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RESUMEN

Una de las plagas que ocasiona severos dafios a la mazorca del maiz es la mosca de los
estigmas (Euxesta stigmatias). Los dafios empiezan desde el consumo de estilos, el apice de
la tusa y los granos en desarrollo, reduciendo rendimientos en la etapa reproductiva (R3)
lechoso (tierno). Los La finalidad de la investigacion fue determinar la mejor cepa de
Beauveria bassiana y la mejor concentracion para el control de la mosca de los estigmas en
estadio larval, bajo condiciones controladas. Planteando una alternativa de control para
reducir pérdidas de produccion en la etapa reproductiva (R3) lechoso (tierno). La
investigacion se lo realizé en el Laboratorio de Agronomia de la Universidad Técnica de
Cotopaxi, aplicando un arreglo factorial de AxB+1 adicional implementado en un DBCA con
cuatro repeticiones, donde el Factor A corresponde a Beauveria bassiana nativa (costa y
sierra) y el Factor B corresponde a las concentraciones (10°, 107, 10° esporas/ml), obteniendo
un total de 28 unidades experimentales con 15 larvas de Euxesta stigmatias por cada unidad
experimental. Las variables determinadas fueron porcentaje de mortalidad empleando
Beauveria bassiana y porcentaje de granos dafiados. Los resultados obtenidos se analizaron
en el programa InfoStat y tras obtener en el ADEVA resultados significativos, se realizo la
prueba de Tukey al 5% para la obtencién de los diferentes rangos de significancia. El
resultado para el porcentaje de mortalidad se determind que el tratamiento tres (T3) que
corresponde a la aplicacion de Beauveria bassiana nativa sierra a una concentracion de 10°
esporas /ml alcanzé el 100% de mortalidad en comparacion con el adicional que no registrd
larvas muertas. Con respecto a la variable porcentaje de granos dafiados, se obtuvo que el
tratamiento tres (T3) que corresponde a la aplicacion de Beauveria bassiana nativa sierra a
una concentracion 10° esporas/ml obtuvo un 2,28% de granos dafiados en comparacion con el
adicional (T7) que obtuvo un 10,11% de granos dafiados. Por lo tanto, se concluye que la
mejor cepa fue Beauveria bassiana nativa sierra para el control de larvas de Euxesta
stigmatias, ademas, se estableci que la mejor concentracion fue 10° esporas/ml.

Palabras claves: Euxesta stigmatias, Beauveria bassiana, concentracion, maiz, mortalidad
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ABSTRACT

One of the pests that causes severe damage to the corn ear is the stigma fly (Euxesta
stigmatias). The damage starts from the consumption of styles, the apex of the ear and the
developing kernels, reducing yields in the reproductive stage (R3) milky (tender). The
purpose of the research was to determine the best strain of Beauveria bassiana and the best
concentration for the control of the stigma fly in larval stage, under controlled conditions.
The aim was to propose an alternative control to reduce production losses in the reproductive
stage (R3) milky (tender). The research was carried out in the Agronomy Laboratory of the
Technical University of Cotopaxi, applying an additional AxB+1 factorial arrangement
implemented in a DBCA with four replications, where Factor A corresponds to native
Beauveria bassiana (coast and sierra) and Factor B corresponds to the concentrations (10°,
107, 10° spores/ml), obtaining a total of 28 experimental units with 15 larvae of Euxesta
stigmatias per experimental unit. The variables determined were percentage of mortality
using Beauveria bassiana and percentage of damaged grains. The results obtained were
analyzed in the InfoStat program and after obtaining significant results in the ADEVA, the
Tukey test at 5% was performed to obtain the different ranges of significance. The result for
the percentage of mortality was determined that treatment three (T3), which corresponds to
the application of Beauveria bassiana native sierra at a concentration of 10° spores/ml,
reached 100% mortality compared to the additional treatment that did not record dead larvae.
With respect to the variable percentage of damaged grains, it was obtained that treatment
three (T3) which corresponds to the application of Beauveria bassiana native sierra at a
concentration of 10° spores/ml obtained 2.28% of damaged grains compared to the additional
(T7) which obtained 10.11% of damaged grains. Therefore, it is concluded that the best strain
was Beauveria bassiana native sierra for the control of Euxesta stigmatias larvae, in addition,
it was established that the best concentration was 10° spores/ml.

Keywords: Euxesta stigmatias, Beauveria bassiana, concentration, corn, mortality.
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CAPITULO |
1. INFORMACION GENERAL

Titulo:

“EVALUACION DE DOS CEPAS DE Beauveria bassiana PARA EL CONTROL DE
Euxesta stigmatias EN MAZORCAS DE MAIZ (Zea mays), BAJO CONDICIONES
CONTROLADAS, CAMPUS SALACHE — LATACUNGA — COTOPAXI 2022~

Fecha de inicio:

Abril 2022

Fecha de finalizacion:
Agosto 2022

Lugar de ejecucion:

El Campus Experimental Salache se encuentra ubicado en el barrio Eloy Alfaro, cantén

Latacunga, provincia de Cotopaxi.

Unidad Académica que auspicia:

Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales (CAREN)
Carrera que auspicia:

Carrera de Agronémica

Proyecto de Investigacion vinculado:

Produccion de bioinsumos y biocontroladores como alternativa para la produccion agricola

de alimentos sanos, saludables y sin contaminantes.
Equipo de Trabajo

Tutora: Ing. Mg. Diana Elizabeth Toapanta Gallegos
Autor: Andy Mauricio Caiza Jarrin

Lector 1: Ing. Emerson Jacome Mogro, Mg.

Lector 2: Ing. Fabian Troya Sarzosa, PhD.



Lector 3: Ing. Edwin Chancusig Espin, PhD.

Area de Conocimiento.

Agricultura, Silvicultura y Pesca.

Linea de investigacion:

Anadlisis, conservacion y aprovechamiento de la biodiversidad local.

La biodiversidad forma parte intangible del patrimonio nacional: en la agricultura, en la
medicina, en actividades pecuarias, incluso en ritos, costumbres y tradiciones culturales. Esta
linea estd enfocada en la generacion de conocimiento para un mejor aprovechamiento de la
biodiversidad local, basado en la caracterizacién agronémica, morfologica, gendmica, fisica,
bioquimica y usos ancestrales de los recursos naturales locales. Esta informacion sera
fundamental para establecer planes de manejo, de produccién y de conservacion del

patrimonio natural

Sub lineas de investigacion de la Carrera:
Caracterizacion de la biodiversidad

Linea de vinculacién

Gestion de recursos naturales, biodiversidad, biotecnologia y gestion para el desarrollo

humano y social.
2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

En la sierra ecuatoriana uno de los cultivos de mayor importancia econémica es el de maiz
(Zea mays), cuya produccion alcanza 1, 358,626 toneladas métricas. Sin embargo, el cultivo
es atacado por las plagas tales como los gusanos de la mazorca Heliothis zea y Euxesta
stigmatias, que atacan durante el periodo de floracion y formacion del grano. Durante la
etapa de reproduccion del maiz (R3 lechoso) el ataque de plagas es comun, siendo las larvas
de la mosca de los estigmas Euxesta stigmatias una plaga que al no ser controlada a tiempo
alcanzan niveles muy altos de infestacion causando pérdidas directamente en la
productividad. En la presente investigacion se realizo el uso del hongo entomopatogeno
Beauveria bassiana para controlar Euxesta stigmatias en estado larval bajo condiciones

controladas, mediante ensayos en laboratorio.



Esta investigacion consto de tres fases:
1.- Fase de laboratorio: Se realizé la reactivacion y la multiplicacién de Beauveria bassiana.

2.- Fase de conteo: En esta fase se realizo el conteo de esporas y la elaboracion de la solucion

madre a base de Beauveria bassiana.

3.- Fase de aplicacion: Se aplico las suspensiones a diferentes concentraciones obtenidas a
partir de la solucion madre sobre las mazorcas de maiz, para posteriormente evaluar la

mortalidad de las larvas de la mosca de los estigmas Euxesta stigmatias.
3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La presente investigacion estd enfocada en proporcionar un control biolégico a los
productores de maiz, para el control de larvas de Euxesta stigmatias mismas que al no ser
controladas terminan alcanzando niveles de infestacion del ochenta al noventa por ciento en
la fase reproductiva R3 lechoso (tierno). Para solucionar este problema los agricultores han
optado por el uso intensivo de insecticidas de sintesis quimico como: los piretroides,
clorpirifos, metal paration y endosulfan. Segun el INEC para el afio 2020, el uso de
insecticidas en el pais fue de setenta y nueve por ciento, mientras que, el uso de insumos

organicos para el mismo afio fue de cuatro por ciento.

Por tal motivo se ha planteado el uso del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana como
un mecanismo de control bioldgico, para insectos del orden Diptera, para combatir y

erradicar esta plaga, evitando asi, pérdidas econémicas.

Ademas, al utilizar Beauveria bassiana se contribuye al cuidado del medio ambiente y se
disminuye el riesgo de contaminacién a la salud de los seres humanos y de los animales por

residuos de los insecticidas de sintesis quimico.
4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

4.1. Beneficiarios Directos

Los beneficiarios directos son los productores de maiz de la provincia de Cotopaxi, y

productores a nivel nacional.



4.2. Beneficiarios Indirectos

Los beneficiarios indirectos son los estudiantes y docentes de la Carrera de Agronomia de la

Universidad Técnica de Cotopaxi.

5. PROBLEMATICA

La produccion del cultivo de maiz a nivel nacional alcanza 1.3 millones de quintales anuales,
de la cual depende toda la poblacion ecuatoriana, ya que es uno de los principales rubros
agricolas de elevado consumo, tanto humano, como de materia prima para las industria
alimenticia y elaboracién de alimentos para animales. Entre las principales plagas registradas
en el cultivo de maiz dentro de nuestro pais que afectan a la calidad del grano, se presenta la
mosca de los estigmas Euxesta stigmatias, el gusano de la mazorca, Helicoverpa zea, el

gusano cogollero, Spodoptera frugiperda y el barrenador del tallo Diatraea spp.

Se han realizados estudios en Panama de infestaciones a nivel del grano en mazorcas de maiz
en estado lechoso (maiz nuevo), donde se han encontrado larvas de un diptero alimentandose
del mismo y reduciendo considerablemente la calidad y valor comercial de las mazorcas.
Anélisis similares de esta plaga se han realizado en paises como Argentina, Ecuador, Chile,
Per( y Brasil, donde se considera una plaga principal asociada al género de Euxeta stigmatias
(Goyal et al, 2011)

Estudios realizados por el INIAP en el afio 2002 las pérdidas ocasionadas por la mosca de los
estigmas en la mazorca de maiz en estado lechoso (tierno) en la Region Sierra del pais, se
encontraba entre el 80 — 90%. Mientras que, en la provincia de Pichincha, otro estudio
realizado por (Arenillo, 2017), determina que el porcentaje de dafio que ocasiona la mosca
de los estigmas esta entre 60 — 71%.

Frente a esta situacion surge la necesidad de realizar estudios basados en el control bioldgico
para determinar la incidencia de esta plaga en diferentes zonas productoras de maiz a nivel

del pais, para establecer medidas futuras para su manejo y control.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General

Evaluar dos cepas de Beauveria bassiana para el control de Euxesta stigmatias en mazorcas

de maiz (Zea mays), bajo condiciones controladas.



6.2. Objetivos Especificos

e Determinar la mejor cepa de Beauveria bassiana para el control de larvas de la mosca

de los estigmas Euxesta stigmatias.

e Establecer la mejor concentracion para el control de la mosca de los estigmas en

estadio larval.

ACTIVIDADES Y SISTEMA DE ACTIVIDADES EN RELACION A LOS

OBJETIVOS PLANTEADOS

Tabla 1. Actividades en relacion a los objetivos planteados.

OBJETIVO

ACTIVIDAD

RESULTADO

MEDIO DE
VERIFICACION

Determinar la mejor
cepa de Beauveria
bassiana para el
control de larvas de
la mosca de los
estigmas (Euxesta

stigmatias).

Reactivacion de una
cepa de Beauveria
bassiana del
laboratorio de

Agronomia.

Cepa activa de

Beauveria bassiana.

Cajas Petri con

el hongo activo.

Multiplicacion de

Subcultivos del

- Cajas Petri con

Beauveria bassiana. | hongo B. bassiana.
entomopatdgeno.
Elaboracion de las | Dos suspensiones - Conteo de

suspensiones
madres del hongo
entomopatogeno.

madre de Beauveria

bassiana.

esporas en la
camara de
neubauer.

- Fotografias.

Establecer la mejor
concentracion para
el control de la
mosca de los

estigmas en estadio

Elaboracion de
diferentes
concentraciones a
partir de las

suspensiones madre

Suspensiones a
diferentes
concentraciones de
Beauveria bassiana
(105, 107, 10°%)

- Fotografias.
- Conteo de

esporas




larval.

mediante conteo de

esporas.
Implementacion del | Unidades - Fotografias
ensayo y Aplicacion | experimentales - Libreta de
de suspensiones a rociadas con el laboratorio
diferentes hongo

concentraciones en | entomopatogeno en

las unidades diferentes

experimentales. concentraciones.

Conteo de larvas Célculo del - Ndmero de

post-aplicacion.

porcentaje de

larvas muertas.

mortalidad aplicando | - Tabla de
la férmula resultados
%Mc = (X —Y/X) 100

Conteo de granos Célculo del - Numero de

dafiados.

porcentaje de granos
dafiados aplicando la

formula

%Mc = (X —Y/X) *100

granos dafados.
Tabla de

resultados




CAPITULO 1
8. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
8.1. El maiz

8.1.1. Generalidades del maiz

El maiz (Zea mays) tuvo su origen en Mesoamérica (México y Guatemala), sus primeras
apariciones fueron entre los afios 8000 y 600 AC posiblemente a lo largo del acantilado
occidental de México Central o del Sur, a 500 km de la Ciudad de México, por lo cual no hay

dudas que el maiz tiene origen americano, (Acosta, 2009).

El Ecuador cuenta con una superficie de 361.347 ha de maiz duro cultivado, una produccién
de 1215.192 Tm con rendimientos de 3,68 Tm/ha en promedio. Las provincias con mayor
produccion a nivel nacional son Los Rios 56 % Guayas 19 %, Manabi 10 % y Loja 8%,
(Brito, 2018).

En la sierra del Ecuador el cultivo de maiz (Zea mays L.) es uno de los mas importantes
debido a la superficie sembrada y al papel que cumple en la seguridad y soberania
alimentaria, al ser un componente basico de la dieta de la poblacion rural. La superficie
sembrada de maiz suave para el afio 2020 fue de 74 961 ha, con un promedio de 3,36 t/ha en

choclo y 1,07 en grano seco, (Pefiaherrera, 2020).

8.1.2. Importancia del maiz en el mundo.

El maiz es el cultivo con mayor superficie sembrada y cosechada en el mundo. Ademas, es el
mas producido y consumido. Su caracteristica distintiva es el mayor namero de paises
participantes. Todas estas caracteristicas hacen del maiz materia prima, producto
procesado, tecnologia para la produccién de cerealesy  sus derivados, elementos
centrales de las negociaciones entre los paises y el mundo. Entre 2000 y 2008, la produccion
mundial de maiz crecio un 39% y lleg6 a 822 millones de toneladas, mientras que el trigo y
el arroz, los cultivos mas rentables durante varios afios, aumentaron solo un 15%.
Otra caracteristica del maiz es que se produce en todos los continentes. Segun
datos proporcionados por la FAO, hay 168 paises productores de maiz y 51 paises recibieron
un promedio de mas de un millon de toneladas en 2000/10, (MAIZAR, 2011).



8.1.3. Importancia del maiz en el Ecuador.

El maiz (Zea mays L) es uno de los cultivos mas importantes para los ecuatorianos ya que su
produccion proporciona materia prima para la agroindustria y alimento para el pueblo.
Segun estadisticas de la FAO, en 2016 la superficie cultivada fue de 485.696 hectareas,
la produccion fue de 1.667.704 toneladas y el rendimiento fue de 3,17 toneladas/ha-1.
Actualmente, la produccion nacional se enfoca principalmente en los tipos duro y suave;
Segun el Ministerio de Agricultura, el rendimiento promedio de maiz amarillo duro en 2015
y 2016, a partir de dos ciclos de siembra es de 5,76 ton ha-1; La mejora de los rendimientos
se atribuy6 principalmente a dos factores: el uso de semillas hibridas con alto potencial de
rendimiento  y lapolitica de precios minimos deapoyo a los productores,
lo que incremento significativamente los ingresos de los medianos y pequefios productores de
maiz, (Caviedes, 2018).

8.1.4. Clasificacidn taxondmica del maiz (Zea mays).
A continuacion, (Ortigoza, 2019) describe la siguiente clasificacion:

Tabla 2. Clasificaciéon taxonémica del maiz.

Reino Plantae
Division Magnoliophya
Clase Liliopsida
Subclase Commelinidae

Orden Poales

Familia Gramineas
Género Zea
Especie mays

Fuente: (Ortigoza, 2019)

8.1.5. Estadios vegetativos y reproductivos

Segun (Fassio, 2011), los estadios de un cultivo es una sucesion obligatoria de etapas en un
orden irreversible. Se llama ciclo de produccion al conjunto de fases que van desde la
germinacion de la semilla hasta la floracion y formacion del fruto. En el cultivo de maiz, se

distinguen los estadios Vegetativo y Reproductivo, los cuales se detallan a continuacion:



Tabla 3. Estadios reproductivos y vegetativos.

Vegetativo Reproductivo
VE: Emergencia R1: Barbas
V1: Primera hoja R2: Ampolla
V2: Segunda hoja R3: Lechoso
V3: Tercera hoja R4: Pastoso

V(n): Enésima hoja R5: Dentado
VT: Panojamiento R6: Madurez
fisioldgica

Fuente: (Fassio, 2011)

8.1.6. Principales plagas del maiz.

Para (Paliz, 2018), las principales plagas del maiz son:

8.1.6.1. Mosca de los estigmas (Euxesta stigmatias)

Atacan durante el periodo comprendido entre la floracion femenina y la formacién del grano,

reduciendo la produccién y la calidad comercial.

8.1.6.2. Gusano cogollero (Spodoptera frugiperda)

Es una plaga universal de gran importancia econémica, cuando el clima es caliente y seco,
las larvas completamente desarrolladas, que han caido al suelo antes de convertirse en pupas,
empiezan a alimentarse en la base de la planta, cercenando el tallo tierno. En periodos de

sequia su presencia y accién puede ser fatal.

8.1.6.3. Barrenador del tallo (Diatraea sp.)

El dafio es causado por la larva, la cual ataca a todas las partes de la planta especialmente El
tallo es el mayormente atacado, en la parte baja y a la altura de la mazorca. Las mazorcas son

atacadas en el pedunculo, la base e interior de la tuza.
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8.1.6.4. Gusano elotero o de la mazorca (Heliothis zea)

El gusano es una de las principales especies que provoca graves dafios y pérdidas
economicas, afectando principalmente al cultivo de maiz en etapas de reproduccion de la

planta.

8.1.6.5. Gusanos cortadores (Agrotis sp.)

Se alimentan de las raices y base del tallo por lo que causan la marchitez y muerte de la
planta.

8.2. Mosca de los estigmas

8.2.1. Generalidades

Las estigmatias del maiz (Euxesta stigmatias) pueden causar dafios muy graves a los cultivos
y pueden clasificarse como dafios directos e indirectos.  Algunos  cultivos pueden
requerir algin control durante el ciclo de crecimiento, mientras que otros no. Las operaciones
residuales de control de insecticidas son efectivas y oportunas. El dafio directo lo ocasiona
las larvas de la mosca de los estigmas, ya que se alimenta durante su estado larvario de los
granos de maiz en estado lechoso-masoso (fase reproductiva R3), donde provoca grandes
dafos en la mazorca desde la punta hasta la base de la misma. Por otra parte, debido a las
perforaciones y a la acumulacién de excremento se favorece el desarrollo de hongos

patdgenos que provocan la pudricion de la mazorca, (Ortega, 2014).

8.2.2. Origen y distribucion

Hay masde 69 especies de Euxesta en Ameérica Latina, de las cuales Euxesta
stigmatias causa el mayor dafio al maiz. Entre los insectos identificados en Ecuador en 1959-
1977 en colaboracidn con Insect Identification and Parasite Introduction Research Branch se
localizaron Euxesta eluta Loew, que junto con la mariposa Heliothis sp., su nivel de dafio es
del 93% de granos dafiados, (Merino & Victor Vazquez, 2001).

8.2.3. Clasificacion taxonomica de las larvas de la mosca de los estigmas (Euxesta

stigmatias)

Segun (PANORAMA, 2015), esta es la siguiente clasificacion:
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Tabla 4. Taxonomia de las larvas de la mosca de los estigmas.

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Clase Insecta
Orden Diptera
Familia Ulidiidae
Género Euxesta
Especie E. stigmatias

Fuente: (PANORAMA, 2015)

Graéfico 1. Ciclo de vida de la mosca de los estigmas.

Fuente: (Ortega, 2014)

Para (Ortega, 2014), el mayor dafio que causa el gusano de la mosca del maiz a la produccion
es en la etapa larval en la fase reproductiva R3 lechoso de la planta. Las larvas de
Euxesta stigmatias, son de color blanco cremoso, de aproximadamente un 1 cm. cuando esta
completamente desarrollado; forma una pupade color marrén rojizo o marrén oscuro en
el surco de los estigmas. La forma adulta es una mosca de aproximadamente 0,5 centimetros
de largo con alas rayadas que se deslizan rapidamente hacia los lados cuando se mueve. Estas
moscas ponen huevos que presentan un color blanco, en el surco de los estigmas. Los huevos
se agrupan de 2-30 huevecillos (y las hembras ovopositan hasta 95 huevecillos), presentan un
color blanco hialino y poseen una forma alargada, midiendo 0.80 x 0.20 mm. La fase larval
dura 13 % 3 dias, son de color blanco-amarillenta, alargada con la parte apical mas ancha que
la posterior, alcanzando 7 mm de largo. La fase de pupa dura 7+ 2 dias, presenta un color

amarillo- rojizo-café oscuro, con un extremo redondo, que mide 5 x 1.3 mm.
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8.2.4. Dafos que ocasiona a la mazorca

Las hembras ponen huevos en la mazorca tres semanas después de la polinizacion. Las larvas
ingresan por la parte superior de la mazorca y se alimentan de los granos
provocando la pérdida de la cosecha. Las larvas inmaduras pueden dafar otras partes de la
mazorca, ocasionando su deformacion, ademas debido al dafio que ocasionan
provocan enfermedades lo que reduce la productividad del cultivo. Esta plaga dafia la
mazorca de diferentes formas, la primera es mediante el dafio ocasionado a los estigmas,
obstruyendo con el flujo de polen e impidiendo la polinizacion. La segunda forma es a través
del dafio que causan las larvas cuando se alimentan del pericarpio de los granos de maiz,
dejando la epidermis del grano, donde buscan proteccion. Esta plaga presenta conductas
canibales, razon por la cual en una mazorca pueden vivir de 12 a 15 larvas sin atacarse entre
ellos, (PANORAMA, 2015).

Graéfico 2. Grano de choclo atacado por larva de Euxesta stigmatias.

Perforacion por

larva

8.2.5. Métodos de control
Existen algunos métodos para controlar las plagas en los cultivos, a continuacién, se
mencionan los siguientes:
8.2.5.1. Control cultural

(Injante & Joyo, 2010), mencionan que se debe retirar las plantas pequefias infectadas de la
emisién anterior del pistilo. Use aceite de cocina o aceite vegetal, para evitar las posturas de

Euxesta stigmatias.
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8.2.5.2. Control quimico

Para controlar la mosca del choclo la literatura recomienda el uso de insecticidas
organofosforados, carbamatos, piretroides y neonicotinoides, también usados para controlar a

los insectos que chupan, mastican y minan al cultivo de maiz, (Arenillo, 2017).

8.2.5.3. Control bioldgico

(Camacho & Mundo, 2012), indican que, existen enemigos naturales de la mosca del
estigma, la avispa Spalangia spp. (Hymenoptera: Pteromalidae), que parasitan diferentes
géneros de moscas incluyendo Euxesta. En campo demostraron un nivel de parasitismo del
38 al 47% de pupas de moscas de este género, durante el ciclo agricola primavera-verano.
Esta mosca puede penetrar hasta 20 cm de profundidad, cuando encuentra pupas las parasita
depositando un huevo dentro de ellas y completa el desarrollo en 20 dias.

8.3. Hongos entomopat6genos.

Los hongos son microorganismos unicelulares (levadura) o multicelulares (especies
filamentosas) que consisten en células alargadas con paredes que contienen celulosa y
quitina, asi como otros carbohidratos y proteinas. Estas estructuras vegetativas se denominan
hifas. Después de infectar con éxito se producen las estructuras reproductivas llamadas
esporas o conidios, éstas son producidas asexualmente por el huésped y ayudan a propagar
patdégenos. Los hongos tienen una gran variabilidad genética y una amplia gama de
huéspedes. Los hongos de mayor interés por su potencial como patégenos de insectos son:
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, M. flavoviride, Nomuraea rileyi, Lecanicillium
lecanii, Hirsutella thompsonii, Aschersonia aleyrodis, Paecilomyces spp., Cordyceps spp., Y
hongos del orden Entomophthorales (Zoophthora, Entomophthora, Entomophaga,
Neozygites). Los ordenes de insectos que suelen ser mas propensos a los hongos son
Hemiptera, Diptera, Cole6ptera, Lepidoptera, Hymenoptera y Ortoptera. Los hongos
entomopatdgenos constituyen actualmente una alternativa para el control de insectos plaga ya

que constituyen un grupo de mas de 750 especies, (Moino & Sousa, 2017).

8.3.1. Beauveria bassiana

Es considerada uno de los agentes de biocontrol mas efectivos en la agricultura. Se tiene una

gran experiencia en la industria del control de plagas en todo el mundo. (IICA, 2015). Este



14

hongo entomopatogeno al entrar en contacto con el insecto plaga, penetra en su interior por
las partes blandas parasitandolo y ocasionando su muerte. Beauveria bassiana es un
hongo imperfecto que puede infectar a mas de 200 especies de insectos, se caracteriza por
presentarse como un polvo blanco o amarillo cremoso similar al algodén. Su epizootia es
favorecida por su clima templado y himedo, Beauveria bassiana tiene un amplio rango de
temperatura de crecimiento de 15°Ca30°Cy una humedad relativa del 90%, (CERTIS,
2022).

8.3.2. Clasificacion taxondmica de Beauveria bassiana.
Segun (Noboa & Quedal, 2015), ésta es la siguiente clasificacion:

Tabla 5. Clasificacion taxondmica de Beauveria bassiana.

Reino Fungi

Divisién Amastigomicotina
Sub division Deuteromycotina

Clase Hyphomycete

Orden Moniliales
Familia Moniliaceae
Género Beauveria
Especie B. bassiana

Fuente: (Noboa & Quedal, 2015)

8.3.3. Descripcion microscopica

Chiriboga et al., (2015), menciona que Beauveria bassiana posee un micelio septado, con
conidioforos de 1 a 2 micras de diametro, donde se producen conidios o esporas hialinas de

forma redonda y ovalada de 2 a 3 micras de didmetro, que se insertan en el raquis.

8.3.4. Condiciones de crecimiento de Beauveria bassiana

Segun (Martinez, 2010), éstas son las siguientes condiciones de crecimiento de Beauveria

bassiana:
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Tabla 6. Condiciones de crecimiento de Beauveria bassiana.

Factor Descripcion
pH Crecimiento entre 5,7 —5,9
Temperatura Crecimiento entre 25 — 30°C

(minimo de 10°C y mé&ximo de

30°C)
Humedad Alrededor del 94%
Necesidades nutricionales Sacarosa, fuentes de carbono

(glucosa, almidon, pectina) y

nitrégeno (peptona).
Fuente: (Martinez, 2010)
8.3.5. Modo de accion de Beauveria bassiana

El ciclo de vida de este hongo consta de dos etapas: patégena y saprofita. El crecimiento
fangico se puede dividir en ocho etapas, como se describe a continuacion:

8.3.5.1. Adhesion
El primer contacto de un hongo con un insecto ocurre cuando las esporas (conidios) se
acumulan en la superficie del insecto.

8.3.5.2. Germinacion

El conidioinicia el desarrollo del tubo germinatorio y un Organo de
retencion (Illamado apresorio) que le permite adherirse a la  superficie del insecto.
Una germinacion adecuada requiere una humedad relativa del 92% y una temperatura de 23 a
25°C.

8.3.5.3. Penetracion

Luego de la inmovilizacién por mecanismo fisico (presion sobre la superficie de contacto)
y quimico (accion de enzimas: proteasa, lipasay quitinasa), el hongo ingresaal cuerpo

del insecto a través de los tejidos blandos.
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8.3.5.4. Produccion de toxinas

Dentrode los insectos, los hongos se ramificanyresiden enlas cavidades del
huésped. Produce una toxina llamada Beauvericina que destruye el sistema inmunolégico del
patdgeno, permitiendo gque el hongo ataque todos sus tejidos. Otras toxinas liberadas son:
beauvericin,  beauverolides, bassianolide, isarolides, acido  oxalico 'y  los
pigmentos tenellina y bassianina, que tienen cierta actividad insecticida. La funcion del

veneno es prevenir el ataque a las estructuras invasoras del hongo.

8.3.5.5. Muerte del insecto

La muerte del patogeno marca el final de la fase parasitaria, por lo tanto, el comienzo de la

fase saprofita.

8.3.5.6. Multiplicacién y crecimiento

Después deque el insecto muere, el hongo multiplica sus unidades infecciosas
(micelio) y crece simultaneamente, invadiendo eventualmente todos los tejidos del insecto
y volviéndose resistente a la descomposicién, presumiblemente debido a los antibidticos
secretados por los hongos. Después de la infeccion completa, el crecimiento adicional de
hongos en los insectos depende de la humedad relativa y, en condiciones aptas, los insectos

conservan su apariencia de momia, (INTAGRI, 2020).

Gréfico 3. Ciclo de vida de Beauveria bassiana.

o+ Beauveria bassiana In
o Ciclo de vida /9”"
G F & %
i 7
. ¥

S \
Esporulacién ” Adhesién y germinacién

Micelacion E: Lo M Penetraciony
A
] A Crecimiento Interno

Muerte del insecto
Dependiente del 4

sistema Inmune Produccién toxinas ylo
—" Colonizacién total de micelio

7/

Vivo/Muerto

Fuente: (INTAGRI, 2020)



17
8.3.5.7. Penetracion del interior hacia el exterior

Solo cuando las condiciones ambientales lo permiten, el hongo penetra en las partes blandas

de la larva y emerge.

Graéfico 4. Larva de Euxesta stigmatias, atacado por Beauveria bassiana.

8.3.5.8. Produccién de nuevas unidades reproductivas

Acondicionado para crecer, comienza a formar nuevas unidades reproductivas o esporas.
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CAPITULO Il
9. HIPOTESIS

Ho= Con la aplicacién de al menos una de las concentraciones de Beauveria bassiana se
lograra la mortalidad de las larvas de la mosca de los estigmas Euxesta stigmatias.
Ha= Con la aplicacion de al menos una de las concentraciones de Beauveria bassiana no se

lograra la mortalidad de las larvas de la mosca de los estigmas Euxesta stigmatias.
10. METODOLOGIAS Y DISENO EXPERIMENTAL
10.1. Localizacion del ensayo

El bioensayo se ubicd en el Laboratorio de la Carrera de Agronomia, perteneciente a la
Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales de la Universidad Técnica de

Cotopaxi.
10.1.1 Croquis

El Campus Experimental Salache, se encuentra ubicado en el barrio Eloy Alfaro, cantdn
Latacunga a una altura de 2730 (m s. n. m.) con 78°37°25”de longitud oeste y 00°59°55”de

latitud sur.

Graéfico 5. Croquis donde esta ubicado el proyecto.

Fuente: (Google Earth, 2022)
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10.2. Tipo de Investigacion

10.2.1. Experimental
Es experimental debido a que mediante un ensayo de laboratorio se analizan una 0 mas
variables independientes, para el disefio de este proyecto.

10.2.2. Cuali-cuantitativa

Describe sucesos complejos en su medio natural, y cuantitativa porque recogen datos
cuantitativos los cuales incluyen mediciones sistematicas ademas se empleara un analisis
estadistico en el programa INFOSTDAD 2.0.

10.3. Modalidad bésica de investigacion

10.3.1. Observacion cientifica

La observacion cientifica permite indagar de manera directa del objeto de investigacion.

10.3.2. Cuantitativa
Permite interpretar los resultados obtenidos en el laboratorio al momento de obtener los
resultados y discusiones.

10.3.3. De laboratorio
La investigacion ejecutada en ensayos de laboratorio, permite la recoleccion de datos
directamente en el lugar donde se establecera el experimento.

10.3.4. Inductivo
Las conclusiones generales extraidas de las instalaciones especificas se
procesaron durante la investigacion.

10.3.5. Bibliogréafica Documental

De igual manera este estudio tendra relacion con material bibliografico y documental que

servira de base para el contexto del marco tedrico y los resultados obtenidos.
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10.4 Técnicas de la investigacion

10.4.1. Observacion de laboratorio

Esta técnica permitio tener un contacto directo con el insecto plaga Euxesta stigmatias.
utilizados dentro de la investigacion, y luegose observé su comportamiento al

ser inoculadas con diferentes concentraciones de Beauveria bassiana.

10.4.2. Registro de datos

Se registrd los datos que se obtuvo a través de una libreta de campo, donde fueron apuntadas

y ordenadas para obtener una mayor informacién de la investigacion.
10.5. Materiales, equipos y reactivos

10.5.1. Material bioldgico

Se utilizaron cultivos puros de Beuaveria bassiana obtenidos previamente de aislamientos

propios dentro del laboratorio de agronomia.

10.5.2. Materiales de laboratorio

Tubos de ensayo de 15ml

Cajas Petri de plastico y de vidrio
Erlenmeyer de 250ml

Vasos de precipitacion de 300ml
Frascos graduados de 500ml
Pipetas de plastico de 5ml

Pipetas volumétricas de 20 y 200 ..

Mechero

© © N o g b~ DR

Pinzas metalicas

[EN
o

. Asas metalicas
. Gradilla

Papel plastico film

S = =
w N

Papel aluminio

[N
=

Papel absorbente

[EN
i

Papel Parafilm



16. Larvas de Euxesta stigmatias
17. Larvas de Phyllophaga spp.
18. Mazorcas de maiz (etapa reproductiva R3)
19. Algodon

20. Guantes estériles

21. Estilete

22. Marcador permanente

23. Mascarillas

24. Jeringuillas de 10ml

25. Miel

26. Rociadores

27. Platos desechables

28. Medias de nylon

29. Elastico

30. Cinta doble faz

31. Bisturi y porta bisturi

10.5.3. Equipos

Camara de Neubauer
Céamara de flujo laminar
Balanza de precision
Autoclave

Microscopio
Estereoscopio
Incubadora

Vortex

© © N o g b~ w DR

Camara fotografica
10. Agitador
10.5.4. Reactivos

1. Agar Papa Dextrosa (PDA)
2. Agar Agar
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Glucosa

Tween 80

Agua destilada

Antibiotico (Gentamax 180)

N o g &~ W

Vitaminas Ay E

10.6. Diseflo Experimental
Se realizd un arreglo factorial de AxB+1 adicional, implementado en un DBCA con cuatro
repeticiones, donde se presento el Factor (A) como Beauveria bassiana (costa y sierra), el
Factor (B) como las concentraciones (10°, 107, 10°).

10.7. Unidad Experimental
Cada unidad experimental const6 de 15 larvas (gusanos) los cuales fueron ubicados en unas
tarrinas pléasticas, en los mismas donde se coloco los choclos con 15 larvas.

10.8. Factores en estudio
El presente bioensayo constd de dos factores en estudio:
Factor A (Beauveria nativa)

e Bs=Sierra

e Bc =Costa

Factor B (Concentraciones)

e C1=10°
e C2=10'
e (C3=10°

10.9. Tratamientos en estudio

Seguidamente, se enlista los tratamientos con su respectiva simbologia utilizados en el

bioensayo experimental:



Tabla 7. Tratamientos en estudios de acuerdo al disefio experimental establecido.
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TRATAMIENTOS Beauveria SIMBOLOGIA | CONCENTRACIONES
bassiana (nativas)
T1 Sierra BsC1 10°
T2 Sierra BsC2 107
T3 Sierra BsC3 10°
T4 Costa BcC1 10°
T5 Costa BcC2 107
T6 Costa BcC3 10°
T7 Adicional
10.10. ADEVA

Tabla 8. Esquema del ADEVA.

FdeV GL
TRATAMIENTOS 6
BLOQUES 3
FACTOR A (Beauveria) 1
FACTOR B (Concentraciones) 2
FACTOR A*FACTOR B 2
Factorial vs Adicional 1
Error 18
Total 27

10.11. Variables en estudio

Posteriormente, se presentan las variables en estudio a evaluar dentro de la investigacion.



Tabla 9. Variables a evaluar.
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Tipo de ) o o
_ Nombre Indicador Indice Técnica | Instrumentos
variable
NUmero de las
% de .
] larvas muertas ) Observacion
Mortalidad mortalidad Conteo )
de Euxesta directa
] ) de larvas
stigmatias
Dependiente
Ndamero de _,
Granos . % de granos Observacion
. granos dafiados 3 Conteo _
dafiados dafiados directa
por mazorca
Suspensién
de tres
) Beauveria Ndamero de . ] Camara de
Independiente ) concentracio | Formula
bassiana esporas/ml nes neubauer
10°, 107, 10°

10.12. Manejo del Experimento

10.12.1. Método de reactivacion del hongo Beauveria bassiana en un medio de

Agar Insecto

Para la reactivacion del hongo se empled la metodologia utilizada por (Chiriboga, Gémez, y

Garcés, 2015), donde mencionan que, se debe seleccionar insectos activos, que se encuentren

vivos al momento de ser recolectados (Phyllophaga sp.).

A continuacion, se detalla el procedimiento de esta metodologia que se realizd en el

Laboratorio de Agronomia:

1. Se desinfectd los insectos con hipoclorito de sodio al 0.5% en 500mL de agua

destilada.
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2. Se sumergio los insectos de 5 a 10 minutos.

3. Se peso 18gr de AGAR AGAR, luego se pesa 15gr de Glucosa, después se pesa 70gr
de insectos (cutzos).

4. En un vaso de precipitacion de 500mL se coloca agua destilada, los 18gr de AGAR
AGAR y los 15¢gr de Glucosa.

5. Después se coloca a los cutzos en una licuadora se afiade 500mL de agua destilada y
se procede a licuar.

6. Posteriormente con un cernidor o una coladera se cierne el extracto y se coloca en un
vaso de precipitacion de 1000mL.

7. Finalmente se traspasa a los frascos graduados 400mL del extracto para realizar el
medio de cultivo AGAR INSECTO.

10.12.2. Método de multiplicacion del hongo

Se utiliz6 la metodologia empleada por (Castillo y Choquetarqui, 2012), mencionando que
las muestras obtenidas a partir del AGAR INSECTO se las debe colocar en PDA realizando
cortes rectangulares de 5mm con un bisturi suplementado de un antibiético a base de
Gentamicina, sellado con cinta Parafilm y finalmente este debe ser colocado dentro de la

camara de incubacion.

A continuacién, se detalla los pasos desarrollados y materiales utilizados para la

multiplicacion de Beauveria bassiana:

1.- Se prepar6 PDA (Papa Dextrosa Agar) mediante célculos recomendados tanto para el

agua destilada y para el PDA.

e Cantidad para el agua destilada: 100mL a razon de 5 cajas Petri.

e Cantidad para el agar: 39gr a raz6n de 1000mL de agua destilada.

2.- Se esterilizo el medio de cultivo en la autoclave con los materiales utilizados en este caso
fueron pinzas, porta bisturis, cajas Petri de vidrio y azas por un periodo de tiempo de 45
minutos.

3.- Seguidamente se debe desinfectar con cloro y después con alcohol la camara de flujo
laminar, una vez que el medio y los materiales se encuentren esterilizados, se los coloco en la

camara.
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4.- Luego de que el medio de cultivo sea llevado a la camara de flujo laminar se dej6 enfriar
el mismo a temperatura ambiente y se colocd el antibiotico, en este caso se ocupd “Gentamax
280” en su presentacion de ampolla, el mismo que se mezcl6 con el medio de cultivo y se
dispensd en cada caja Petri.

5.- De la caja Petri que contenian los cultivos desarrollados, se realizé un corte con un bisturi
de la parte que contenga mayor porcion del micelio blanco y con una pinza se retiro el
pedazo cortado y se lo coloco en la caja Petri, en este caso también se realizaron frotis en
algunas cajas Petri, luego se coloco una cinta Parafilm y se identifico la caja Petri, y
finalmente se coloco en la camara de incubacion a una temperatura promedio de 24°C.

6.- Al transcurso de 7 dias se observé la caja Petri cubierta con B. bassiana. La misma que
sera considerada como el primer subcultivo.

7.- Al obtenerse el primer subcultivo limpio y sin ninguna contaminacion, se prepard
nuevamente medio de cultivo suplementado con el antibidtico antes mencionado.

8.- Del subcultivo de Beauveria. bassiana se realiz6 unos cortes de 5 mm con el bisturi y
cada corte se colocé en una caja Petri respectivamente, después se sellé con la cinta Parafilm
y se identificd por fechas después de haberse sembrado.

9.- Finalmente se envolvid en papel film y se coloco las cajas en la camara de incubacién y al

transcurso de 7 dias se observé que las nuevas cajas estaban cubiertas con B. bassiana.

10.12.3. Fase de conteo y elaboracién de la solucion madre.

Previo a la aplicacion en las unidades experimentales, se realiz6 una prueba para determinar
la cantidad de suspension de conidias que podria alcanzar toda el area de una mazorca. El

resultado obtenido fue de 60 roseadas que equivale a 10ml por cada mazorca.
Por cada unidad experimental = 10 ml

Total, volumen a utilizar = 24 unidades experimentales x 10 ml = 240 ml
Volumen con diferentes Beauveria bassiana:

Beauveria bassiana costa = 120 ml

Beauveria bassiana sierra = 120 ml

Para la elaboracion de esta fase se empled la metodologia utilizada por (Antia y Posada,

1992), quienes mencionan que, para la preparacién de la solucion madre se debe realizar con
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un volumen de Agua Destilada Esteéril a razon de 240mL y el hongo producido en las cajas

Petri de plastico y de vidrio.

10.12.3.1. Solucién madre
A continuacion, se detalla la elaboracién de los pasos a seguir para la solucion madre:

1.- Se selecciono 5 cajas Petri de las cepas de Beauveria bassiana nativa de la sierra'y 7 cajas
Petri de las cepas de Beauveria bassiana nativa de la costa, para ello se seleccioné las
caracteristicas del micelio como su coloracion, esporulacion y sin contaminacion.

2.- En cada una de las cajas Petri se coloco agua destilada estéril seguidamente se realiz6 un
raspado sobre el hongo con la ayuda de una aza metalica.

3.- El resultado del raspado del hongo de cada caja Petri se lo depositd en un vaso de
precipitacion de 500mL.

4.- Finalmente a estas soluciones se le colocé el reactivo Tween 80, para ello se realizo el
siguiente calculo:

Cl-v1=C2-v2

Donde:
C1 = A la concentracion de la solucion inicial que tenemos.
V1 = Al volumen que se debe utilizar para la dilucion.
C2 = A la concentracion que deseamos alcanzar.
V2 = Al volumen final de la dilucién.
Para ello se calcul6 de la siguiente manera:
80% - v; = 0.05% - 240mL

_0,05% — 240mL
Vi = 80%

v; = 0,15mL

A razén de ImL es igual a 1000, para ello se realiz6 una regla de tres:

1mL 1000 ulL
0,15 mL X
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x = 150 ul

Dando como resultado 150y del reactivo Tween 80 que se debe colocar en las soluciones

madres.

10.12.3.2. Conteo de esporas

Para el conteo de esporas de las cepas de Beauveria bassiana nativas se detallan los

siguientes pasos:

1.- Una vez colocado el reactivo Tween 80 a razon de 150, en las soluciones madres se
procedié a mezclar hasta obtener una mezcla homogénea algo espumosa hasta que se
disuelva todo el reactivo. Esto se realiz6 para dispersar las esporas del hongo y asi se nos

facilite el conteo.

2.- A las soluciones madres de Beauveria bassiana nativas se agitd durante 4 minutos en el
agitador a 300 rpm (revoluciones por minuto) con el fin de volver a tener esa mezcla

homogénea ya mencionada.

3.- Con la ayuda de una micropipeta o pipeta volumétrica se extrajo 60y, luego se coloco en
la cdmara de neubauer, después se tap6é con un cubre objetos y finamente se observo en el

lente de 40x en el microscopio.

4.- Para el conteo de esporas se lo hizo en forma de zigzag por cada cuadrante. Unicamente
se contd las esperas que se encontraban al interior de cada cuadrante y descartando las

esporas gue se encontraban fuera de las divisiones.

A continuacion, se aplico la siguiente formula:

# total de esporas 10.000
# de cuadrantes contabilizados * # de subcuadrantes contabilizados

Conteo de esporas =

Nota: En el caso de haber diluciones multiplicar por las veces realizadas de las mismas.

10.12.3.3. Elaboracion de las concentraciones

Una vez que la concentracion de la solucién madre se determind se procede hacer las

siguientes diluciones para las demas concentraciones.
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1.- Con la ayuda de una gradilla en cuatro tubos de ensayo (1, 2, 3, 4) se coloc6 9mL de agua

destilada estéril.

2.- Después se realizo diluciones con la ayuda de una micropipeta se extrajo 1mL de la
suspension madre y se colocé en el tubo de ensayo A, luego de la dilucién A se extrajo ImL
y se colocd en el tubo de ensayo B, posteriormente de la dilucion B se extrajo 1mL y se
colocé en el tubo de ensayo C y finalmente de la dilucion C se extrajo 1mL y se colocd en el
tubo de ensayo D, esta fue la Gltima dilucion. Las mismas que fueron sometidas a un

agitador.

3.- Finalmente se realiz6 el conteo de esporas por cada dilucion, dando asi las siguientes

concentraciones para cada Beauveria nativa: 10°, 107, 10°.

A continuacion, se detalla el nimero de cajas utilizadas de las dos Beauverias nativas para

alcanzar las concentraciones con sus respectivas diluciones:

e Beauveria bassiana (Costa)

Para alcanzar a la concentracion uno (C1) se utilizé 5 cajas Petri, con su respectiva dilucion

se contd 30 esporas dando como resultado en notacion cientifica 4x10°.

Luego para alcanzar a la concentracion dos (C2) se utilizd 2 cajas Petri, con su respectiva

dilucion se cont 18 esporas dando como resultado en notacion cientifica 3x10°.

Finalmente, para alcanzar a la concentracion tres (C3) se utiliz6 6 cajas Petri, con su

respectiva dilucion se contd 11 esporas dando como resultado en notacion cientifica 2x10°.

e Beauveria Bassiana (Sierra)

Para alcanzar a la concentracion uno (C1) se utilizé 7 cajas Petri, con su respectiva dilucion

se contd 8 esporas dando como resultado en notacion cientifica 1x10°.

Luego para alcanzar a la concentracion dos (C2) se utilizd 6 cajas Petri, con su respectiva

dilucion se contd 9 esporas dando como resultado en notacion cientifica 1x107.

Finalmente, para alcanzar a la concentracion tres (C3) se utilizd 7 cajas Petri, con su

respectiva dilucion se contd 9 esporas dando como resultado en notacion cientifica 1x10°.



30
10.12.4. Fase de aplicacion de Beauveria bassiana en la plaga a evaluarse.

Seguidamente se realizo la colecta y mantenimiento de la plaga en este caso fueron larvas de
la mosca de los estigmas del maiz (Euxesta stigmatias.), bajo condiciones controladas de

laboratorio,

10.12.4.1. Colecta y Preservacion de las larvas

A continuacion, se detalla el procedimiento y materiales utilizados para la recoleccion y

mantenimiento de las larvas:
Materiales:

Mazorcas de maiz infestadas con larvas de la mosca de los estigmas.
V/asos cerveceros o tarrinas plasticas.

Medias nylon.

Cordon elastico.

Caja acrilica 50cm x 30 cm

Az(car.

Agua miel.

Vitaminas Ay E.

© ©° N o g bk~ 0w D PE

Rociador.

Procedimiento:

1.- Las mazorcas infestadas con esta plaga se obtuvieron en un cultivo ubicado en el Barrio
Ecofr6z perteneciente a la parroquia de Machachi, canton Mejia, provincia de Pichincha. E
inmediatamente fueron trasladadas a laboratorio.

2.- En un recipiente de plastico vasos y tarrinas, se coloco las mazorcas infestadas y también
se afladié mazorcas sanas para su alimentacion. A las larvas se las alimentaba tres veces a la

semana.

3.- Finalmente se tapd con medias nylon la parte exterior de los vasos y tarrinas sujetadas con

cordones elasticos.

Para su mantenimiento y alimentacién se empled la metodologia utilizada por (Garcia y
Camacho, 2010), mencionando que, para las larvas y adultos; éstos ultimos se alimentaron

con agua azucarada diluida, miel de abeja, vitaminas y agua. Mientras tanto, las larvas se
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mantuvieron dentro de una camara de cria hecha con material acrilico. Para ello a
continuacion se detalla los pasos de la preparacion de la alimentacion de las larvas que fue

editada en el laboratorio de Agronomia:

e Miel de abeja 25%.
e Azlcar 25%.
e Agua 50%.
e Vitamina Ay E 15ml por cada una, a razon de 300ml.
4.- Seguidamente se colocé en un rociador y se procedio a la alimentacion de las larvas.

5.- Después se tapo los recipientes con medias nylon y se sujeto con cordones elasticos.

6.- Finalmente cada vaso Y tarrina plastica fueron colocadas dentro de una caja acrilica para

evitar que se salgan.
7.- Luego de 5 dias se observo el incremento de nimero de larvas de Euxesta stigmatias.,
obteniendo una poblacién de larvas listas para ser utilizadas en el bioensayo.
10.12.4.2. Implementacion del bioensayo
A continuacion, se detalla los materiales utilizados:
Materiales:

Mazorcas de maiz (24).
Tarrinas plésticas blancas (24).
Algodon hdimedo.

1.

2

3

4. Medias nylon.
5. Cinta doble faz.
6

Cordon elastico.

Procedimiento:
1.- En cada tarrina plastica se coloco en la parte inferior un algodon humedo.
2.- Seguidamente se introdujo en cada tarrina las mazorcas de maiz.

3.- Luego se colocd las 15 larvas por cada unidad experimental.
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4.- En la parte superior de las tarrinas plasticas se tap6 con medias nylon y se sujetd con
cordones de eldstico, a su vez para que la media nylon no se resbale se puso cinta doble faz
en las esquinas de las tarrinas.

10.12.4.3. Aplicacion de Beauveria bassiana nativas.
La metodologia de la aplicacion fue de la siguiente manera:
1.- Se tom6 10ml de cada concentracion y se deposito en un rociador.

2.- Luego se procedio a fumigar cada unidad experimental de acuerdo al disefio establecido
de la siguiente manera: Se destapo la mazorca, luego se procedio a fumigar toda la mazorca y

se dejo reposar por 5 minutos.

3.- Y finalmente se volvié a tapar la parte exterior de las tarrinas.

Este proceso se utiliz6 para las fumigaciones de la Beauveria nativa (costa y sierra) con una
aplicacion de forma preventiva y curativa.

10.13. Datos a Evaluar.

10.13.1. Porcentajes de larvas muertas:

Se realiz6 el conteo de larvas muertas, después de la aplicacion de Beauveria bassiana,
durante siete dias, de cada unidad experimental se retird las larvas, se colocé en una caja

Petri y mediante el estereoscopio se verificé la cantidad de larvas muertas.

(Delgado, 2014), menciona que, para calcular el porcentaje de mortalidad de larvas se
empled la formula de Abbot corregida:

%Mc = (X — Y/X) *100

Donde:
%Mc = Porcentaje de mortalidad corregida.
X = Porcentaje de larvas vivas en el control.

Y = Porcentaje de larvas vivas en el tratamiento.
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Nota: Si el porcentaje de mortalidad de larvas en el control es mayor al 20 %, se debe

descartar el bioensayo y debera ser repetido nuevamente.

10.13.2. Porcentaje de granos dafiados.

Para esta variable se realizé el conteo de nimero de granos infestados o dafiados, es decir, el
conteo de cada grano que este perforado por las larvas de la mosca de los estigmas Euxesta

stigmatias., a su vez se procedié hacer un promedio de granos totales de las mazorcas.
Para ello el porcentaje de granos dafiados se calculé con la siguiente formula: (INEN, 1987)

# de Granos dafiados

% de G dafiados = 100
% de Granos dafiados # total de Granos sanos( )

10.14. Anélisis Estadistico

Los datos obtenidos se registraron y ordenaron en una hoja de calculo de Excel,
posteriormente se utilizé el programa InfoStat para subir los datos obtenidos acorde al disefio

experimental empelado en la investigacion para la obtencion del ADEVA.

10.15. Prueba de Patogenicidad.

Para esta fase se utilizd la metodologia empleada por (Vélez, Posada, y Marin, 1997),
quienes mencionan que, esta es una prueba muy importante ya que determina si el patdgeno

verdaderamente ataca a la plaga por lo cual es recomendado.
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CAPITULO IV
11. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

11.1. Analisis de mortalidad de larvas de Euxesta stigmatias

En las siguientes tablas se presentan los datos de mortalidad de larvas de Euxesta stigmatias,
controladas con suspensiones de Beauveria bassiana en tres diferentes concentraciones

aplicadas a mazorcas de maiz bajo condiciones controladas.

Gréfico 6. Porcentaje de mortalidad total de los tratamientos.
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En el grafico 6, se observa la mortalidad de los tratamientos, siendo el T3 (Beauveria
bassiana nativa sierra con concentracion 10°) el mayor porcentaje con un 100% mientras que
el T7 (Testigo) obtuvo un 0% de mortalidad.



Tabla 10. ADEVA para la

estadio larval.
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variable porcentaje de mortalidad de Euxesta stigmatias en

F.V. SC gl CM F p-valor
Total 28561 27
Repeticiones 156,67 3 52,22 448 0,0162 n.s
Tratamientos 28195 6 4699 402,75 <0,0001 **
Factor A (Beauveria) 150 1 150 7,36 0,0142 *
Factor B (Concentraciones) 1114,24 2 557,12 27,35 <0,0001 **
Factor A*Factor B 11,06 2 5,53 0,27 0,7654 n.s
Factorial vs Adicional 26919,21 1 26919,2 2307,2 <0,0001 **
Error 210,01 18 11,67
CV% 4,50

En la tabla 10, se observa que, si existe diferencias altamente significativas para los

tratamientos (T1, T2, T3, T4, T5, T6 y T7), para el Factor B (Concentraciones), para el

factorial vs adicional y el Factor A (Beauveria bassiana). En el cual se obtuvo un coeficiente

de variacién de 4,50% lo cual indica que existid un correcto manejo de las unidades

experimentales durante la fase de estudio.

Tabla 11. Prueba de Tukey 5%, para la comparacidn de rangos en la mortalidad de larvas de

Euxesta stigmatias.

Tratamientos Medias Rangos
T3 Beauveriab.sierra C3 100 A
T6 Beauveriab.costa C3 9333 A B
T2 Beauveriab.sierra C2 91,65 B
T5 Beauveriab.costa C2 86,68 B C
T1 Beauveriab.sierra Cl1 81,68 cC D
T4 Beauveriab.costa Cl1 78,33 D
T7 Adicional 0 E

En la tabla 11, se puede observar que, el T3 (Beauveria nativa sierra con la concentracion 10°
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esporas/ml) se encuentra en el rango A con una media de 100% siendo el mayor, mientras
que el T4 (Beauveria nativa costa con la concentracion 10° esporas/ml) se ubica en el rango
D con una media de 78,33% siendo el menor.

Los resultados de mortalidad de Euxesta stigmatias obtenidos son similares con lo observado
por (Venegas, 2017), quien en su experimento con Beauveria bassiana y larvas de Euxesta
stigmatias obtuvo una mortalidad de 97 a 100% de larvas. Ademas, se encontré que
Beauveria bassiana fue capaz de infectar a adultos de la mosca, lo que demuestra a nivel de
laboratorio la toxicidad de esta cepa nativa en concentraciones de 1x10° esporas/ml, misma
concentracion que se empled en la investigacion en cual se obtuvo un 100% de mortalidad.
También los autores (Georgette, Rodriguez, y Cueva, 2014), han obtenido datos diferentes
con respecto a la accion biocida sobre larvas de Ae. aegypti, tratados a la concentracion de
1,3 x 107 esporas/ml de Beauveria bassiana con un porcentaje de mortalidad mayor a 80%,
lo cual indica que podria acercarse a la concentracion 107 esporas/ml, con un porcentaje de
91,65% obtenida en la investigacion. Los mismos autores registraron la concentracion mas
baja (2,5 x 10° esporas/ml), con una mortalidad de 85%, valor similar a la mortalidad
obtenida a la concentracion mas baja (10° esporas/ml) con un 81,68% de mortalidad. Ademas
(Garcia, 2011), concluye que a partir de la concentracion 10° esporas/ml de Beauveria
bassiana son los mas virulentos para Euxesta stigmatias, dato que concuerda con la
mortalidad obtenida de la concentracion (10° esporas/ml) con un 100% dentro de esta
investigacion. A continuacion, se aplico la prueba de Tukey al 5 %, para la comparacién de
rangos para cada uno de los factores, su interaccion y tratamientos que tienen significancia

estadistica en el porcentaje de mortalidad de larvas de Euxesta stigmatias.

Tabla 12. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para el Factor A.

Factor A (Beauveria) Medias Rangos
Beauveria b. nativa sierra Bl 91,11 A
Beauveria b. nativa costa B2 86,11 B

En la tabla 12, se observa la prueba de Tukey al 5% para el Factor A, donde los resultados

muestran dos rangos de significancia estadistica donde, la Beauveria nativa sierra, se
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encuentra en el rango A con una media de 91,11% siendo la mayor, mientras que la

Beauveria nativa costa, se ubica en el rango B con una media de 86,11% siendo la menor.

Gréfico 7. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para el Factor A.
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Tabla 13. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para el Factor B.

Factor B (Concentraciones) Medias Rangos
Concentracion 10° esporas/ml C3 96,66 A
Concentracion 107 esporas/ml C2 89,16 B
Concentracion 10° esporas/ml C1 80 C

En la tabla 13, se puede observar tres rangos de significancia estadistica, donde la C3
(Concentracion 10° esporas/ml) se encuentra en el rango A con una media de 96,66% siendo
el mayor, mientras que la C2 (Concentracion 107 esporas/ml) se ubica en el rango B con una
media de 89,16% y la C1 (Concentracion 10° esporas/ml) se ubica dentro del rango C con

una media de 80% siendo la menor.
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Graéfico 8. Prueba de Tukey, para la comparacion de rangos para el Factor B.
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Tabla 14. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para la interaccion entre el

Factor Ay Factor B.

Factor A Factor B Medias Rangos
Beauveria b. sierra  10° esporas/ml 100 A
Beauveria b. costa 10° esporas/m| 9333 A B
Beauveria b. sierra 10" esporas/m| 91,65 A B C
Beauveria b. costa 10" esporas/ml 86,68 C D
Beauveria b. sierra 10° esporas/ml 81,68 C D
Beauveria b. costa 10° esporas/m| 78,33 D

En la tabla 14, se puede observar cuatro rangos de significancia estadistica, la Beauveria

nativa sierra con 10° esporas/ml, se encuentra en el rango A con una media de 100% siendo

el mayor rango y la Beauveria nativa costa con 10° esporas/ml, en el rango D con una media

de 78,33% siendo el menor.
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Grafico 9. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para la interaccion entre el

Factor Ay el Factor B.
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11.2. Analisis de Porcentaje de Granos Dafiados.
En las siguientes tablas se presentan los datos del porcentaje de granos dafiados del choclo.

Graéfico 10. Porcentaje de granos dafiados total de los tratamientos.
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En el grafico 10, se observa el porcentaje de granos dafados, siendo el T3 (Beauveria

bassiana con concentracion 10° esporas/ml) el menor con un porcentaje de 2,28%, mientras

que el T11 (Adicional) obtuvo un porcentaje de 10,11% siendo el mayor porcentaje.

Tabla 15. ADEVA para la variable de porcentaje de granos dafiados.

F.V. SC gl CM F p-valor
Total 187,74 27
Repeticiones 0,13 3 0,04 0,04 0,9896 n.s
Tratamientos 166,73 6 27,79 23,96 <0,0001 **
FACTOR A (Beauveria) 8,1 1 8,1 11,93 0,0028 *
FACTOR B (Concentraciones) 75,79 2 37,89 5586 <0,0001 **
FACTOR A*FACTOR B 0,78 2 0,39 0,57 0,5737 n.s
Factorial vs Adicional 82,07 1 82,07 70,76  <0,0001 ol
Error 20,88 18 1,16
CV % 18,20

En la tabla 15, se observa que, si existe diferencias altamente significativas para los

tratamientos, para el Factor B y el testigo vs tratamientos. En el cual se obtuvo un coeficiente

de variacion de 18,20% lo que se interpreta que existié un adecuado manejo de las unidades

experimentales durante la fase de estudio.

Tabla 16. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos en los granos dafiados.

Tratamiento Medias Rangos
T3 Beauveriab.sierra C3 2,28 A
T6 Beauveriab. costa C3 3,7 A
T2 Beauveriab. sierra C2 5 C
T5 Beauveriab. costa C2 5,65 C D
T1 Beauveriab. sierra C1 6,63 C D
T4 Beauveriab. costa Cl1 8,05 D
T7 Adicional 10,11

En la tabla 16, se puede observar que el T3 (Beauveria nativa sierra con la concentracion de
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10° esporas/ml) se encuentra en el rango A con una media de 2,28% siendo el menor,
mientras que el T4 (Beauveria nativa costa con la concentracion 10° esporas/ml) se ubica en
el rango E con una media de 8,05% siendo la mayor.

Los resultados obtenidos en la variable porcentaje de granos dafiados son diferentes a los
resultados obtenidos de (Arenillo, 2017), quien en su ensayo con Beauveria bassiana y
Euxesta stigmatias obtuvo un promedio de 0,13% siendo el menor, y al comparar con los
datos obtenidos de la presente investigacion se puede observar que existe un 2,15% de
diferencia ya que el menor porcentaje mas bajo de granos dafiados dentro de esta
investigacion fue de 2,28% en el T3 (Beauveria nativa sierra con la concentracion de 10°).
Ademas, (Venegas, 2017), obtuvo un porcentaje alto de 12% en el adicional en comparacion
con los otros tratamientos, situacion similar que se evidencio en la investigacion comparado

con el adicional (T11) que obtuvo un 10,11%.

Tabla 17. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para el Factor A.

Factor A (Beauveria) Medias Rangos

Beauveria b. nativa sierra Bl 4,64 A

Beauveria b. nativa
B2
costa 5,8 B

En la tabla 17, se puede observar que tenemos dos rangos de significancia estadistica, la
Beauveria nativa sierra se encuentra en el rango A con una media de 4,64% siendo el menor,
mientras que la Beauveria nativa costa se ubica en el rango B con una media de 5,8% siendo

el mayor.
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Gréfico 11. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para el Factor A.
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Tabla 18. Prueba de Tukey, para la comparacion de rangos para el Factor B.

Factor B (Concentraciones) Medias Rangos
Concentracion 10° esporas/ml  C3 2,99 A

Concentracion 107 esporas/ml ~ C2 5,33 B
Concentracion 10° esporas/ml  C1 7,34 C

En la tabla 18, se puede observar tres rangos de significancia estadistica, donde la C3
(Concentracion 10° esporas/ml) se encuentra en el rango A con una media de 2,99% siendo la
menor, mientras que la C2 (Concentracion 107 esporas/ml) se ubica en el rango B con una
media de 5,33% y la C1 (Concentracion 10° esporas/ml) se ubica dentro del rango C con una

media de 7,34% siendo la mayor.
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Gréfico 12. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para el Factor B.
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Tabla 19. Prueba de Tukey, para la comparacién de rangos para la interaccion entre el Factor

A'y Factor B.
Factor A Factor B Medias Rangos

Beauveria b. sierra  10° esporas/ml 2,28 A
Beauveria b. costa  10° esporas/ml 3,7 A B
Beauveria b. sierra 107 esporas/ml 5 B C
Beauveria b. costa 107 esporas/ml 5,65 C
Beauveria b. sierra  10° esporas/ml 6,63 C D
Beauveria b. costa  10° esporas/ml 8,05 D

En la tabla 19, se puede observar cuatro rangos de significancia estadistica, la Beauveria

nativa sierra con 10° esporas/ml, se encuentra en el rango A con una media de 2,28% siendo
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el menor y la Beauveria nativa costa con 10° esporas/ml, en el rango D con una media de

8,05% siendo la mayor.

Gréfico 13. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para la interaccion entre el

Factor Ay el Factor B.
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12. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES Y ECONOMICOS)
Los impactos generados en los &mbitos técnicos, sociales, ambientales y econémicos son los

siguientes:

12.1. Impactos Técnicos.

Con el uso de microorganismos bioldgicos que son el beneficio para la agricultura es
considerada como una ciencia, de esta manera al utilizar al hongo entomopatégeno
Beauveria bassiana para el control de larvas de la mosca de los estigmas (Euxesta
stigmatias.), se genera una alternativa de control frente a la utilizacion de insecticidas
quimicos; con esta investigacion y con los resultados esperados se esta en la capacidad de

poner en uso esta alternativa con el propésito de beneficiar a los productores de maiz.
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12.2. Impactos Sociales.

Los resultados obtenidos estaran a disposicion de toda la poblacion que lo necesite, ademas
la metodologia satisface gran parte de la investigacion detallada de manera explicativa desde
la reactivacion de Beauveria bassiana a partir del método de AGAR INSECTO vy
multiplicacién, todo esto con el propdsito de que los productores y estudiantes se interesen

por el uso de este hongo entomopatégeno y den continuacion a futuras investigaciones.

12.3. Impactos Ambientales.

Esta investigacion aporta en el cuidado del medio ambiente ya que al proporcionar una
alternativa de control biologico mediante el uso del hongo entomopatdégeno Beauveria

bassiana, se erradica los efectos devastadores de productos tdxicos hacia el medio ambiente.

12.4. Impactos Economicos.

El uso masivo de hongos entomopatdgenos como Beauveria bassiana tiene un gran potencial
de disminuir la cantidad de insecticidas quimicos aplicados en la agricultura, salvaguardando
la sanidad de las mazorcas del maiz, esto a su vez beneficiard al productor reduciendo

pérdidas por infestacion de Euxesta stigmatias, en las mazorcas.
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CAPITULO V

13. CONCLUSIONES

Se determin6 que la mejor cepa fue Beauveria bassiana sierra para el control de la
mosca de los estigmas (Euxesta stigmatias), en estadio larval.
Se identificé que la mejor concentracion fue la mas alta con 10° esporas/ml, siendo la
mas eficiente para el control de larvas de Euxesta stigmatias.
El tratamiento tres fue el mejor con la aplicacion de Beauveria bassiana nativa sierra
con la concentracion 10° esporas/ml, obteniendo un 100% de mortalidad de las larvas

con un 2,28% de granos dafiados.

14. RECOMENDACIONES

Realizar un ensayo bajo condiciones controladas con la concentracion 10° esporas/mll
de Beauveria bassiana nativa sierra, para determinar una adecuada concentracion
para el control de la mosca de los estigmas (Euxesta stigmatias) en estadio larval.

Realizar ensayos con la aplicacion de la concentracion de 10° esporas/ml de
Beauveria bassiana en otra especie del orden Diptera, para comprobar si se obtiene

porcentajes de mortalidad similares obtenidos en esta investigacion.
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Agar PDA Envase de 5009 1 $ 76,16 |$ 76,16
Papel Parafilm Rollo 1 $ 70,73 |$ 70,73
Plastico film Rollo 30m 1 $ 150 |$ 1,50
Cajas Petri Vidrio 5 $ 250 |$ 12,50
Cajas Petri Plastico 10 $ 0,30 |$ 3,00
Porta bistur{ Metalico 1 $ 250 |$ 2,50
Bisturis Hoja n°14 2 $ 025 |$ 0,50
Pinza Metalico 1 $ 250 |$ 2,50
Alcohol 96% Envase de 1 litro 1 $ 300 |$ 3,00
Alcohol Envase de 300ml 1 $ 1,00 |$ 1,00
Papel aluminio Rollo 7m 1 $ 2,00 |$ 2,00
Papel absorbente Rollo 50m 1 $ 450 |$ 450
Marcador Tinta indeleble 1 $ 225 |$ 2,25
Tijera Plastico 1 $ 045 |$ 0,45

Tubos de ensayo

De vidrio

10

1,10

Alcohol 96% Envase de 1 litro 2 $ 3,00 | $ 6,00
Alcohol Envase de 300ml 2 $ 1,00 | $ 2,00
Cloro Sachet de 400ml 1 $ 050 |$ 0,50
Antibidtico Gentamax 280 3 $ 1,00 | $ 3,00
Cajas Petri Plasticas 50 $ 030 |$ 15,00
Asa de cien Metélica 1 $ 250 |'$ 2,50
Bisturis Hoja n°14 5 $ 025 |$ 1,25
Papel aluminio Rollo 7m 2 $ 200 | $ 4,00
Plastico film Rollo 30m 2 $ 150 | $ 3,00

11,00




Agua destilada

Envase de 5lt

[3XY

3,50

$

3,50

Adhesivos

Papel

1,00

$

1,00
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Mazorcas de maiz

Y quintal

4,00

Tarrinas de plastico P39“6te e & 1 $ 200 | $ 2,00
unidades

Medias nylon Unidades 3 $ 1,30 | $ 3,90
Corddn eléstico Metros 3 $ 020 | $ 0,60
Miel Envase de 1lt 1 $ 250 |'$ 2,50
Vitamina A Cépsula liquida 1 $ 030 |$ 0,30
Vitamina E Cépsula liquida 1 $ 0,75 | $ 0,75
Rociador Plastico 1 $ 050 |$ 0,50
Azlcar Libras 1/2 $ 03 |$ 0,35
Caja Acrilico 1 $ 15,00 | $ 15,00

4,00

Paquetes  de

25

$

Tarrinas de plastico ) 2 $ 380 |$ 7,60
unidades
Medias nylon Unidades 7 $ 1,30 | $ 9,10
Cordon eléstico Metros 10 $ 020 |$ 2,00
Rociadores Pléastico 2 $ 050 |$ 1,00
Algodon Paquetes 2 $ 200 | $ 4,00
Agua purificada Envase de 1gal 1 $ 18 | $ 1,80
Jeringuilla De loml 1 $ 050 |$ 0,50
Estilete Plastico 1 $ 1,00 | $ 1,00
Cinta doble faz Rollo 2 $ 150 |$ 3,00

Total

294,74
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1. PROTOCOLO DE REACTIVACION
Para la reactivacion del hongo se empleo6 la metodologia utilizada por (Chiriboga, Gomez, &
Garces, 2015) donde mencionan que, se debe seleccionar insectos activos, que se encuentren
vivos al momento de ser recolectados (Phyllophaga sp.).
A continuacion, se detalla el procedimiento de esta metodologia que se realizé en el
Laboratorio de Agronomia:
1.- Se debe desinfectar los insectos con hipoclorito de sodio al 0.5% en 500mL de agua

destilada.
2.- Después se deben sumergir los insectos de 5 a 10 minutos.

3.- Pesar 18gr de AGAR AGAR, luego se debe pesar 15gr de Glucosa, después se debe pesar

70gr de insectos (cutzos).

4.- En un vaso de precipitacién de 500mL colocar agua destilada, los 18gr de AGAR AGAR
y los 15gr de Glucosa.

5.- Después se debe colocar a los cutzos en una licuadora, afiadir 500mL de agua destilada y

se procede a licuar.

6.- Posteriormente con un cernidor o una coladera se cierne el extracto y se coloca en un vaso

de precipitacion de 1000mL.

7.- Finalmente se debe traspasar a los frascos graduados 400mL del extracto para realizar el
medio de cultivo AGAR INSECTO.
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Imagen 1. A) Insectos recolectados. B) Desinfeccidn con hipoclorito de sodio al 0,5%. C)
Extracto de cutzos. D) Mezcla de AGAR AGAR y Glucosa. E) Dispensar el extracto de

cutzos en las cajas Petri. F) Reactivacion de la cepa.

2. PROTOCOLO DE MULTIPLICACION
Se utilizé la metodologia empleada por (Castillo & Choquetarqui, 2012) mencionando que
las muestras obtenidas a partir del AGAR INSECTO se las debe colocar en PDA realizando
cortes rectangulares de 5mm con un bisturi suplementado de un antibidtico a base de
Gentamicina, sellado con cinta Parafilm y finalmente este debe ser colocado dentro de la
camara de incubacion.
A continuacién, se detalla los pasos desarrollados y materiales utilizados para la
multiplicacion de Beauveria bassiana:
1.- Se prepara PDA (Papa Dextrosa Agar) mediante calculos recomendados tanto para el
agua destilada y para el PDA.

e Cantidad para el agua destilada: 100mL a razon de 5 cajas Petri.

e Cantidad para el agar: 39gr a razon de 1000mL de agua destilada.
2.- Se debe esterilizar el medio de cultivo en la autoclave con los materiales utilizados en este
caso son pinzas, porta bisturis, cajas Petri de vidrio y azas por un periodo de tiempo de 45
minutos.
3.- Seguidamente se desinfecta con cloro y después con alcohol la camara de flujo laminar,
una vez que el medio y los materiales se encuentren esterilizados se los coloca en la cdmara.
4.- Luego de que el medio de cultivo es llevado a la cdmara de flujo laminar se deja enfriar el
mismo a temperatura ambiente y se coloca el antibi6tico, en este caso se debe utilizar
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“Gentamax 280 en su presentacion de ampolla, el mismo que debe ser mezclado con el
medio de cultivo y después se dispensa en cada caja Petri.

5.- De la caja Petri que contienen los cultivos desarrollados, se debe realizar un corte con un
bisturi de la parte que contenga mayor porcion del micelio blanco y con una pinza se retira el
pedazo cortado y se lo coloca en la caja Petri, también se debe realizar frotis en algunas cajas
Petri, luego se coloca una cinta Parafilm y se identifica la caja Petri, y finalmente se coloca
en la cdmara de incubacion a una temperatura promedio de 24°C.

6.- Al transcurso de 7 dias se debe observar la caja Petri cubierta con B. bassiana. La misma
gue va a ser considerada como el primer subcultivo.

7.- Al obtener el primer subcultivo limpio y sin ninguna contaminacién, se prepara
nuevamente medio de cultivo suplementado con el antibiético antes mencionado.

8.- Del subcultivo de Beauveria. bassiana se realiza unos cortes de 5 mm con el bisturi y
cada corte se coloca en una caja Petri respectivamente, después se debe sellar con una cinta
Parafilm y se identifica por fechas después de haberse sembrado.

9.- Finalmente se debe envolver en papel film para evitar contaminaciones, se coloca las
cajas en la cdmara de incubacién y al transcurso de 7 dias se observa que las nuevas cajas

estaban cubiertas con B. bassiana.
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Imagen 2. A) Desinfeccién de la camara de flujo laminar. B) PDA suplementado con
antibiotico. C) Dispensar en las cajas Petri en el medio de cultivo. D) Cortes de 5mm
colocados en PDA. E) Cajas Petri del hongo entomopatdgeno.

3. PROTOCOLO DE LA ELABORACION DE LA SOLUCION MADRE Y FASE
DE CONTEO.

Previo a la aplicacion en las unidades experimentales, se debe realizar una prueba para
determinar la cantidad de suspension de conidias que debe alcanzar toda el area de una
mazorca.

Para la elaboracion de esta fase se emple6 la metodologia utilizada por (Antia & Posada,
1992) quienes mencionan que, para la preparacion de la solucion madre se debe realizar con
un volumen de Agua Destilada Estéril a razén de 240mL y el hongo producido en las cajas
Petri de plastico y de vidrio.

3.1. Soluciéon madre

A continuacion, se detalla la elaboracién de los pasos a seguir para la solucion madre:

1.- Se debe seleccionar 5 cajas Petri de las cepas de Beauveria bassiana nativa de la sierra 'y
7 cajas Petri de las cepas de Beauveria bassiana nativa de la costa, para ello se selecciona
micelio con sus caracteristicas como su coloracion, esporulacion y sin contaminacion.

2.- En cada una de las cajas Petri se coloca agua destilada estéril seguidamente se realiza un
raspado sobre el hongo con la ayuda de una aza metalica.

3.- El resultado del raspado del hongo de cada caja Petri se lo deposita en un vaso de
precipitacion de 500mL.

4.- Finalmente a estas soluciones se le debe colocar el reactivo Tween 80 para un mejor
conteo de esporas, para ello se realizé el siguiente calculo:

Cl'V1=Cz'v2

Donde:

C1 = A la concentracion de la solucion inicial que tenemos.
V1 = Al volumen que se debe utilizar para la dilucion.

C2 = A la concentracion que deseamos alcanzar.

V2 = Al volumen final de la dilucion.
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Para ello se calculé de la siguiente manera:

3.2. Conteo de esporas

Para el conteo de esporas de las cepas de Beauveria bassiana nativas se detallan los
siguientes pasos:

1.- Una vez colocado el reactivo Tween 80 a razon de 150y en las soluciones madres se
procede a mezclar hasta obtener una mezcla homogeénea algo espumosa hasta que se disuelva
todo el reactivo. Esto se realiza para dispersar las esporas del hongo y asi se nos facilite el
conteo.

2.- A las soluciones madres de Beauveria bassiana nativas se debe agitar durante 4 minutos
en el agitador a 300 rpm (revoluciones por minuto) con el fin de volver a tener esa mezcla
homogénea ya mencionada.

3.- Con la ayuda de una micropipeta o pipeta volumétrica se extrae 60y, luego se coloca en
la cdmara de neubauer, después se debe tapar con un cubre objetos y finamente se observa en
el lente de 40x en el microscopio.

4.- Para el conteo de esporas se debe realizar en forma de zigzag por cada cuadrante.
Unicamente se cuenta las esperas que se encuentran al interior de cada cuadrante y se
descarta las esporas que se encuentran fuera de las divisiones.

A continuacion, se aplica la siguiente formula:

# total de esporas 10.000
# de cuadrantes contabilizados * # de subcuadrantes contabilizados

Conteo de esporas =

Nota: En el caso de haber diluciones multiplicar por las veces realizadas de las mismas.
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Imagen 3. A) Prueba para determinar la cantidad de suspensién. B) Raspado del hongo. C)
Suspension madre. D) Colocar el reactivo Tween 80. E) Camara de Neubauer. F) Vista 40x

de la Camara de Neubauer.

4. PROTOCOLO PARA LA ELABORACION DE LAS CONCENTRACIONES

Una vez que la concentracion de la solucion madre se determine se procede hacer las
siguientes diluciones para las demas concentraciones.

1.- Con la ayuda de una gradilla en cuatro tubos de ensayo (1, 2, 3, 4) se coloca 9mL de agua
destilada estéril.

2.- Después se debe realizar diluciones con la ayuda de una micropipeta, se extrae 1mL de la
suspension madre y se coloca en el tubo de ensayo 1, luego de la dilucion 1 se extrae 1ImL y
se coloca en el tubo de ensayo 2, posteriormente de la dilucién 2 se extrae 1mL y se coloca
en el tubo de ensayo 3 y finalmente de la dilucidn 3 se extrae 1mL y se coloca en el tubo de
ensayo 4, esta fue la Gltima dilucién. Las mismas que deben ser sometidas a un agitador.

3.- Finalmente se realiza el conteo de esporas por cada dilucion, dando asi las siguientes

concentraciones para cada Beauveria nativa: 10°, 107, 10°.
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Imagen 4. A) Seleccion y raspado del hongo. B) Suspension madre. C) Diluciones agitadas.
D) Conteo de esporas para las diferentes diluciones. E) Concentraciones alcanzadas de B.

bassiana costa. F) Concentraciones alcanzadas de B. bassiana sierra.

5. PROTOCOLO PARA LA APLICACION DEL HONGO
ENTOMOPATOGENO
La metodologia para la aplicacidn se debe hacer de la siguiente manera:
1.- Se toma 10ml de cada concentracion y se deposita en un rociador.
2.- Luego se procede a fumigar cada unidad experimental de acuerdo al disefio establecido.
Este proceso se debe utilizar para las fumigaciones de la Beauveria nativa (costa y sierra) con

una aplicacion de forma preventiva.
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Imagen 5. A) Toma de la concentracion. B) Concentracion colocada en un tubo de ensayo.

C) Solucién colocada en un rociador. D) Aplicacion.
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