678,250 3 226,083 285,579 ,000
Dentro de grupos 9,500 12 7192
Total 687,750 15

Tabla 5.

Comparaciones multiples de Tukey de las diferentes concentraciones de toxina (tratamientos)

Comparaciones multiples
Variable dependiente: Mortalidad de larvas de Dione juno

HSD Tukey
Intervalo de
) J) Diferencia de Desv. confianza al 95%
Tratamientos  Tratamientos medias (1-J) Error Sig. Limite inferior
T1 (Ong/cm?) T2 -9,250" ,629 ,000 -11,12
T3 -12,250" ,629 ,000 -14,12
T4 -18,000" ,629 ,000 -19,87
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T2 (0.5ng/cm?)  T1 9,250" 629 000 7,38

T3 -3,000" 629 002 -4,87
T4 -8,750" 629 ,000 -10,62
T3 (Ing/em?)  T1 12,250" 629 ,000 10,38
T2 3,000" 629 002 1,13
T4 -5,750" 629 ,000 7,62
T4 (2ng/em?)  T1 18,000" 629 ,000 16,13
T2 8,750" 629 ,000 6,88
T3 5,750 629 ,000 3,88

h. Conclusiones.

En el Analisis de Varianza se observa que nivel de significancia 0,000 calculado es menor
al ade 0,05 por lo cual los datos observados son estadisticamente significativos, por lo tanto,
se rechaza la hipotesis nula Ho. Se tiene evidencia estadistica suficiente para aceptar la
hipdtesis de que las diferentes concentraciones de toxinas de Bt influyen efectivamente el
control de Dione juno, a un nivel de significacion del 5 %.

En la prueba de comparacion multiples de Tukey se observa que el nivel de significancia es
0,000 y 0,002 calculado es menor al a de 0,05 por lo cual los datos observados son
estadisticamente significativos, por lo tanto, la mortalidad de larvas de Dione juno con el T4
(2ng/cm?), es mas eficiente que la de los T1 (Ong/cm?), T2 (0.5ng/cm?) y T3 (1ng/cm?), a un
nivel de significacion del 5%.

4.2.2 Contraste de la hipotesis especifica 2

a. Hipétesis del investigador:

La variedad de cepa nativa de Bacillus thuringiensis influye efectivamente en el control de
Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio.

b. Redaccion de la hipdtesis:

Ho: La variedad de cepa nativa de Bacillus thuringiensis no influye efectivamente en el
control de Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio.

Hi: La variedad de cepa nativa de Bacillus thuringiensis influye efectivamente en el control

de Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio.
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c. Nivel de significancia

Definimos el porcentaje de error: a = 0,05 = 5%

d. Eleccion de la prueba estadistica

Anaélisis de varianza (ANVA) y prueba de Tukey.

e. Lectura de P-valor

Normalidad

Se realiza la prueba de normalidad de Shapiro Wilk para muestras pequefias menores de 30.
Tomandose los siguientes criterios para su determinacion:

P-valor = 0,05 aceptamos Ho = Los datos provienen de una distribucion normal

P-valor < 0,05 Aceptamos Hi = los datos no provienen de una distribucion normal

Tabla 6.

Prueba de normalidad de los diferentes tipos de cepas de Bt

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico al Sig. Estadistico al Sig.
Tipo de cepa 119 24 ,200" 915 24 ,066

(BY)
*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccidn de significacién de Lilliefors.

Como p- valor 0,066 = a, donde a = 0,05. Se acepta la hipotesis nula donde los datos
provenientes del tipo de cepa presentan distribucion normal.
f. Decision estadistica

Tabla 7.

Resumen de la ANVA de las diferentes variedades de cepas nativas de Bt (tratamientos).
ANVA
Mortalidad por el tipo de cepa nativa de Bt

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 875,708 5 175,142 130,002 ,000
Dentro de grupos 24,250 18 1,347
Total 899,958 23
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Tabla 8.

Comparaciones multiples de Tukey de diferentes variedades de cepas de Bt (tratamientos).

Comparaciones multiples
Variable dependiente: Mortalidad de larvas de Dione juno

HSD Tukey
Intervalo de confianza al
Diferencia 95%
) J) de medias Desv. Limite Limite
Tratamientos Tratamientos (1-J) Error Sig. inferior superior
T1 (sin Bt) T2 -10,750" ,821 ,000 -13,36 -8,14
T3 -14,250" ,821 ,000 -16,86 -11,64
T4 -8,250" 821 ,000 -10,86 -5,64
T5 -19,000" 821 ,000 -21,61 -16,39
T6 -15,000" ,821 ,000 -17,61 -12,39
T2 (Bt-10) Tl 10,750" 821 ,000 8,14 13,36
T3 -3,500" 821 ,005 -6,11 -,89
T4 2,500 ,821 ,065 -,11 511
T5 -8,250" ,821 ,000 -10,86 -5,64
T6 -4,250" ,821 ,001 -6,86 -1,64
T3 (Bt-15) Tl 14,250" 821 ,000 11,64 16,86
T2 3,500" ,821 ,005 ,89 6,11
T4 6,000" ,821 ,000 3,39 8,61
T5 -4,750" ,821 ,000 -7,36 -2,14
T6 -, 750 821 ,938 -3,36 1,86
T4 (Bt-21) T1 8,250" 821 ,000 5,64 10,86
T2 -2,500 821 ,065 -5,11 11
T3 -6,000" ,821 ,000 -8,61 -3,39
T5 -10,750" 821 ,000 -13,36 -8,14
T6 -6,750" 821 ,000 -9,36 -4,14
T5 (Bt-23) Tl 19,000" 821 ,000 16,39 21,61
T2 8,250" 821 ,000 5,64 10,86
T3 4,750" 821 ,000 2,14 7,36
T4 10,750" 821 ,000 8,14 13,36
T6 4,000" 821 ,001 1,39 6,61
T6 (Bt-32) Tl 15,000" 821 ,000 12,39 17,61
T2 4,250" 821 ,001 1,64 6,86
T3 ,750 821 ,938 -1,86 3,36
T4 6,750 821 ,000 4,14 9,36
T5 -4,000" ,821 ,001 -6,61 -1,39

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

h. Conclusiones.
En el Anélisis de Varianza se observa que nivel de significancia 0,000 calculado es menor
al ade 0,05 por lo cual los datos observados son estadisticamente significativos, por lo tanto,

se rechaza la hipdtesis nula Ho. Se tiene evidencia estadistica suficiente para aceptar la

34



hipotesis de que las diferentes variedades de cepas de Bacillus thuringiensis influyen
efectivamente en el control de Dione juno, a un nivel de significacion del 5 %.

En la prueba de comparacion multiples de Tukey se observa que el nivel de significancia
menores al a de 0,05 indican que los datos observados son estadisticamente significativos,
por lo tanto, la mortalidad de larvas de Dione juno con el Ts (Bt-23) es mas eficiente que la
de los Ty (sin Bt), T2 (Bt-10) y T3 (Bt-15), T4 (Bt-21) y Te (Bt-32), ademas el T3 conel T6y
el T2 con el T4 muestran no tener diferencia significativa por lo tanto tiene un mismo efecto
en la mortalidad de larvas de Dione juno, a un nivel de significacion del 5%.

4.2.3 Contraste de la hipotesis especifica 3

a. Hipdtesis del investigador:

La formulacion de toxinas de cepas nativas de Bacillus thuringiensis influye efectivamente
en el control de Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio

b. Redaccion de la hipétesis:

Ho: La formulacién de toxinas de cepas nativas de Bacillus thuringiensis no influye
efectivamente en el control de Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio

Hi: La formulacion de toxinas de cepas nativas de Bacillus thuringiensis influye
efectivamente en el control de Dione juno (gusano defoliador) a nivel laboratorio

c. Nivel de significancia

Definimos el porcentaje de error: a = 0,05 = 5%

d. Eleccion de la prueba estadistica

Anadlisis de varianza (ANVA) y prueba de Tukey.

e. Lectura de p-valor

Normalidad

Se realiza la prueba de normalidad de Shapiro Wilk para muestras pequefias menores de 30.

Tomandose los siguientes criterios para su determinacion:
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P-valor = 0,05 aceptamos Ho = Los datos provienen de una distribucion normal
P-valor < 0,05 Aceptamos Hi = los datos no provienen de una distribucion normal

Tabla 9.
Prueba de normalidad de las diferentes formulaciones

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Formulaciones ,207 12 ,166 ,887 12 ,106

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Como p- valor 0,106 = o, donde a = 0,05. Se acepta la hip6tesis nula donde los datos
provenientes del tipo de formulacién presentan distribucion normal.
f. Decision estadistica

Tabla 10.

Resumen de la ANVA de la mortalidad con diferentes formulaciones

ANVA

Mortalidad
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 548,667 2 274,333 189,923 ,000
Dentro de grupos 13,000 9 1,444
Total 561,667 11
Tabla 11.

Comparaciones multiples de Tukey con diferentes formulaciones

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Mortalidad de larvas de Dione juno

HSD Tukey
@)] Diferencia de Desv. Intervalo de confianza al 95%
(1) Tratamiento Tratamiento  medias (1-J) Error Sig. Limite inferior
T1 (sin espora-cristal) T2 -9,500" ,850 ,000 -11,87
T3 -16,500" ,850 ,000 -18,87
T2 (con cristal) T1 9,500" ,850 ,000 7,13
T3 -7,000" ,850 ,000 -9,37
T3 (con espora-cristal) T1 16,500" ,850 ,000 14,13
T2 7,000 ,850 ,000 4,63
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h. Conclusiones.

En el Andlisis de Varianza se observa que nivel de significancia 0,000 calculado es menor
al a de 0,05 por lo cual los datos observados son estadisticamente significativos, por lo tanto,
se rechaza la hipdtesis nula Ho. Se tiene evidencia estadistica suficiente para aceptar la
hipotesis de que las diferentes formulaciones de toxinas de cepas nativas de Bacillus
thuringiensis influyen efectivamente en el control de Dione juno, a un nivel de significacion
del 5 %.

En la prueba de comparacién multiples de Tukey se observa que el nivel de significancia es
0,000 calculado es menor al a de 0,05 por lo cual los datos observados son estadisticamente
significativos, por lo tanto, la mortalidad de larvas de Dione juno con el T3 (con espora-
cristal) es mas eficiente que la de los T1 (sin espora-cristal) y T> (con cristal), a un nivel de

significacion del 5%.
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CAPITULO V: DISCUSION
5.1 Discusion de resultados

En los resultados de investigacion se llegé a determinar si las cepas nativas de
Bacillus thuringiensis influyen en el control de Dione juno (gusano defoliador) a nivel
laboratorio. Asi mismo se comprobd la hipétesis general de investigacion que las cepas
nativas de Bacillus thuringiensis influye efectivamente en el control de Dione juno (gusano
defoliador) a nivel de laboratorio.

Respecto Moura, Picanco, Rocha y Horst (2000), publico en la Revista de Pesquisa
Agropecuaria Brasileira publica el articulo cientifico Selectividad de insecticidas a tres
avispas predadoras de Dione juno (Lepiddptera: Heliconidae); obtuvo que la Deltametrina,
Cartape, Fentiom y Malation contra larvas de D. juno juno matan al 90% en las
concentraciones (mg/mL) de 0.0016, 0.1563, 0.4418 y 0.3994 respectivamente, estos
insecticidas tienden a generar el surgimiento de plagas resistentes y secundarias, dafios al
medio ambiente, dafios a la salud de los agricultores y consumidores (Rosas-Garcia y De
Luna-Santillana, 2006; Zahm y Blair, 1993; Rozas, 1999) y dafios a la salud. Por lo tanto, es
uso de Bacillus thuringiensis como las cepas nativas Bt-23 y Bt-32 son alternativas para el
control selectivo de larvas de tercer estadio de Dione juno en concentraciones de 0.5-2
ng/cm? controlando de 50 a 100% obteniendo p-valor 0,000 a un 95% de confianza.

Respecto Loor y Salvatierra (2018), Universidad Laica Eloy Alfaro De Manabi, en
su Tesis de Pregrado Uso de Beauveria bassiana y Bacillus thuringiensis, para el control del
defoliador Dione juno en el cultivo de Maracuyd, canton Sucre - 2018; obtuvo un control
de larvas de Dione juno con los tratamientos, T5 (10 ml de Bt) y T6 (15 ml de Bt), con un
valor de 100% y T4 (5 ml de Bt) con valor de 81,67% hasta el dia 6. Ademas Villani,
Campos, y Gravena (1980), publicé en la Revista cientifica Anais da Sociedade

Entomoldgica do Brasil el articulo cientifico Eficacia de Bacillus thuringiensis para el
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control de la larva del maracuyd Dione juno juno (Cramer, 1779) (Lepiddptera,
Heliconidae); obtuvieron que la aplicaciéon de Bt comercial (3,2 g/L) se presentaba valores
de mortalidad mas de un 60% a nivel de campo. Se debe considerar que varios de los
productos comerciales a base de Bt contienen bacterias, esporas, cristal y excipientes,
estando inactivos y en muchos casos ya desintegradas, adicionalmente se debe considerar
las condiciones ambientales hacen que disminuya la mortalidad (Buitrago, 2004), en el
presente trabajo se utilizaron 2,5 g/L bacterias con metabolismo activado, siendo formulada
mediante espora o cristales que son cruciales para el proceso de intoxicacion, donde se
obtuvo valores de mortalidad mayores a 65% en larvas de Dione june de la cepa Bt-23 a esta
concentracion en comparacion a las cepas Bt-10, Bt-15, Bt-21y Bt-32 avalando ello con el
ANVA y la comparacion maltiple por Tukey mostrando diferencias significativas en las
cepas mencionadas y su formulacion.

El uso de bacterias Bt sigue siendo una alternativa rentable y eficiente para el control
de diversas plagas agricolas, sin embargo, se pueden complementar con otros bioinsecticidas
para el control de larvas de Dione juno como son los mencionados por Malpartida-Zevallos,
Narrea-Cango y Dale-Larraburre (2013) donde presento hasta una mortalidad del 50% con
Beauveria bassiana cepa CCB-LE 262 con 9.39 x 10° conidias mL, Dutra, Tutida, Pissinati
y Ventura (2017), presento que el aceite de neem (Azaditachta indica A. Juss) presenta
porcentajes de mortalidad de 64% para larvas de 3° estadio. Figueiro (1995), obtuvo valores
de mortalidad del 5 al 100% con Baculovirus dione, asi mismo obtiene porcentajes de
mortalidad cerca al 100% con la plaga del maiz Spodopthera frugiperda (Rafael-Rutte,
Aguilar, Maldonado y Ruiz, 2020; Girano, 2004; Abad etal., 2011), esto con llevaria
plantearnos futuras investigaciones con las cepas nativas estudiadas y su efecto a otras plagas

agricolas asi como su uso paralelo con otros bioinsecticidas.
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CAPITULO VI: CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

Después de aplicar los instrumentos de recoleccion de datos y realizar el procesamiento

debido, se lleg6 a la siguiente conclusion:

Se determind estadisticamente mediante el ANV A y comparaciones maltiples a un
nivel de confianza del 95% que la concentracion de toxina de Bacillus thuringiensis
influye significativamente en la eficiencia del control de larvas de Dione juno, siendo
de 5ug/ul aquel que obtuvo hasta 100 % de mortalidad en larvas del tercer estadio a
nivel laboratorio.

Se determind estadisticamente mediante el ANVA y comparaciones multiples a un
nivel de confianza del 95% que el tipo de cepa nativa de Bacillus thuringiensis
influye significativamente en el control de larvas de Dione juno, siendo la cepa Bt-
23 la que obtuvo un mayor porcentaje de mortalidad frente a larvas del tercer estadio
a nivel laboratorio.

Se determind estadisticamente mediante el ANV A y comparaciones multiples a un
nivel de confianza del 95% que la formulacion de la cepa nativa de Bacillus
thuringiensis influye significativamente en el control de larvas de Dione juno, siendo
la espora con cristal en solucién la que obtuvo un mayor porcentaje de mortalidad

frente a larvas del tercer estadio a nivel laboratorio.

6.2 Recomendaciones

Se debe complementar el estudio con pruebas de bioensayos a nivel de campo para
ajustar los parametros de aplicacion en Bacillus thuringiensis para el control de
Dione juno.

Debe priorizarse la investigacion cientifica que busque nuevas cepas candidatas de

Bacillus thuringiensis para el control de Dione juno y otras plagas importantes para
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nuestro pais, asi mismo generar propuestas de investigacion relacionadas al
mejoramiento genético de cepas nativas para potenciar su accion insecticida.
Se debe apostar por la implementacién de tecnologias que estén a favor del medio

ambiente y al cuidado de la biodiversidad.
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ANEXOS

ANEXO 01. FORMATO PARA ENSAYOS DE TOXICIDAD

La técnica para la toma de datos es la observacion ya que requiere que el investigador tenga
acceso directo al evento de estudio y sea contemporaneo con éste, es decir, que sea testigo
de las manifestaciones del evento y el instrumento es la guia de observacion.
e Formato de guia de observacion 1:

1. Laboratorio: Biotecnologia de la Produccion

2. Localizacion: Universidad Nacional José Faustino Sanchez Carrion

3. Observador: Jean Piere Jesus Quiliche Duran

Tabla 12.

Guia de observacion de Bioensayos con Dione juno

Observacion después
Protoxina Concentracion de 7 dias

Vivos Muertos

0 19 1

Concentracion 0.5 10 10
(ng/cm?) 1 6 14

2 1 19

Sin Bt 19 1

Bt-10 9 11

Bt-15 6 14

Tipo de cepa Bt-21 11 9
Bt-23 1 19

Bt-32 5 15

Formulacion Sin E-C 19 1
C: Cristal C 10 10

= Espora E-C 3 17
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ANEXO 02. FIGURAS COMPLEMENTARIAS

Figura 13. Bioensayos con larvas de tercer estadio de Dione juno. A. Tratamientos a diferentes

concentraciones de toxina. B. Tratamiento con distintas cepas de Bt.

A B

Figura 14. Bioensayos con larvas de tercer estadio de Dione juno. A. Control negativo. B.
Tratamiento con diferentes formulaciones de Bt.

Figura 15. Observacion en el estereoscopio (20X) de larvas de tercer estadio de Dione juno. A.

Larva viva. B. Larva muerta.
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Figura 18. Trabajo en laboratorio A. Regulacion del Medio HCT. B. Centrifugacion de toxinas de
Bt.
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