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Resumen

El uso de hongos y bacterias con capacidad patogénica hacia los insectos
se considera una alternativa agroecoldgica sostenible de lucha eficiente
contra las plagas por ser microorganismos de facil produccion en escala
industrial, formulacién y uso; entonces, el objetivo ha sido evaluar cua-
tro formulados entomopatdgenos en el control de Brevicoryne brassicae
L, plaga clave de la col (Brassica oleracea L.), en disefio de bloques
completos al azar de 4 tratamientos, sumado un testigo absoluto y 4
réplicas, siendo las variables evaluadas la cantidad de pulgones muer-
tos y vivos por planta y cantidad de plantas infestadas. Los formulados
comerciales Biosafe, BesT-K, Metarrizo y Yurak que contenian cepas de
Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis var kurstaki (Btk), Metarhizium
anisopliae y Bauveria bassiana, respectivamente, son los que fueron
utilizados mediante la aplicacion por aspersion al cultivo en dos épo-
cas de siembra, temporada agosto-diciembre 2019 y agosto-diciembre
2021. Entre los resultados se registrd al M. anisopliae con hasta 91,11
% de eficiencia, seguida por B. bassiana con 89,50 % y Bs con 79,38
% en la reduccion de las poblaciones en condiciones de campo; en
laboratorio el Btk y M. anisopliae alcanzaron el 100 % de mortalidad
en un lapso de siete dias, por lo que se concluye que a mediano plazo
los hongos entomopatdgenos en campo resultan ser mas eficientes en
el control del pulgdn, sin embargo, en condiciones controladas el Btk
también es eficiente.

Palabras clave: entomopatogenos, eficacia, mortalidad, pulgoén, biopla-
guicidas

Abstract

The use of fungi and bacteria with pathogenic capacity towards insects
is considered a sustainable agroecological alternative for efficient pest
control, as they are microorganisms of easy production in industrial
scale, formulation and use. Therefore, the objective was to evaluate four
entomopathogenic formulations in the control of Brevicoryne brassi-
cae L., a key pest of cabbage (Brassica oleracea L.), in a randomized
complete block design with 4 treatments, plus an absolute control and
4 replicates. The variables evaluated were the number of dead and live
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aphids per plant and the number of infested plants. The commercial formulations Biosafe, BesT-K, Metarrizo and Yurak
containing strains of Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis var kurstaki (Btk), Metarhizium anisopliae and Bauveria
bassiana respectively, are the ones that were used by spray application to the crop in two seasons: planting, season
August-December 2019 and August-December 2021. Among the results, M. anisopliae was recorded with up to 91.11
% efficiency, followed by B. bassiana with 89.50 % and Bs with 79.38 % in the reduction of populations under field
conditions. In the laboratory, Btk and M. anisopliae reached 100 % mortality in a period of seven days, so it is con-
cluded that in the medium term, entomopathogenic fungi in the field are more efficient in aphid control; however, in
controlled conditions Btk is also efficient.

Keywords: entomopathogens, efficacy, mortality, aphids, biopesticides

1. Introduccion

Los pulgones o afidos de la especie Brevicoryne brassicae L, especialistas en el ataque de las cruciferas a nivel
mundial (Valverde Cadillo et al., 2021), causan estrés a la planta y, como consecuencia, pérdidas economi-
cas por la baja produccion. Ocupan sus piezas bucales modificadas en estiletes altamente especializados para
perforar y alimentarse de floema e inyectar la saliva al tejido vegetal (Broekgaarden et al., 2008). La alimen-
tacion de los afidos puede causar clorosis y enrollamiento de las hojas en el cultivo, y los enrollados servir
como refugio de las colonias y de las nuevas progenies; en el proceso de la alimentacion se constituyen en
transmisores de enfermedades virales (Askar, 2021). Iniciadas las infestaciones, invaden los cultivos y nuevas
areas aledafias en menor tiempo, esto se da por parte de un tipo de hembra alada llamada virginopada (Kahan
et al., 2002; Villacide y Masciocchi, 2014).

Para su control es comun la utilizacion de plaguicidas de amplio espectro, como los organofosforados,
peritros y carbamatos (Dubrovsky Berensztein et al., 2017), sin embargo, su uso ocasiona graves conflictos
socioambientales (Islam et al., 2021), la mayoria de ellos son insecticidas con efecto residual de lixivia-
cion prolongada, lo que genera perjuicio en el ciclo biogeoquimico (Jin et al., 2019; Pohare et al., 2021).
Ya esta evidenciado que los insectos tienen la capacidad de desarrollar resistencia genética y eso hace que
restrinjan el uso prolongado del mismo ingrediente activo (Datta et al., 2021; Zhang et al., 2020). Es nece-
sario la busqueda de nuevas alternativas de control (Kim et al., 2017; Neuwirthova et al., 2019), entre ellas
el uso de los microorganismos entomopatdgenos (Lacey, 2017) que suelen ser enemigos naturales de los
insectos, con alta eficiencia en el control y sin perjuicio al ambiente y a la salud humana (Islam et al., 2021;
Khan et al., 2012).

Diferentes microorganismos, entre ellos los hongos, bacterias, los virus entomopatégenos pueden ser
aplicados eficientemente en el manejo de plagas (Chen et al., 2021; Kaczmarek y Bogus, 2021; Chakrabarty
et al., 2022). Varios géneros de hongos, entre ellos la Beauveria, presentan alta patogenicidad debido a la pro-
duccion de toxinas capaces de matar al insecto (Rao y Narladkar, 2018; Yari Briones et al., 2021), el género
Metarhizium afecta a mas de trescientas especies de la clase insecta (Gomez Pereira y Mendoza Mora, 2004)
asi como también el Bacillus thuringiensis serovar kurstaki, que resulta ser altamente efectivo para reducir la
densidad poblacional de numerosas plagas (Daquila et al., 2021; Lentini et al., 2020; Mannu et al., 2020;
Straw y Forster, 2022). Sin embargo, la eficiencia de estos biocontroladores sobre las plagas difiere
dependiendo de las cepas, el sitio de aislamiento, tiempo de incubacién y dosis (Eidy et al., 2016), su uso
resulta en una alter-nativa sostenible para el manejo integrado (Silva et al., 2021).

Existen varios antecedentes del uso de entomopatogenos en el control de afidos de modo general a
nivel internacional (Boni et al., 2021; Ek-Ramos et al., 2021; Gebreyohans et al., 2021; Jaber y Araj, 2018;
Mukherjee et al., 2020). En Per, es escasa la informacion relacionada al tema, esto podria ser por la poca
informacion a nivel nacional y el desconocimiento de los agricultores sobre la efectividad de los microorga-
nismos en el manejo de las plagas; no se ha encontrado reportes sobre el éxito del manejo de los pulgones con
el uso de los entomopatdgenos, mas aun bajo las condiciones ambientales de los valles interandinos de Pert.
Aunque los estudios han descrito los efectos de hongos y bacterias en las fases larvarias de los lepidopteros,
no se reportan ensayos de manejo en los pulgones. Dada la importancia como un recurso alternativo al uso de
insecticidas quimicos y en el contexto del cuidado ambiental y la salud de los agricultores (Arias, 2021), en
este documento, estudiamos el potencial entomopatdgeno de cuatro formulaciones en B. brassicae, plaga de
la col (B. oleracea L.) a nivel de campo y laboratorio, mediante disefios experimentales.
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2. Material y Métodos
2.1. Lugar de ejecucion

La investigacion fue realizada en las parcelas del Centro de Investigacion Olericola Fruticola, adscrito a la
Universidad Nacional Hermilio Valdizan, ubicado en el margen izquierdo del rio Huallaga a 1.947 m s.n.m.,
09°58°12” latitud sur y 76°15°08” longitud oeste, y los laboratorios del area de sanidad vegetal de la misma
universidad, en la temporada agosto-diciembre 2019 y agosto- diciembre 2021.

Se ocuparon parcelas infestadas de B. brassicae bajo el diseno de bloques completos al azar (DBCA) de
4 tratamientos, sumado a ello un testigo en blanco y 4 réplicas. Se considerd como poblacion a la totalidad de
los pulgones existentes en 1.920 plantas de col variedad Globe Master, y como muestra al total de los pulgones
en 24 plantas de cada unidad experimental.

2.2. Tratamientos en estudio

Los tratamientos fueron constituidos a base de los formulados comerciales BioSafe, BesT-K, Metarrizo y
Yurak que contenian cepas de los entomopatdgeno Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis var kurstaki (Btk),
Metarhizium anisopliae y Bauveria bassiana, respectivamente (del banco micologico de la empresa PBA-Peru),
evaluados mediante aplicacion por aspersion al cultivo (Tabla 1).

Tabla 1. Tratamientos en estudio.
Table 1. Treatments.

Tratamientos Dosis aplicada
Bacillus subtilis 4 mL.I" de agua
Bacillus thuringiensis var kurstaki (Btk) 4 mL.I'"" de agua
Metarhizium anisopliae 4 mL.I"' de agua
Bauveria bassiana 4 g.1" de agua
Testigo Sin aplicacion

En campo, la unidad de analisis fue una planta de col y en laboratorio fue una placa que contenia 100 indivi-
duos adultos.

2.3. Analisis de agua

Previo a la dosificacion de los tratamientos se realiz6 el analisis de agua a ocupar, con el proposito de medir el
pH, teniendo en consideracion que lo ideal esta en un rango de 5,5 a 7 y los compuestos minerales en el agua
inferiores a 150 mg I"". Los valores de pH diferentes pueden alterar la germinacion de las esporas del entomo-
patdgeno (Enriquez Vara, 2021).

Segtin los resultados obtenidos el pH fue de 6,93, por lo que no fue necesario ocupar corrector de agua y
la presencia de carbonatos en el agua era bajo, siendo favorable para su uso. Se creyd conveniente recolectar
agua y realizar su exposicion al sol por 48 horas para la eliminacion de cloruros y sedimentacion de las parti-
culas previa aplicacion al campo.

2.4. Dosificacion y aplicacion de los formulados en campo
En un balde de cinco litros de agua (individual para cada formulado) se incorporo el entomopatdgeno y se

obtuvo una mezcla homogénea; para el caso de los hongos fue necesario adicionar el aceite agricola (Ec-oil)
a una dosis de 20 ml por cada 20 | de agua, posteriormente se dejo reposar el caldo entomopatdégeno por un
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tiempo de seis horas. Los aceites protegen las esporas del hongo frente a las inclemencias del tiempo (Gomez
Ramirez et al., 2014).

2.5. Frecuencia de las aplicaciones

Los hongos entomopatogenos generalmente se aplican a los cultivos mediante pulverizaciones foliares o por
incorporacion al suelo (Quesada-Moraga et al., 2006; Russo et al., 2015). En este estudio las aplicaciones del
caldo entomopatogeno se realizaron con la ayuda de una mochila pulverizadora manual de 20 litros, cabe resal-
tar que por cada tratamiento se tuvo una mochila en especial. Las aspersiones se realizaron en horas de la tarde
a la puesta del sol (cinco a seis de la tarde), con una frecuencia de cada 7 dias por tres veces consecutivas, cabe
aclarar que las aplicaciones comenzaron al detectarse un porcentaje considerable de pulgones en campo.

2.6. Aplicacion de los tratamientos en condiciones de laboratorio

Se ocuparon los procedimientos de Al-alawi y Obeidat (2014) y Goémez Ramirez et al. (2014) con algunas
modificaciones:

Se colectaron hojas de la col de la parcela testigo como fuente de alimento del pulgdn; se desinfecta-
ron por 10 segundos con NaCIO 0,5% con enjuague inmediato por tres veces consecutivas utilizando
agua destilada y el secado en papel toalla estéril. También se colectaron un total de 2.000 pulgones
adultos de la parcela no tratada, ocupando 100 individuos por placa estéril de 50 ml, en 5 tratamientos
y 4 repeticiones.

De los formulados Biosafe, BesT-K, Metarrizo y Yurak, que contenian cepas de los entomopatdgenos, se
prepar6 de forma individual el caldo biocontrolador en 60 ml de agua purificada adicionando el entomo-
patogeno en un rango de 0,12 g, segun corresponda; en el caso de los hongos fue necesario incorporar
0,06 ml de aceite agricola. Luego, los frascos que contenian el entomopatdgeno fueron rotuladas como B.
subtilis, Btk, M. anisopliae, B. bassiana 'y testigo, esta solucion ya lista se dejo reposar seis horas, poste-
riormente fueron aplicadas en las placas segun los tratamientos en estudio, luego mantenidas en laboratorio
a 2442 °C, 6510 % HR y 16:8 h. fotoperiodo durante cinco a siete dias.

El recambio de las hojas de col como alimento del pulgon se hizo en forma diaria, aprovechando el
momento para las evaluaciones y limpieza de las placas, en el mismo horario durante los siete dias con-
secutivos. El registro de eficiencia fue también en los mismos dias, contabilizando los pulgones segun su
estado (vivos o muertos); considerando insecto muerto al pulgoén con ausencia de movimientos, sin res-
puesta al pinchazo y con la presencia de las estructuras de los hongos en el cuerpo del individuo.

2.7. Analisis de eficacia

La mortalidad en campo y laboratorio fueron expresadas en porcentajes de eficacia, dadas por las formulas
de Henderson y Tilton (1955) y Abbott (1925), respectivamente, siendo luego sometidos al analisis de
varianza (ANOVA) y comparaciones multiples a través de la prueba LSD de Fisher, ocupando el estadistico
Infostat (Di Rienzo et al., 2020).

3. Resultados y Discusion
3.1. Incidencia de B. brassicae en campo post aplicacion

El registro de la incidencia previa a las aplicaciones fluctu6 entre 26 y 28 pulgones por planta, y estadisti-
camente homogéneo en todo el campo experimental (p > 0,01). A los 7 dias post aplicacion el porcentaje de
eficiencia del tratamiento Bs fue de 52,31 % con una poblacion de 16,25 pulgones en promedio por planta,
mientras tanto, en el tratamiento Btk, M. anisopliae, B. bassiana y ¢l testigo (grupo control) se incrementaron
las poblaciones a un promedio de 35,50; 30,75; 62,75 y 37,75 pulgones planta’!, respectivamente. A los 15
dias post aplicacion, en el tratamiento Bs, la eficiencia se increment6 al 67,29 %, seguida por el tratamiento
M. anisopliae con 84,68 %.
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En 30 dias de evaluacion todos los tratamientos registran eficiencia en el control de la plaga, siendo el trata-
miento Btk superior con el 88,67 %, seguido por el M. anisopliae con 84,68 %, Bs con 75,17% y B. bassiana
con 71,01 % (Tabla 2), observandose poblaciones de entre 4,45 a 11,25 individuos por planta (p <0,01) con una
marcada diferencia en el tratamiento testigo, donde se registr6 por sobre los 40 pulgones planta’. La incidencia
de la plaga, previa a las aplicaciones, resulto ser homogénea en todo el campo experimental, para luego decaer
los dias posteriores a la aplicacion de los tratamientos, siendo el mayor porcentaje de reduccion con el Bk,
seguida por el M. anisopliae, B. subtilis y B. bassiana. Similares resultados de B. bassiana reportan Al-alawi
y Obeidat (2014) al estudiar la eficiencia de tres aislados en el control el pulgon Myzus persicae en condicio-
nes de laboratorio e invernadero (41,3 % y 46,5 % de eficiencia, respectivamente). Los hallazgos de Pefia et
al. (2000) con los biopreparados de Verticillium lecanii, Paecilomyces fumosoroseus y B. bassiana a nivel de
par-celas en el control y del pulgdon Toxoptera citricidus Kirkaldy, V. lecanii también registran el 76 % y 78
% de efectividad técnica, siendo superado por P fumosoroseus con 85 % y B. bassiana 83 %,
respectivamente. Por su parte Rios et al. (2020) evidenciaron el 84 % de efectividad con B. bassiana en el
control de B. brassicae en 23 dias, mientras tanto, B. bassiana + M. anisopliae tuvieron el 79 % de eficiencia
en los primeros seis dias y M. anisopliae registra el 88 % en 23 dias post aplicacion.

Tabla 2. Eficacia (%) de los entomopatdgeno en el control de B. brassicae en campo.
Table 2. Efficacy (%) of the entomopathogens in the control of B. brassicae in the field.

Tratamientos Previo Pulgones dia™ + eficiencia del entomopatégeno (%)*
0 dias 7 dias 15 dias 30 dias
B. subtilis 25,50 a 16,25 a 52,31% 15,50 b 67,29% 9,75b  75,17%
Btk 25,50 a 35,50d 31,00 ¢ 445a  88,67%
M. anisopliae 26,50 a 30,75 ¢ 6,25a 84,68% 6,25a 84,68%
B. bassiana 2525a 62,75 ¢ 29,25 ¢ 11,25b 71,07%
Testigo 28,25a 37,75d 52,50d 43,50d
C,V% 5,41 4,86 7,56 10,04
E,E 0,71 0,84 1,02 0,75

* Medias con la misma letra en columna sin diferencia estadistica (LSD a = 0,05).
* Means with the same letter in column with no statistical difference (LSD a = 0.05).

3.2. Eficacia de los entomopatogenos en el control de B. brassicae en condiciones de laboratorio

La mortalidad de los pulgones ocurrid a partir del segundo dia post aplicacion para todos los tratamientos
(Figura 1) con descenso paulatino de individuos hasta llegar a un maximo de 0,00 pulgones vivos placa™ en los
dias cinco y siete post tratamiento.

3.3. Disminucion de individuos vivos por placa

Previo a la aplicacion, el nimero de pulgones vivos fue de 100 individuos por placa, poblaciones homogé-
neas para todos los tratamientos. El primer dia post aplicacion se registraron cantidades menores a 93 pulgones
vivos placa™ en todos los tratamientos, el segundo dia la poblacion se redujo hasta 85 a 49, para luego decaer
rapidamente hasta un 53 a 37 en promedio en el tercer dia, el dia siguiente con descensos de entre 40 a 15 indi-
viduos. Hasta este dia sin diferencias estadisticas (p > 0,01) entre los tratamientos. Al quinto y séptimo dias
las poblaciones de individuos vivos se reducen a 0,00 en algunos tratamientos, con notoriedad de diferencias
estadisticas (p < 0,01), siendo los menores promedios en los entomopatdégenos M. anisopliae y Btk (Tabla 3).
La mortalidad sucedié con un descenso paulatino hasta llegar a 0,00 pulgones vivos placa™ en los dias cinco
y siete post tratamiento, siendo los de menores promedios los entomopatdgenos M. anisopliae y Btk. Este resultado
es coincidente con los reportes de Ek-Ramos et al. (2021) con la disminucioén poblacional de M. persicae a nivel de
campo en plantas de pimiento después de aplicar B. bassiana (cepa 7R) y M. brunneum (cepa metaBrl)a 1 ¥*107 0 1
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105.00+

78.75+

52.50-

26.25-

Pulgones vivos/placa

000 T T T T T =
Dia0 Dia1 Dia2 Dia3 Di4 Diab Dia7

——Baciiius thuringiensis var. Kurstaki
——Mefarhizivm anisopliae
—O—Bauveria hassiana

—B— Bacillus subtilis

—l—Testigo

Figura 1. Las lineas representan el descenso de los niveles poblacionales del
pulgon segun tratamientos, a través del tiempo, pulgones vivos placa™.
Figure 1. The lines represent the decrease in aphid population levels according to treatments, over time, live aphids plate™.

Tabla 3. Mortalidad de los pulgones dia™' tratamiento.
Table 3. Aphids mortality day” treatment”.

Tratamientos Previo Pulgones vivos/tratamiento (mortalidad)*
Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia § Dia 7
Btk 100,00 92,67 a 75,00 a 35,67 a 15,33 a 5,00ab 0,00 a
M. anisopliae 100,00 93,67 a 78,00 a 5333 a 15,67 a 0,67 a 0,00 a
B. bassiana 100,00 93,00 a 85,00ab 4033 a 40,00 a 4,67ab 0,67 a
B. subtilis 100,00 9333 a 73,00 a 49,00 a 31,00 a 17,00 b 10,00 b
Testigo 100,00 100,00 b 100,00b 100,00 b 100,00 b 100,00 ¢ 100,00 b
C, V% 3,08 10,04 34,03 59,44 31,36 35,36

* Medias con la misma letra en columna sin diferencia estadistica (LSD a = 0,05).

* Means with the same letter in column with no statistical difference (LSD a = 0.05).

* 10 ® conidios ml!, con diferencias significativas de las poblaciones entre la eficiencia de los hongos y el testigo (p
<0,001), donde M. brunneum redujo las poblaciones a cero en un periodo de nueve dias. Los hongos entomopatdge-
nos, resultan determinantes en el control de los pulgones en los cultivos, evitando la necesidad de aplicar productos
quimicos (Nuiez Seoane, 2021). Cabe senalar que en la reduccion de las poblaciones, los entomopatdgenos normal-
mente exhiben un modo de accion inicialmente lento y terminalmente abrupto (Baverstock et al., 2006), y se sabe
que después de la penetracion del hongo al cuerpo del hospedante se produce una transicion dimorfica provocando
la formacion de hifas con potencial de dispersion, en este proceso secretan toxinas y enzimas que cumplen la funcion
de inhibir el proceso metabolico de los insectos, provocando la muerte (Bergamo et al., 2019; Moraes et al., 1998).
También ocurre la muerte celular cuando las toxinas y enzimas son liberadas por M. anisopliae (Mwamburi, 2021).

3.4. Porcentaje de eficacia de los tratamientos

Las evaluaciones de eficacia se registraron hasta los siete dias después post aplicacion, dado que los formula-
dos provocaron alta mortalidad a este nivel. Los entomopatdgenos con el 100 % de eficacia en la mortalidad
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de los pulgones fueron Btk y M. anisopliae (Tabla 4) superando a los demas tratamientos, seguido por B. bas-
siana con 99,33 % de mortalidad.

Tabla 4. Eficacia de los tratamientos (%).
Table 4. Efficacy of the treatments (%).

Eficacia (%)*
Tratamientos
Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 7
Bik 0,00 7,33 25,00 64,33 84,67 95,00 100,00
M. anisopliae 0,00 6,33 22,00 46,67 84,31 99,33 100,00
B. bassiana 0,00 7,00 15,00 59,67 60,00 95,33 99,33
B. subtilis 0,00 6,67 27,00 51,00 69,00 83,00 90,00

* % de eficacia=[1 — (Td / Cd)] x 100
* % efficacy=[1 - (Td / Cd)] x 100

En cuanto al porcentaje de eficacia de los tratamientos, los entomopatdgenos con alta eficacia en la mortali-
dad de los pulgones fueron Btk y M. anisopliae, seguidos por B. bassiana. Cercanos porcentajes de mortalidad
reportaron Gebreyohans et al. (2021) en sus estudios sobre el manejo de B. brassicae utilizando hongos ento-
mopatdgenos e insecticidas seleccionados, donde B. bassiana registra mortalidad de adultos entre 67 % y 100 %
después de seis dias de incubacion y entre 56 % y 83 % con M anisopliae después de cinco dias de incubacion.
De manera similar Murerwa et al. (2014) registran hasta 41 % de mortalidad de adultos con M. anisopliae en
una concentracion de 1 x 107 después de 6 dias de tratamiento. Es bueno indicar que la eficacia de los biocon-
troladores sobre los pulgones difiere dependiendo de las cepas, el sitio de aislamiento, tiempo de incubacion
y dosis (Eidy et al., 2016; Litwin et al., 2020). Becerra Verdin (2010) al evaluar los formulados comerciales y
cepas nativas de M. anisopliae y B. bassiana en la mortalidad de los pulgones en cucurbitaceas, registro hasta
un 63 % de eficacia en cinco dias para ambas especies de hongos. Clifton et al. (2018) comprobaron que la apli-
cacion de B. bassiana y M. brunneum a semillas de soya las convierte en endofitos y estos pueden afectar las
interacciones con el pulgon de la soya (Aphis glicines Matsumura), en este caso B. bassiana fue el mas frecuente.

4. Conclusiones

Entre los resultados se muestra la efectividad de los cuatro entomopatogenos en el control del pulgén a nivel
de campo y laboratorio. Los tratamientos mostraron un aumento paulatino en el tiempo de mortalidad de los
insectos. En campo con una eficiencia de 71,07 a 88,67 % en el lapso de 30 dias y en laboratorio causando la
mortalidad méxima en 5 a 7 dias y una eficiencia de 90 al 100 %.
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