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RESUMEN
La investigacion evalué Beauveria bassiana para el control del gorgojo barrenador del grano

(Pagiocerus frontalis) en granos almacenados de maiz, bajo condiciones controladas.
Planteando una alternativa de control de este insecto plaga que afecta a las semillas de maiz,
para lo cual, los agricultores han optado Unicamente por el uso de insecticidas gasificantes a
base de Fosfuro de Aluminio; el cual deja residuos de fosfina que afecta la salud humana. La
investigacion constd de tres fases, en la primera fase se obtuvo cepas de Beauveria bassiana,
en la segunda fase se obtuvo la solucién madre para su dosificacion y en la tercera fase se aplicd
las dosis de Beauveria bassiana en los bioensayos empleando un disefio de bloques completos
al azar (DBCA) con un arreglo factorial de AXBxC+1 (testigo), con tres repeticiones, donde el
factor A corresponde a (Beauveria nativa y comercial), el factor B corresponde a las dosis (2,
2,5y 3 cc) y el factor C corresponde a la forma de aplicacion (Preventivo y Curativo). Las
variables en estudio fueron porcentaje de mortalidad, porcentaje de granos dafiados y porcentaje
de pérdida de peso de granos. Estas variables primero se normalizaron y después analizaron en
el programa InfoStat y tras obtener en el ADEVA resultados estadisticamente significativos, se
aplicd la prueba de Tukey al 5% para la obtencién de los diferentes rangos de significancia. Se
determind que, para la mortalidad el (T3) que corresponde a la aplicacion de Beauveria nativa
condosis 3 (alta) y forma de aplicacion preventiva registrd 100% de mortalidad en comparacion
con el testigo (T13) que no registro insectos muertos. Con respecto a los granos dafiados se
determin6 que el mejor tratamiento es el (T3) que corresponde a la aplicacion de Beauveria
nativa con dosis 3 (alta) y forma de aplicacion preventiva que registro el 26% de granos dafiados
siendo el porcentaje mas bajo en comparacion al testigo (T13) que registré un 80% de granos
dafiados. La ultima variable que corresponde a la pérdida de peso de granos se determind que
el mejor tratamiento es el (T3) que corresponde a la aplicacién de Beauveria nativa con dosis 3
(alta) y forma de aplicacion preventiva que registro el 29,9 % de pérdida de peso siendo el
porcentaje mas bajo para esta variable; en comparacion al testigo (T13) que presentd el
porcentaje mas alto en pérdida de peso llegando alcanzar un 85,2%.

Palabras claves: Pagiocerus frontalis, Beauveria bassiana, dosis, maiz, mortalidad.
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AUTHOR: Tituana Peralta José Israel

ABSTRACT
Present research evaluated Beauveria bassiana grain borer weevil control (Pagiocerus

frontalis) at stored corn grains, under controlled conditions. It proposes an alternative to insect
pest control that affects corn seeds, which farmers have opted only for use of gassing
insecticides based on aluminum phosphide, which leaves phosphine residues that affect human
health. The research consisted three phases, at first phase Beauveria bassiana strains were
obtained, at second phase stock solution was obtained for its dosage and at third phase doses of
Beauveria bassiana were applied on bioassays using a randomized complete block design
(DBCA) with a factorial arrangement of AxBxC+1 (control), with three replications, where
factor A corresponds to (native and commercial Beauveria), factor B corresponds to doses (2,
2.5 and 3 cc) and factor C corresponds to application form (Preventive and Curative). Under
study variables were; mortality percentage, damaged grains and grain weight loss percentage.
These variables were first normalized and then analyzed at InfoStat program and after obtaining
statistically significant results on ADEVA, 5% Tukey test was applied to obtain different ranges
of significance. It was determined that, for mortality (T3), corresponds to the application of
native Beauveria with dose 3 (high) and preventive method application, recorded 100%
mortality compared to the control (T13), which did not record any dead insects. With respect
to damaged grains, it was determined that the best treatment is (T3), which corresponds to
native Beauveria application with dose 3 (high) and preventive application form, which
registered 26% damaged grains, being the lowest percentage compared to (T13) control, which
registered 80% damaged grains. The last variable corresponding to grain weight loss was
determined to be the best treatment (T3), which corresponds to native Beauveria application
with dose 3 (high) and preventive application, which registered 29.9% weight loss, being the
lowest percentage for this variable, compared to (T13) control, which presented the highest
percentage of weight loss, reaching 85.2%.

Key words: Pagiocerus frontalis, Beauveria bassiana, dose, corn, mortality.
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CAPITULO I

1. INFORMACION GENERAL
Titulo:

“Evaluacién de Beauveria bassiana para el control del gorgojo barrenador del grano
(Pagiocerus frontalis), en grano almacenado de maiz (Zea mays L.), bajo condiciones

controladas, Salache — Latacunga — Cotopaxi - 2021”
Fecha de inicio:

Noviembre del 2021

Fecha de finalizacion:

Marzo del 2022

Lugar de ejecucion:

Campus Experimental Salache, barrio Eloy Alfaro, canton Latacunga, provincia de Cotopaxi.
Unidad Académica que auspicia:

Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales
Carrera que auspicia:

Carrera de Ingenieria Agrondémica

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: Joseé Israel Tituafa Peralta

Lector A: Ing. PhD. Edwin Chancusig Espin

Lector B: Ing. Mg. David Carrera Molina

Lector C: Ing. Mg. Willman Chasi Vizuete



Area de Conocimiento.

Agricultura, Silvicultura y Pesca.

Linea de investigacion:

Analisis, conservacion y aprovechamiento de la agro 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 esta enfocada en la generacion de conocimiento para un mejor aprovechamiento de la
biodiversidad local, basado en la caracterizacién agrondmica, morfoldgica, genémica, fisica,
bioquimica y usos ancestrales de los recursos naturales locales. Esta informacion sera
fundamental para establecer planes de manejo, de producciény 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. DESCRPCION DEL PROYECTO

El principal problema que presentan los agricultores al momento de conservar los granos de
maiz cosechados es el ataque de insectos plagas en almacenamiento siendo Pagiocerus frontalis
una plaga que al no ser controlada acaba con toda la produccion de grano almacenado. Para
solventar este problema los agricultores han recurrido al uso intensivo de insecticidas
gasificantes a base de Fosfuro de Aluminio. Al ver esta realidad en la presente investigacion se
ha planteado si el uso del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana controla a Pagiocerus
frontalis dotandole al mismo de un ambiente artificial con condiciones Optimas para su

desarrollo. La investigacion contemplara tres fases que son:

1.- Fase de laboratorio: aqui se realizé la captura, aislamiento, re-aislamiento y multiplicacién
de Beauveria bassiana.



2.- Fase de conteo: en esta fase se realiz6 un conteo semanal y la elaboracién de la solucion

madre a base de Beauveria bassiana.

3.- Fase aplicacion: Se aplicé dosis obtenidas de la solucién madre sobre el grano de maiz para
posteriormente la evaluacion de la mortalidad de Pagiocerus frontalis.

La tematica planteada espera determinar una dosis y forma de aplicacion para el control del
gorgojo barrenador del grano y asi dotar al agricultor una alternativa de control mas sanay sin

exponer su salud.

3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La investigacidn esta enfocada en proveer a los productores de maiz una alternativa de control
para Pagiocerus frontalis, insecto plaga de almacén en granos de maiz, mismo que al no ser
controlado y en poblaciones altas acaba con todos los granos almacenados. Por tal motivo se ha
planteado el uso del hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana como fuente de control
bioldgico. Este hongo ha demostrado ser un excelente controlador de individuos del orden

Coledptera.

Este proyecto aportara al agricultor un método de control que sea capaz de combatir y erradicar
a este insecto plaga beneficidndose directamente debido a que se preservara por mayor tiempo
el grano almacenado conservando sus cualidades y su valor econémico, evitando asi, pérdidas

cuantiosas debido al ataque de insectos plagas de almacenamiento.

Ademas, al utilizar el hongo entomopatégeno Beuaveria bassiana, se contribuye a la
preservacion del medio ambiente, debido a que el productor de maiz utiliza un insecticida
gasificante para el control de Pagiocerus frontalis, este producto libera fosfina y otros productos
inertes que son muy volatiles contaminando el ambiente y poniendo en riesgo a animales y seres

humanos.

4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO
4.1. Beneficiarios Directos

Los beneficiarios directos son los productores de maiz de la provincia de Cotopaxi, debido
a que el proyecto se encuentra ubicado en esta provincia, ademas otros beneficiarios directos

serian los productores de maiz a nivel nacional.



4.2. Beneficiarios Indirectos

Los beneficiarios indirectos son: la Carrera de Ingenieria Agrondémica de la Universidad
Técnica de Cotopaxi, el estudiantado de la Carrera de Agronomia y cuerpo docente de la
misma carrera.

5. PROBLEMATICA

El maiz, es un alimento indispensable para la humanidad y es considerado uno de los granos
mas importantes y ancestrales que conoce el ser humano ya que con el mismo se pueden hacer
una gran cantidad de preparaciones, ademas de ser utilizado como fuente de alimento para el
ganado o para la elaboracion de productos industriales. La encuesta de Superficie y Produccion
Agropecuaria realizada por el Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC), menciona que
para el afio 2020 el maiz duro seco fueron 365.725 ha sembradas con un total de 1.3 millones
de Toneladas métricas producidas, la misma encuesta menciona que el maiz suave seco fueron
58.513 ha sembradas con un total de 88,5 Toneladas métricas producidas. La produccién de
este cereal es sin duda indispensable, pero entre el 5y 10 % del rendimiento se pierde por el
ataque de plagas durante su almacenamiento, siendo el gorgojo barrenador el grano (Pagiocerus
frontalis) una de las principales plagas que ataca la semilla de maiz. El insecto adulto perfora
la parte central del grano especificamente el endospermo y se alimenta de la parte interna de la
semilla; el ataque caracteristico del adulto de Pagiocerus frontalis es un rastro harinoso que

dejan esta plaga después de haber perforado los granos de maiz.

Para su control los agricultores realizan aplicaciones de insecticidas a base de Fosfuro de
Aluminio cuyo ingrediente activo es fosfamina bajo el nombre comercial de Gastoxin y
Phostoxin. (Cevallos, 2020)

El uso de insecticidas gasificantes es altamente toxico para las plagas presentes en el
almacenamiento de granos de maiz. Este gasificante al ponerse en contacto con el ambiente
libera fosfina, amonio y diéxido de carbono los cuales son tdxicos para la salud humana y al
ingresa al cuerpo humano la humedad gastrica acelera la liberacion de este. No se registra una
cantidad especifica que determina la letalidad del fosfuro de aluminio encontrandose en rangos
que van desde los 50 a 500 mg. llegando a causar la muerte en las personas. Los productos con
ingrediente activo a base de Fosfuro de Aluminio se clasifican en la categoria 1A de toxicidad

ingresando al cuerpo humano por inhalacion o ingesta. (Nath et al., 2011)



Pagiocerus frontalis, se encuentra distribuido principalmente en las zonas maiceras del callejon
interandino (Azuay, Bolivar, Cafiar, Cotopaxi, Chimborazo, Imbabura y Pichincha), afectando
la integridad y calidad de los granos, ademas de ocasionar perdidas totales de la produccion en
presencia de altas poblaciones de este insecto. En un periodo de 2 meses este gorgojo adulto
puede afectar el 5 % de los granos almacenados, durante los siguientes 4 meses puede llegar
afectar al 50 % de granos almacenados, hasta alcanzar una pérdida total de granos almacenados

en el transcurso de seis meses. (Gallegos & Vasquez, 1994)

6. OBJETIVOS
6.1. Objetivo General

Evaluar Beauveria bassiana para el control del gorgojo barrenador del grano (Pagiocerus
frontalis), en grano almacenado de maiz (Zea mays L.), bajo condiciones controladas,
Salache - Latacunga - Cotopaxi - 2021

6.2. Objetivos Especificos
e Obtener una cepa de Beauveria bassiana para el control de Pagiocerus frontalis.

e Determinar el indice de mortalidad de Pagiocerus frontalis mediante aplicaciones de
Beauveria bassiana nativa y comercial de forma preventiva y curativa en granos maiz
almacenado.

e Determinar el porcentaje de pérdida de peso en granos atacados por Pagiocerus
frontalis.



7. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS

PLANTEADOS

Tabla 1. Actividades y sistema de tareas en relacidn a los objetivos

partir de los aislados

de Beauveria.

autenticidad y

OBJETIVO ACTIVIDAD RESULTADO MEDIO DE
VERIFICACION
1.- Obtener una e Salida de campo para | Lugar con | Fotografias.
cepa de la  obtencién de | incidencia del
Muestras.
Beauveria muestras. hongo
bassiana para el entomopat6geno
control de Beauveria
Pagiocerus
frontalis. e Recoleccion de | Insectos infestados | Fotografias.
i con Beauveria
Insectos Protocolo de
posiblemente colecta.
infectados con
hongos
entomopatdgenos.
e Aislamiento del | Obtener un aislado | Protocolo de
hongo en el | de Beauveria que | aislamiento.
i se encuentre libre | .
laboratorio de Aislado de
i de contaminacion. .
Agronomia. Beauveria.
e Identificacion  del | Caracteristicas Fotografias.
hongo mediate sus | microscopicas Yy
caracteristicas macroscopicas de
morfoldgicas. Beauveria.
e Elaboracion de | Aislamientos Fotografias.
i monosporicos que
cultivos P q Cepas puras de
monosporicos a | garanticen la .
Beauveria.




pureza de los

mismos.
Analisis taxonémico | Documento de | Resultado de
de Beauveria. respaldo que | laboratorio.
justifique el género
y especie  del
hongo aislado.
Multiplicacion  del | Obtener Protocolo de

hongo subcultivos del | multiplicacion.

entomopatdgeno  a | hongo

partir de aislados de | entomopatogeno

Beauveria. Beauveria

bassiana

2.- Determinar el Implementacion de | Unidades Fotografias.
indice de bioensayos a | experimentales
mortalidad  de diferentes dosis en el | para el registro de
Pagiocerus laboratorio de | datos.
frontalis Agronomia.
mediante Conteo de las UFC | Obtener la misma | Fotografias.
aplicaciones  de (Unidades concentracion de | oo o
Beauveria Formadoras de | esporas que el

bassiana nativa y
comercial de
forma preventiva
y curativa en
granos maiz

almacenado.

Colonias) de la
Beauveria bassiana
multiplicada en el
laboratorio de

Agronomia.

producto
comercial para su
elaboracion como

solucién madre.

esporas.

Verificacion del
estado del producto
comercial (si se
encuentra activo y
ndamero de UFC).

Cantidad de
esporas contenidas
en la solucién

madre del

Fotografias.

Contenido de 108 de
esporas.




producto
comercial.
e Registro de datos | Datos que | Libreta de datos.
después  de la | permitan realizar
aplicacién de | la discusion e

Beauveria bassiana

interpretacion para

los resultados.

de la
del
gorgojo barrenador
del
(Pagiocerus

Conteo

mortalidad

grano

frontalis).

Determinar la

dosis de Beauveria

bassiana que
controle al
gorgojo.

Tabla del porcentaje
de mortalidad de
Pagiocerus

frontalis.

3.- Determinar el
de
pérdida de peso

porcentaje

en granos
atacados por
Pagiocerus
frontalis.

Pesaje de los granos
dafiados de maiz por
de
Pagiocerus frontalis.

ataque

Porcentaje de peso
perdido en granos
dafiados de maiz.

Tabla del porcentaje
de granos dafnados
por ataque de
Pagiocerus

frontalis.

Fuente: (Tituafa, 2021)




CAPITULO 1

8. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
8.1. El Maiz

8.1.1. Generalidades del maiz

El maiz (Zea mays L.) es una planta herbacea que pertenece a la familia Poaceae y es
considerado uno de los tres cereales mas consumidos a nivel mundial junto con el trigo y el
arroz. Es una especie monocotiledénea de ciclo vegetativo anual y largo. El desarrollo de
esta planta comprende periodos de 80 a 200 dias, desde la siembra hasta la cosecha,
dependiendo de la variedad utilizada. (Grande & Orozco, 2013)

8.1.2. Origen del maiz
El origen exacto del maiz actual (Zea mays L.) es algo que no se ha determinado plenamente.

Ramirez, (2009) menciona que, existen dos corrientes distintas con respecto a su origen. La
primera, sitda su origen en una evolucién del Teocintle (Zea mays L. ssp. mexicana) y el

género Tripsacum (Zea mexicana Schrader Kuntze), posiblemente el méas cercano al maiz.

En cuanto a la segunda tendencia se menciona que se desarrollé a partir de un maiz silvestre
hoy desaparecido. (Kato et al., 2009)

Guacho, (2014) menciona que, en el Ecuador el cultivo de maiz se empez6 a desarrollar
hace 6500 afios, y a través de investigaciones realizadas a partir de fitolitos en muestras de
tierra, indican que en la Provincia de Santa Elena, los antiguos habitantes de la cultura “Las

Vegas” empezaron a cultivar este cereal en esta zona.
8.1.3. Importancia del maiz en el mundo

El maiz es uno de los principales productos dentro del consumo a nivel mundial, la
importancia de esta graminea, se le atribuye por los diversos usos que tienen las diferentes
partes de la planta. Las mismas que son utilizadas como alimento para el ser humano y
también como alimento para animales. En cambio, en la industria el maiz se utiliza para la
produccion de harinas, cereales, aceites, preparacion de whisky y ademas su follaje es

utilizado como forraje para alimento del ganado. (Lopez & Gil, 2011)
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8.1.4. Importancia del maiz en el Ecuador

Suquilanda, (2012) menciona que, el maiz es un producto agricola de gran importancia en
la economia nacional, debido a su elevada incidencia social, ya que casi las tres cuartas

partes de la produccidn total proviene de unidades familiares campesinas.

El maiz duro-seco es utilizado principalmente en la industria cuyo producto es destinado
para la produccion avicola y la elaboracion de alimentos balanceados, lo que ha hecho que
se expanda mayormente, tanto en superficie cultivada como en rendimiento y produccion.
Por el contrario, el maiz suave es destinado Unicamente para el consumo familiar, la
superficie cultiva es menor en comparacion con el maiz duro; por lo tanto, el rendimiento y
produccion disminuyen. Los granos que son cultivados en la serrania ecuatoriana se
destinan principalmente al consumo familiar, la mayoria de pequefios productores se

dedican a sembrar estos productos. (Suquilanda, 2012)

8.1.5. Clasificaciéon taxondmica del maiz

A continuacidn, se describe la clasificacion taxondémica del maiz:

Tabla 2. Clasificacién taxondmica del maiz

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Liliopsida

Orden Cyperales
Familia Poaceae
Género Zea
Especie mays

Fuente: (Mera & Montafio, 2015)
8.1.6. Descripcion Morfoldgica

El maiz es una planta de buen porte, posee un sistema radicular fibroso y un tallo con
abundante follaje, en condiciones favorables puede tener hasta 30 hojas. Regularmente se
forman una o dos yemas laterales en la axila de las hojas de la mitad superior de la planta,

las mismas que desarrollan la inflorescencia femenina y esta a su vez dara origen a las
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mazorcas, por otra parte, en el extremo superior de la planta se forma la inflorescencia

masculina, también denominada panoja. (Paliwal, 2001)
8.1.7. Descripcion Botanica

8.1.7.1. Raiz

Valarezo, (2017) menciona que, la raiz posee un aspecto robusto y son fasciculadas, cuyo
objetivo es aportar alimento y, ademas servir como un buen anclaje que permite mantenerse
la planta en pie, esto se debe a que, en el transcurso de la vida de la planta, se generan a la

altura del segundo o tercer nudo por encima del suelo algunas raices adventicias.

8.1.7.2. Tallo

Valarezo, (2017) menciona que, el tallo es de forma erecta, con una elevada longitud que
puede alcanzar los 4 metros de altura, es robusto y no presenta ramificaciones. Esta formado
por entrenudos los cuales estan separados por nudos mas o menos distantes. Ademas, por

su aspecto recuerda al de una cafia que esta rellena con una médula esponjosa.

8.1.7.3. Hojas

Segun Toledo, (2017) indica que, las hojas del maiz son largas y grandes, lanceoladas,
alternas, venosas y asperas en los bordes. Se abrazan al tallo origindndose de los nudos del
mismo Yy en parte posterior (haz) presenta vellosidades. Cuenta con unos extremos muy

afilados y cortantes.

8.1.7.4. Inflorescencia

Es una planta monoica pues presenta dos tipos de inflorescencia que son masculina y
femenina, se encuentran divididas dentro de la misma planta. Con respecto a la
inflorescencia masculina posee una panicula (denominada espigbn o penacho) cuya
coloracién es amarilla y contiene entre 20 a 25 millones de granos de polen. Con respecto,
la inflorescencia femenina estd formada por una menor cantidad de granos de polen,
alrededor de 800 a 1 000 granos, y formandose los espadices los cuales se encuentran de
forma lateral. (Toledo, 2017)

8.1.7.5. Grano

Segun Guacho, (2014) menciona que, el grano esta formado por una cubierta denominada
pericarpio, de consistencia dura. La capa de aleurona contiene proteinas, la misma que se

encarga de dar coloracion al grano (morado, amarillo o blanco). EI endospermo se ubica en
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la parte interna del grano con el 85 — 90 % del peso del grano, finalmente el embridn esta

constituido por la radicula y la plumula.
8.2. Cosecha del maiz

La cosecha comienza tan pronto como los granos de maiz alcancen su madurez fisioldgica,
esta se reconoce por la aparicion de una capa negra ubicada en el punto de insercién de la
semilla en la mazorca, siendo este el momento en que la calidad del grano esta en su punto
maximo. Sin embargo, el cultivo raramente es cosechado al alcanzar la madurez fisiologica
debido a que los granos presentan un contenido elevado de humedad que oscila entre los
(30-35%), siendo lo oOptimo un rango de humedad del 10 -12% para su buen

almacenamiento. (Paliwal, 2001)

Segun Paliwal, (2001) indica que, cuanto méas tiempo se demore la cosecha mas humedad
perderan los granos. Sin embargo, cuanto mas tiempo se mantenga el maiz en el campo,
existe mayor posibilidad de ser susceptible al ataque de insectos plagas de granos
almacenados, dafios ocasionados por pajaros, pudricion de las mazorcas y posiblemente

vuelcos generados por la pudricion del tallo.
8.3. Poscosecha del maiz

La préctica de poscosecha para el grano de maiz es muy importante debido a que permite
mantener una buena calidad e integridad de los granos, es destinado para el consumo
familiar y comercializacion. Las pérdidas producidas en los granos almacenados de maiz se
deben principalmente al ataque de diferentes plagas como: insectos, hongos y roedores.
También, existen factores externos que causan pérdidas en los granos de maiz en la etapa
de poscosecha, como lo son: el exceso de humedad, las impurezas y altas temperaturas, los

cuales, por desconocimiento, no se manejan adecuadamente. (Deras, 2012)

A continuacion, se describen las operaciones a realizarse para el manejo en poscosecha de

maiz:
8.3.1. Doblado

Se realiza una vez la mazorca alcance su madurez fisiologica, transcurrido 30 dias después
se ejecuta la cosecha. Al realizar esta practica se contribuye a la disminucion de la pudricion
de la mazorca y asi permitiendo al productor recolectar el maiz con el grano mas seco
evitando perdidas. (Loor, 2019)
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8.3.2. Recoleccién

Esta actividad se la realiza de forma manual y por medio del uso de maquinas evitando
causar dafios a las mazorcas, por lo general el maiz que es recolectado de campo tiene una
humedad que oscila entre el 30 — 35 %. (Loor, 2019)

8.3.3. Secado

El secado de los granos se lo realiza de forma artificial y de forma natural. Con respecto al
secado natural, se lo realiza utilizando tendales cuando las condiciones climaticas sean
dptimas, con temperaturas mayores a los 20 °C y una humedad relativa menor a los 60%.
En el caso del secado artificial se lo realiza por medio de secadoras de caballetes,
distribuyendo el grano en capas de menor espesor, permitiendo un intercambio entre aire y
grano. (Morocho, 2016)

8.3.4. Seleccion y clasificacion

Este proceso se lo realiza seleccionando las mejores mazorcas, considerando la calidad,
tamafio y uniformidad, eliminado aquellas mazorcas que se encuentren afectadas por el
ataque de insectos o0 pajaros, se encuentren enfermas o con deformaciones, esta actividad

ayuda a descartar las mazorcas que no son aptas para la comercializacion. (Loor, 2019)

8.3.5. Limpieza

Segun Hernandez & Puentes, (2012) indican que, esta actividad consiste en descartar o
desechar todo tipo de material diferente a los granos ya sea material vegetal o escombros,
que generalmente se mezclan durante la cosecha como son ramas, hojas, piedrecillas, entre
otros. Esta labor se la realiza debido a que los materiales antes mencionados afectan
negativamente a la conservacion de los granos acelerando de manera directa su deterioro,
debido a que ocasiona un aumento en la temperatura y humedad de los granos haciéndolos
mas susceptibles al ataque de insectos, hongos y bacterias.

8.3.6. Desgranado

Loor, (2019) menciona que, existen dos formas de realizar el desgrane en el maiz, la primera
forma consiste en realizar un desgrane de manera manual y la segunda por medio de
desgranadoras mecanicas evitando utilizar revoluciones muy altas que pueden contribuir a

una rotura completa del grano de maiz.
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Al llevar a cabo esta actividad, se recomienda desgranar Unicamente la parte central de la
mazorca para la obtencidn de semillas, ademéas con esta actividad se llega a descartar los
granos pequefios que se han formado a los extremos de la mazorca. Al momento que se

efectué el desgrane se desecha todos los granos dafiados y podridos. (Yéanez et al., 2013)
8.3.7. Almacenamiento

En la etapa de almacenamiento pueden darse pérdidas en el maiz ocasionadas por insectos,
hongos, pajaros y roedores. En el caso de los insectos el ataque se da a través del centro del

grano debido a su alto contenido de aceites, vitaminas y minerales. (Loor, 2019)

Yanez et al., (2013) mencionan que, los granos de maiz deben estar limpios, sin presencia
de impurezas, ni granos partidos, antes de que ingresen al silo deben cumplir con las
siguientes caracteristicas (ser sanos, libre de insectos), para que no alteren el contenido de
humedad y produzcan la proliferacion de hongos.

8.3.8. Principales plagas en maiz almacenado

El almacenamiento de granos de maiz, es el periodo donde se producen las mayores pérdidas
por problemas con las condiciones de conservacion. Se estima que el 25% de los cereales
almacenados destinados a la alimentacion se pierde por el ataque de plagas, la incorrecta
manipulacion y deterioro. (Morales, 2019)

Segun Lara et al., (2007) mencionan que, los insectos plagas varian dependiendo de la
region, la estacidn o época del afio y el periodo del almacenamiento. Los insectos plagas de

granos almacenados se los clasifica en dos grupos: plagas primarias y plagas secundarias.

Las plagas primarias estan conformadas por insectos que atacan el grano sano, sin ningin
dafio previo, siendo las mas importantes durante el almacenamiento por el dafio que
ocasionan pudiendo sobrevivir en residuos de los granos; su fuente de alimento es limitada
llegando a morir cuando esta escasea y en altos niveles de poblaciones de estos insectos
llegan a morir por la falta de alimento. (Lara et al., 2007)

Dentro del grupo de plagas primarias se ubica a Pagiocerus frontalis, ademas se destacan

los siguientes insectos plagas:
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8.3.8.1.  Gorgojo del maiz (Sitophilus zeamays)

Es un pequefio gorgojo de color negro o marrén, en su etapa adulta puede medir entre 3,3y
5 mm de largo. Esta plaga se lo reconoce por presentar un “pico” la cual le atribuye también
el nombre de picudo del maiz, con el cual se alimenta perforando los granos. La infestacion
puede darse en el campo Yy, cuando llega el maiz se reproducen rapidamente. (Lara et al.,
2007)

8.3.8.2.  Barrenador grande del grano (Prostephanus truncatus)

El insecto en etapa adulta posee una forma cilindrica y alargada, con una terminacion en
cuadro, sus dimensiones son de 3 a 4 mm de largo; presenta una tonalidad de color que va
de café rojizo a café oscuro. La caracteristica distintiva de este insecto es que el protdrax
cubre la cabeza del mismo asemejando una capucha. Cuando el grano es atacado por este
insecto se observa una gran cantidad de polvillo semejante a la harina producto de la

perforacidn de los granos al alimentarse. (Bourne et al., 2014)
8.3.8.3.  Palomilla de los granos (Sitotraga cerellela)

Es una diminuta palomilla de coloracion amarillo a grisdceo, mide entre 6 a 9 mm de
longitud. Las larvas son las Unicas que se alimentan de los granos hasta convertirse en pupas
y posteriormente en adultos los mismos no cuentan con un aparato bucal que les permita
alimentarse; por tal motivo, viven hasta 4 dias. En presencia de climas calidos esta plaga se
reproduce rapidamente; iniciando su infestacion en el campo y continuando en el
almacenamiento. (Lara et al., 2007)

Lara et al., (2007) mencionan que, las plagas secundarias se alimentan Unicamente de los
granos que han sido dafiados por el grupo de plagas primarias, es decir que no atacan los

granos sanos.
Entre el grupo de plagas secundarias se encuentran:
8.3.8.4. Escarabajo castafio (Tribolium castaneum)

El adulto es delgado y mide de 3 a 4 mm de longitud, poseen una coloracion que va de
rojizo a marron. Este insecto ataca productos como: granos, harinas y otros materiales
almidonosos. Se alimentan Unicamente de granos quebrados que han sido atacados por las
plagas primarias de almacén. (Morales, 2019)
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8.3.8.5.  Barrenillo de los granos (Rhyzoperta dominica)

En estado adulto llega a medir entre 2 a 3 mm de longitud, su coloracion puede variar de
pardo rojizo a negruzco. Posee un cuerpo cilindrico y alargado pero su cabeza y protdrax
son de aspecto curvo. El dafio que producen en los granos es visible a través de las
perforaciones irregulares que provocan y la formacion de polvillo producto del ataque de
este insecto. (Lara et al., 2007)

8.4. Gorgojo barrenador del grano (Pagiocerus frontalis)
8.4.1. Generalidades

La familia Curculionidae es numerosa, con un aproximado de 40.000 especies registradas
en la que se incluye los gorgojos o picudos. Las diversas especies que pertenecen a esta
familia son encontradas en diferentes habitats, como barrenadores o minadores de plantas,
tallos, raices, semillas, granos cosechados, etc. (Castro & Mejia, 2011)

Segun Castro & Mejia, (2011) indican que, un aproximado de 30 especies perteneciente a
la familia Curculionidae son hospederos directos en granos y productos almacenados y solo
tres especies son consideradas como plagas principales por su gran capacidad destructiva

tanto en el estado larval como en el estado adulto.
8.4.2. Origen y distribucion

El gorgojo barrenador del grano (Pagiocerus frontalis), esta distribuido desde el Sur de
Estados Unidos, América Central, el Caribe y en tierras altas de paises Sudamericanos
(Ecuador, Peru, Colombia y Chile), en estas regiones este gorgojo es considerado como una
de las principales plagas que atacan los granos de maiz almacenado. (Castro & Mejia, 2011)

En Ecuador a Pagiocerus frontalis se lo denomina también redondilla o gorgojo volador, se
lo registra en toda la region interandina con altitudes entre 1500 y 2600 m s. n. m., y
temperaturas promedio de 14 a 18,5°C. (Wendt & Schulz, 1990)
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Grafico 1. Distribucién de Pagiocerus frontalis
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Fuente: (Castro & Mejia, 2011)

8.4.3. Clasificacion taxonomica del gorgojo barrenador del grano

A continuacion, se describe la clasificacion taxondmica del gorgojo barrenador del grano:

Tabla 3. Clasificacion taxonomica de Pagiocerus frontalis

Reino Animalia
Clase Insecta
Orden Coleoptera
Suborden Polyphaga
Superfamilia Curculionoidea
Familia Curculionidae
Subfamilia Scolytinae
Tribu Hylesinin
Subtribu Borthrosternina
Género Pagiocerus
Especie frontalis

Fuente: (Marvaldi & Lanteri, 2005)
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8.4.4. Descripcion morfoldgica

Willie, (2008) describe a Pagiocerus frontalis, como un pequefio gorgojo, de color marrén
oscuro; en estado adulto puede medir una longitud de 2.5 mmy 1.5 mm de ancho; su cabeza
esta conformado por una trompa corta y posee una escaza vellosidad en el area dorsal.

8.4.5. Ciclo bioldgico

El ciclo de vida de huevo a adulto tiene una duracion minima de 25 dias con una temperatura
de 23 °C y una humedad relativa que oscila entre los rangos del 60 al 90%, después de un
periodo de preoviposicion de 2 y 2.3 dias. En granos de maiz suave se ha registrado un
periodo de supervivencia de 223 dias en individuos adultos. (Wendt & Schulz, 1990)

8.4.6. Estadios de desarrollo de Pagiocerus frontalis

Segun Gomez & Aguilera, (1982), indica que Pagiocerus frontalis, pasa por cuatro estadios.

A continuacidn, se describe cada uno de los estadios:
8.4.6.1. Huevo

Es de forma ovoide, con un corion flexible, es pegajoso y transparente; la parte superior es
lisa con una coloracién blanquecina; tiene un tamafio que oscila entre los 0.10 a 0.52 mm
de largo y un ancho de 0.05a 0.39 mm.

8.4.6.2. Larva

Es de tipo escarabeiforme de coloracion blanca a excepcion de la cabeza que presenta un
color amarillento, los segmentos torécicos que poseen son mas desarrollados que los
abdominales, carece de patas toracicas, sus dimensiones son: 1.65 a 0.49 mm de largo por
0.81 a 0.31 mm de ancho.

8.4.6.3. Pupa

Llega a medir entre 0.9 a 2.30 mm de largo y 0.32 a 1.06 mm de ancho, son blanquecinas y

a medida que se va desarrollando se va oscureciendo los ojos, las mandibulas y las patas.
8.4.6.4. Adulto

En estado adulto este gorgojo llega a medir 2,5 mm de largo y 1,5 mm de ancho; presenta

una coloracién marrén, con una trompa corta, al lado posterior tiene escaza vellosidad.
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8.4.7. Comportamiento y ataque caracteristico de Pagiocerus frontalis

Segun Willie, (2008) indica que, los insectos en estado adulto raspan la epidermis de la
semilla, de preferencia perforan la parte apical (centro) del grano; una vez dentro del grano
tanto el macho como la hembra excretan en el interior de los agujeros. A lo largo de su vida
los adultos pasan en el interior del grano; sin embrago, cuando la poblacion se incrementa
de dos a mas adultos/grano, llegan a migrar a otros granos.

Castro & Mejia, (2011) indican que, el ataque caracteristico de este gorgojo es la gran
cantidad de polvillo que se asemeja a la harina que los adultos dejan después de perforar y
alimentarse de los granos. En presencia de grandes infestaciones los adultos llegan a dafar

estructuras de madera o contenedores de pléastico.

En su vida reproductiva las hembras llegan a producir aproximadamente 250 huevos que
son depositos en el interior del grano y cubiertos con un mucilago transparente. Al igual
que el adulto las larvas de Pagiocerus frontalis se alimentan del endospermo del grano hasta
transformarse en pupa. (Castro & Mejia, 2011)

Grafico 2. Grano de maiz atacado por Pagiocerus frontalis

Perforacion por
adulto

Surcos en el
endospermo formados
por larvas

Fuente: (Castro & Mejia, 2011)
8.4.8. Meétodos de control

Existen varios métodos que permiten controlar las plagas en granos almacenados, a

continuacion, se mencionan los siguientes:
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8.4.8.1. Control Cultural

Garcia, (2009) menciona algunos métodos tradicionales para el control del gorgojo:

e Exponer periédicamente los granos al sol.

e Aplicar ceniza, arena y aceites sobre los granos.

e Realizar cosechas tempranas disminuye el tiempo de exposicion al ataque de gorgojos.

e Limpiar previamente el lugar donde se almacenara los granos de maiz evitando la

presencia de gorgojos.

Evitar usar sacos viejos y rotos.
8.4.8.2. Control Fisico

Alvarez, (2020) explica que, el control fisico consiste en almacenar la cosecha de granos de
maiz, dentro de diferentes tipos de envases ya sean plasticos 0 metélicos; estos envases
deben estar sellados herméticamente evitando el ingreso de O2 del medio ambiente
(exterior), hacia el interior del envase. Para todo ser vivo el oxigeno es esencial para su
supervivencia y ante la ausencia del mismo la plaga que se encuentre en el interior del

recipiente herméticamente cerrado morira lentamente.
8.4.8.3. Control Quimico

El uso de insecticidas para el control de insectos plaga en granos almacenados se divide en
tres grupos: preventivos, curativos y de rapida accion. En el grupo preventivo generalmente
se utilizan insecticidas residuales liquidos o en polvo con la capacidad de controlar adultos
y algunas fases juveniles, pero incapaces de controlar huevos, larvas y pupas que se
desarrollan al interior del grano. Como su nombre lo indica los insecticidas preventivos
tienen el propdsito de evitar que el insecto plaga ingrese al grano por un tiempo determinado
después de ser aplicados; la aplicacion se lo realiza en instalaciones vacias previo a la
recepcion del grano o también sobre el grano mismo antes de ser almacenado. Para el
control del gorgojo de maiz, mayormente los insecticidas utilizados son los curativos, que
controlan los insectos plagas ya presentes en los granos. En el caso de los insecticidas
denominados curativos generalmente se utilizan gases que actdan por inhalacion, requieren
el mayor grado de hermeticidad posible y un tiempo de exposicion determinado. Estos
insecticidas tienen la capacidad de controlar adultos, pupas, larvas y huevos que se
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desarrollan en el interior del grano. Los insecticidas curativos tienen el proposito de eliminar
una plaga presente, controla la infestacion, pero no brinda ningun tipo de proteccion contra
futuras infestaciones. (Abadia & Bartosik, 2013)

Abadia & Bartosik, (2013) mencionan que, el producto quimico mas usado por el agricultor
para el control de insectos plagas en granos almacenados es la fosfina o fosfuro de aluminio.
La fosfina es un gas altamente toxico para los insectos, con la capacidad de eliminar todos
sus estadios de desarrollo (huevos, larvas, pupas y adultos). Este quimico al ser aplicado
sobre la semilla no afecta su poder germinativo y desaparece completamente en el trascurso
de 15 dias. Al entrar en contacto con la humedad el fosfuro de aluminio libera un gas que
no presenta color, pero si generar un olor fuerte y desagradable que es facilmente detectable,
tiene un alto poder de penetracion, lo que le permite ingresar a todos los rincones del

recipiente o lugar de almacenamiento. (Nath etal., 2011)

Alvarez, (2020), informa sobre el mecanismo de accion del fosfuro de aluminio, ingresa a
través de los poros respiratorios provocando instantdneamente la muerte del insecto por
alteracion de los procesos de respiracion celular. Causando una fuerte irritacion al tracto
respiratorio, destruyendo las paredes y membranas celulares, induciendo a la peroxidacion
lipidica.

8.4.8.4.  Control Bioldgico

Lara et al., (2007) mencionan que, hay gran cantidad de depredadores que se alimentan de
insectos plagas en granos almacenado. La mas importante y el depredador que mayormente
se utiliza es una avispa que pertenece a la familia Pteromalidae enemiga natural del gorgojo.
Esta avispa es de color verde metélico y pequefia, permaneciendo junto a los gorgojos. El
ataque de la avispa comienza localizando el orifico realizado por la larva del gorgojo,

ingresando el ovopositor y depositando su huevecillo cerca de la larva del gorgojo, a los 14

dias esta emerge y finalmente la larva del gorgojo muere.

Castillo, (2014) sefiala que, este método de control se basa en la utilizacion de
microorganismos como bacterias, hongos e insectos (depredadores) para mitigar la
poblacion de insectos plaga. Se conoce alrededor de 1500 especies de microorganismos
entomopatdgenos, incluidos hongos, virus, protozoarios y bacterias.
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Tanada & Kaya, (1993) sefialan, los siguientes ordenes de insectos que son infectados por
hongos entomopatdgenos: Hemiptera, Diptera, Coledptera, Lepidoptera, Hymendptera y
Orthdptera. En ciertos casos cuando el insecto se encuentra en estados inmaduros (ninfas y
larvas) el nivel de infestacion es menor que en los estados maduros (adulto). Con respecto
a los estados de huevo y pupa no son frecuentemente infectados. Actualmente el uso de
hongos entomopatdgenos se considera una alternativa de control para insectos plagas y lo

conforman mas de 750. (Pucheta et al., 2006)
8.5. Hongo Entomopatdgeno Beauveria bassiana
8.5.1. Beauveria bassiana

Este hongo entomopatdgeno fue descrito por primera vez por Jean Beauverie en el afio de
1911 bajo el nombre de Botrytis bassiana. Después, Vuillemin lo describié en su clase
actual. Se realizaron ensayos enzimaticos en donde se determino el género Beauveria spp.,
y ademas se diferencio seis especies mencionadas a continuacion: B. alba, B. amorpha, B.
bassiana, B. brongniartii, B. velata y B. caledonica. (Noboa & Quelal, 2015)

8.5.2. Distribucion geogréfica

Jara, (2009) indica que, el hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana se desarrolla de
manera natural en los suelos, es un hongo cosmopolita, es decir que se distribuye por todo
el mundo, de forma saprofitica y parasita infectando mayormente a insectos del orden
Coledptera y Lepidoptera.

8.5.3. Generalidades de Beauveria bassiana

El hongo Beauveria bassiana por su alto poder entomopatdgeno tiene la capacidad de
parasitar a insectos de diferentes especies causando la enfermedad denominada “muscardina
blanca”. El signo de esta enfermedad se observa facilmente debido a que las conidias cubren
el cuerpo o los espacios articulares del insecto hospedero con una capa de color blanco. Este
hongo pertenece a la clase Deuteromycetes y de esta manera se encuentra en la clasificacion
de los hongos imperfectos. (Castillo et al., 2009)
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8.5.4. Clasificacion taxondmica de Beauveria bassiana

A continuacioén, se describe la clasificacién taxondmica de Beauveria bassiana:

Tabla 4. Clasificacion taxondmica de Beauveria bassiana

Reino Fungi
Division Amastigomicotina
Subdivisién Deuteromycotina
Clase Deutermycetes
Subclase Hyphomycetes
Orden Moniliales
Familia Moniliaceae
Género Beauveria
Especie bassiana

Fuente: (Gallegos et al., 2004)
8.5.5. Caracterizacion morfoldgica de Beauveria bassiana
8.5.5.1.  Caracteristicas macroscopicas

Mandujano, (2015) menciona que, el hongo en cultivo puro y sembrado en PDA (Papa
Dextrosa Agar), al trascurso de 15 dias presenta un micelio algodonoso de color blanco a
medida que pasa el tiempo se vuelve de aspecto polvorienta de color amarillento o cremoso.
Al reverso de la placa en la parte central es de color rojizo y en los alrededores es de color

amarillento.
8.5.5.2.  Caracteristicas microscopicas

El micelio se ramifica formando conidioforos simples e irregulares que terminan en vértices
en forma de racimo, el conidiéforo es abultado en su base, surgiendo un adelgazamiento en
el area donde se insertan los conidios los cuales son globosos de 2.09 u de largo 1.6 p de
ancho, estos se insertan sobre estigmas dispuestos en zigzag. (Castillo, 2014)
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8.5.6. Condiciones de crecimiento de Beauveria bassiana

A continuacion, se detallan las condiciones éptimas para el desarrollo de Beauveria
bassiana:

Tabla 5. Condiciones de desarrollo para Beauveria bassiana

Factor Descripcion
pH Crecimiento: 5,7 a 5,9
Temperatura Crecimiento micelial: 10 °Ca 30 °C

Crecimiento y esporulacion: 28 °C

Humedad Relativa Crecimiento: 92,5 % a 94 %

Necesidades nutricionales | Sacarosa

Fuentes de carbono (glucosa, almidén y

pectina)

Nitrégeno

Fuente: (Noboa & Quelal, 2015)
8.5.7. Mecanismo de accién de Beauveria bassiana

El mecanismo de accién del hongo entomopatégeno esta conformado por dos fases:

patogénica y saprofitica.

Jara, (2009) indica que, la primera fase patogénica también denominada infectiva, inicia
cuando las conidias entran en contacto con la cuticula del hospedero (insecto) y en
condiciones optimas de humedad (92%), las conidias comienzan a germinar y penetrar la
cuticula del insecto y finalmente se desarrolla el micelio blanco en el cuerpo del insecto.

El hongo se desarrolla en el punto de infeccidn, produciendo toxinas que se difunden en el
celoma, a través de la hemolinfa y causa la muerte. A partir de la muerte del insecto y en
condiciones optimas de humedad el hongo se empieza a desarrollar abundantemente sobre
el insecto muerto, produciendo una gran cantidad de conidias que son los propagulos que

dan origen a una nueva infeccion. (Jara, 2009)
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CAPITULO 11l

9. HIPOTESIS
Mortalidad de Pagiocerus frontalis

Ho: La aplicacion de Beauveria bassiana no produce mortalidad en insectos adultos de

Pagiocerus frontalis.

Ha: La aplicacion de Beauveria bassiana si produce mortalidad en insectos adultos de
Pagiocerus frontalis.

10. METODOLOGIAS Y DISENO EXPERIMENTAL

10.1.Localizacion del ensayo

El ensayo se ubicé en el Laboratorio de microbiologia 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

Campus Experimental Salache, barrio Eloy Alfaro, canton Latacunga a una altura de 2730
(m s. n. m.) con 78°37°25”de longitud oeste y 00°59°55de latitud sur.

Grafico 3. Croquis de ubicacion del proyecto

Fuente: (Google Earth, 2021)
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10.2.Tipo de Investigacion
10.2.1. Experimental

Se disefid un fendmeno en donde las variables fueron manipuladas en condiciones

controladas. El fenémeno estudiado se midié acorde a lineamientos establecidos.
10.3.Meétodos de Investigacion
10.3.1. Observacion Cientifica

La observacion cientifica permitid6 obtener una percepcion directa del objeto de

investigacion.
10.3.2. Cuantitativo

Se obtuvo datos que son procesados, los mismos proporcionaron una fuente veridica de los

resultados obtenidos.
10.3.3. Inductivo

Se obtuvo conclusiones generales a partir de premisas particulares que se procesaron a lo

largo de la investigacion
10.4.Técnicas de Investigacion
10.4.1. Observacion directa

Se permitié estar en contacto con el insecto plaga Pagiocerus frontalis utilizados la
investigacion y a su vez se observo el comportamiento de los mismos al ser inoculados con

diferentes dosis de Beauveria bassiana.
10.4.2. Fichaje

Permitio el registro de datos que se obtuvo de las fichas, las cuales fueron elaboradas y
ordenadas que contendrian la mayor informacion posible obtenida de la investigacion.

10.5.Materiales y Equipos

10.5.1. Materiales de laboratorio:

1. Insectos infestados con Beauveria bassiana

2. Agar Papa Dextrosa (PDA)
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10.5.2.

4.

5.

Agua destilada

Cajas Petri

Antibidtico (Gentamax 280) presentacidon de ampolleta
Pinzas metélicas

Agujas de diseccion

Bisturi

Porta y cubre objetos

Aislados de Beauveria Bassiana

Materiales para el ensayo:

Granos de maiz
Vasos de 14 onzas
Lienzo o Tela Tul
Ligas plasticas

Equipos de laboratorio:

Microscopio

Autoclave

Cémara de Flujo Laminar
Cémara de Incubacion

Camara de Neubauer

10.6.Disefio Experimental
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Se realiz6 un Disefio de Bloques Completamente al Azar (DBCA), con un arreglo factorial

AxBxC+1; donde se present6 el Factor (A) como Beauveria bassiana (nativa y comercial),

el Factor (B) como dosis (2; 2,5; 3 cc) y el Factor (C) forma de aplicacion (preventivo y

curativo). Este disefio cont6 con un testigo (granos de maiz inoculados con insectos adultos

de Pagiocerus frontalis). Se realizaron tres repeticiones por cada tratamiento planteado,

dando un total de 13x3 = 39 unidades experimentales.
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La unidad experimental consté de 100 granos de maiz ubicados en vasos plasticos

transparentes, en estos vasos se inoculd 10 gorgojos adultos de Pagiocerus frontalis.

10.8.Factores en estudio

El presente ensayo consto de tres factores en estudio:

Factor A: Beauveria bassiana

Bn = Beauveria nativa

Bc = Beauveria comercial

Factor B: Dosis de aplicacion

D1 = Dosis 1 (2 cc) bajo

D2= Dosis 2 (2,5 cc) normal

D3=Dosis 3 (3 cc) alto

Factor C: Forma de aplicacién

Pre = Preventivo

Cur = Curativo

10.9. Tratamientos en estudio

A continuacion, se presentan los tratamientos y su simbologia utilizados en el ensayo

experimental:

Tabla 6. Tratamientos en estudios acorde al disefio experimental planteado

TRATAMIENTOS | SIMBOLOGIA Beauveria DOSIS FORMA DE
bassiana APLICACION
T1 Bnd1Pre Nativa 2 cc Preventivo
T2 Bnd2Pre Nativa 25cc Preventivo
T3 Bnd3Pre Nativa 3cc Preventivo
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T4 Bcd1Pre Comercial 2 cc Preventivo
T5 Bcd2Pre Comercial 2,5cc Preventivo
T6 Bcd3Pre Comercial 3cc Preventivo
T7 Bnd1Cur Nativa 2cc Curativo
T8 Bnd2Cur Nativa 2,5cc Curativo
T9 Bnd3Cur Nativa 3cc Curativo
T10 Bcd1Cur Comercial 2cc Curativo
T11 Bcd2Cur Comercial 2,5c¢cC Curativo
T12 Bcd3Cur Comercial 3cc Curativo
T13 Testigo

Fuente: (Tituafia; 2021)

En donde:

Bn: Beauveria bassiana nativa

Bc: Beauveria bassiana comercial

d1: Dosis 1 (2 cc) baja
d2: Dosis 2 (2,5 cc) media

d3: Dosis 3 (3 cc) alta

Pre: Forma de aplicacion preventivo

Cur: Forma de aplicacion curativo
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10.10. ADEVA

A continuacidn, se presenta el modelo del ADEVA correspondiente al disefio experimental:

Tabla 7. Esquema del ADEVA

F.V.
TRATAMIENTOS
BLOQUES
FACTOR A (Beauveria)
FACTOR B (Dosis)
FACTOR C (Forma de aplicacién)
FACTOR A*FACTOR B
FACTOR A*FACTOR C
FACTOR B*FACTOR C
FACTOR A*FACTOR B*FACTOR C

Testigo vs Tratamientos

=3

N R T e R L S U G

N
N

Error
Total
Fuente: (Tituafia; 2021)

w
oo

10.11. Variables en estudio
A continuacion, se presenta las variables en estudios a evaluar en la investigacion:

Tabla 8. Variables a evaluar

TIPO DE
VARIABLE

NOMBRE INDICADOR INDICE

Mortalidad del
Mortalidad gorgojo barrenador

% de mortalidad de

insectos (adultos)
del grano

DEPENDIENTE

Dafo causado en los
Granos dafiados granos de maiz por | % de granos dafiados

el gorgojo
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o Peso perdido en o
Perdida de peso de ) ) % de pérdida de
semillas de maiz )
granos 3 peso de semillas
danadas

Suspensidn de tres

Concentracion de dosis

INDEPENDIENTE | Beauveria bassiana esporas 2cc
108 2,5cc

3cc

Fuente: (Tituafia; 2021)
10.12. Manejo del Experimento
La presente investigacion constd de tres fases, siendo estas:

10.12.1. Fase de captura, aislamiento, re-aislamiento y multiplicacion de Beauveria

bassiana.

La ejecucion de esta fase se lo realiz6 a partir de protocolos establecidos tanto para el
método de captura, método de aislamiento, método de re-aislamiento y método de

multiplicacion.
10.12.1.1. Método de captura:

Se empled la metodologia utilizada por (Castillo et al., 2012) mencionando, una recoleccion
en campo de insectos muertos infectados por especies de Beauveria, los cuales presentan
una cubierta blanca muy densa formada por el micelio y esporulacion del hongo.
Generalmente los insectos atacados se momifican quedando adheridos en la planta.

A continuacion, se detalla la obtencion de muestras:

1.- La recoleccion de los insectos (picudo negro del platano), se realizé en un lote ubicado
en el sector “Congoma bajo” perteneciente a la provincia de Santo Domingo de los
Tséchilas.

2.- Para efecto de la recoleccion de insectos se ocupd tarrinas plasticas trasparentes y papel

adsorbente (simulando una camara humeda).
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3.- Enel lugar del muestreo se observo en el interior de los pseudotallos de platanos cortados
y se visualizo posibles insectos adheridos en su interior momificados y cubiertos por un
micelio blanco.

4.- Se retiro el insecto cuidadosamente del material vegetal y posteriormente se lo depositd
en el papel adsorbente.

5.- Finalmente la muestra se la deposit6 en la tarrina para su analisis en laboratorio.

La metodologia empleada se detalla en el Protocolo de colecta (Anexo 19).
10.12.1.2. Método de aislamiento:

Se empled la metodologia utilizada por (Castillo et al., 2012) mencionando que, las
muestras obtenidas se las debe colocar en el medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA)
para su crecimiento.

A continuacién, se detalla los pasos realizados y materiales utilizados para el aislamiento
de Beauveria:

1.- Se prepar6 medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA), realizando los calculos
recomendables para la cantidad de agua destilada y agar a utilizarse.

Cantidad para el agua destilada: 100 ml a razon de 4 —5 cajas Petri.

Cantidad para el agar: 39 gr. a razon de 1000 ml de agua destilada.

2.- Se esterilizd el medio de cultivo en la autoclave junto al resto de materiales como pinzas
y agujas de diseccién en un periodo de tiempo de 45 minutos; en el caso de contar con cajas
Petri de vidrio se las debe esterilizar.

3.- Previamente se debe desinfectar con alcohol la camara de flujo laminar y una vez que el
medio y los materiales se encuentren esterilizados se los coloc6é en la camara y
posteriormente el medio se lo depositd en cada caja Petri.

4.- Las muestras de insectos se coloco en cada caja Petri respectivamente y se las sellé con
cinta Parafilm.

5.- Se realiz6 un rotulado para su identificacion, identificando la fecha de elaboracion de la
caja Petri y tipo de muestra que se colecto.

6.- Posteriormente las cajas se cubri6 con papel film con el proposito de evitar
contaminaciones y finalmente se las coloco en la cdmara de incubacion a una temperatura
de 24°C, con un periodo de tiempo de 5 a 7 dias.

7.- Al transcurso de 5 — 7 dias se observo el crecimiento micelial de Beauveria la misma

que cubrid por completo al insecto recolectado.
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8.- Se realiz0 la identificacion en el microscopio para lo cual se hizo un leve raspado de la
parte micelial del hongo y se lo colocé en un porta objetos, seguidamente se afiadid una
gota de azul de metileno con la finalidad de tefiir las estructuras del hongo y finalmente se
observo en el microscopio.

La metodologia empleada se detalla en el Protocolo de aislamiento e identificacion (Anexo
19).

10.12.1.3. Método de re-aislamiento:

Se lo empled para garantizar la autenticidad y pureza de las placas Petri. Partiendo de
aislamientos monosparicos que pueden ser por colonia o por punta de hifa.

Se realiz6 el aislamiento de cultivos monospéricos por colonia, para lo cual se adapté la
metodologia utilizada por (Cafiedo & Ames, 2004).

A continuacion, se describen los pasos para la elaboracion de cultivos monospéricos:

1.- Se selecciond placas Petri con el hongo en estudio cuyas caracteristicas sean las mejores
y libres de contaminacién.

2.- En cada caja Petri se colocd agua destilada y con un asa metélica se realizé un leve
raspado sobre la superficie de la caja.

3.- El contenido de producto del raspado se lo depositd en una probeta hasta completar los
100 ml.

4.- Una vez obtenida esta solucion se realizd un conteo de conidias con una Camara de
Neubauer con la finalidad de conocer la concentracion con la que se trabajo.

5.- En la cdmara de flujo laminar, con una micropipeta se realizé una dilucion de 900 ul de
agua destilada estéril y 100 ul de la solucion. Se colocé en tubos Eppendorf.

6.- La dilucion contenida en los tubos Eppendorf se agito por 30 segundas con el agitador
digital.

7.- Previamente se prepar0 Agar-agua y con una micropipeta se deposito toda la dilucion
en una caja Petri y con un asa metalica se esparcio todo el contenido por la caja. Se sell6
con cinta Parafilm y se rotul6 con la fecha y nombre.

8.- Al transcurso de 24 a 48 horas se observo por medio del microscopio las cajas Petri en
donde se aprecid las estructuras formandose para lo cual Unicamente se trabajoé con una
espora, posteriormente se sefialo el sitio donde se ubica la espora y con un bisturi se recortd

la zona y se colocd en un medio de cultivo con PDA.
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9.- Al transcurso de 8 dias se observd la presencia de colonias formadas del hongo.
Finalmente, el contenido de esta caja se envid a un laboratorio externo para el analisis

taxonémico.
10.12.1.4. Método de multiplicacion:

Se empled la metodologia utilizada por (Choquetarqui et al., 2011) mencionando que, de
los aislados de Beauveria, se realizardn varios cortes de 5 mm con un bisturi y
posteriormente seran colocados en un medio de cultivo fresco (PDA) suplementado con un
antibidtico (a base de gentamicina) y sellado con cinta Parafilm y debe ser colocado en la
camara de incubacion.

A continuacion, se detalla los pasos realizados y materiales utilizados para la multiplicacion
de Beauveria bassiana:

1.- Se prepar6 medio de cultivo siguiendo los pasos descritos en la metodologia de
aislamiento anteriormente. Ademas, se desinfectd la camara de flujo laminar.

2.- El medio de cultivo se llevé a la camara de flujo laminar esterilizada y se lo dejé enfriar
a temperatura ambiente, posteriormente se coloco el antibiotico “Gentamax 280" en su
presentacion de ampolleta, finalmente el medio de cultivo se lo mezcl6 con el antibiotico.
3.- De la caja Petri que contenga el asilado de Beauveria, se realizd cortes con un bisturi en
aquellas partes en las que se evidencidé mayor proporcién del micelio blanco y con una pinza
se retir0 el pedazo cortado y se lo coloco en la caja Petri, sequidamente se sellé con cinta
Parafilm, finalmente se coloco6 en la camara de incubacion a una temperatura promedio de
24°C durante 7 dias.

4.- Al transcurso de 7 dias se observo que la caja Petri esta cubierta con B. bassiana. La
misma que sera considerada como el primer subcultivo limpio y libre de contaminacion.
5.- Se prepar6 nuevamente medio de cultivo (PDA) suplementado con el antibiotico
(Gentamax de 280) y se lo coloco en cajas Petri.

6.- Del subcultivo de B. bassiana se realizé cortes de 5 mm con el bisturi y cada corte se
coloco en una caja Petri respectivamente, seguidamente se sell6 con la cinta Parafilm y se
identifico.

7.- Finalmente se envolvio con papel film y se coloco las cajas en la cAmara de incubacion
y en un periodo de 5 — 7 dias se obtuvo nuevas cajas Petri que se encuentran cubiertas con

el hongo entomopatégeno Beauveria bassiana.

La metodologia empleada se detalla en el Protocolo de multiplicacion (Anexo 19).
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10.12.2. Fase de conteo y elaboracion de la solucién madre

En la ejecucion de esta fase se adapt6é la metodologia utilizada por (Antia et al., 1992)
mencionando que, la preparacion de la solucion madre se realiza con un volumen de Agua

Destilada Estéril (ADE) de 200 ml y el hongo Beauveria producido en cajas Petri.
10.12.2.1. Solucién madre
A continuacioén, se describe la elaboracién de la solucién madre:

1.- Se seleccion6 6 cajas Petri de las cepas de Beauveria, para la seleccion se considero

caracteristicas del micelio como su coloracion, esporulacion y libre de contaminacion.

2.- En cada caja Petri se colocé agua destilada y se realiz6 un raspado del contenido micelial

con un asa metélica.
3.- El contenido de las cajas Petri se los deposito en una probeta de vidrio de 100 ml.

La metodologia empleada se detalla en el Protocolo de elaboracion de la suspension o

solucion madre (Anexo 19).
10.12.2.2. Conteo de esporas

El conteo de conidias de las cepas de Beauveria Bassiana, se lo realizé de la siguiente

manera:

1.- La solucion madre de Beauveria bassiana se agité por 1 minuto en el agitador
electronico a 300 rpm (revoluciones por minuto) con el proposito de obtener una muestra

homogeénea.

2.- Con una micropipeta se extrae 2000 pL (microlitros) y se lo coloco en una Camara de
Neubauer finalmente se tapé con un cubre objetos y posteriormente se observo en el

microscopio enfocando a 40X.

3.- El conteo se lo realiz6 en forma de zigzag para cada cuadrante. Recalcando que
Unicamente se contd aquellas esporas que se encuentren en el interior de cada cuadrante y

descartando aquellas esporas que se encuentren afuera o se ubican en las lineas de division.

Finalmente se aplico la siguiente
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Concentracion de esporas = Promedio del conteo de esporas x nimero de pL x diluciones

(en el caso de realizarlo).

Con el conteo de esporas se determiné que la concentracion de Beauveria bassiana

corresponde a 108,

Nota: El resultado obtenido de la aplicacion de la formula se lo coloca en notacion

cientifica.
La metodologia empleada se detalla en el Protocolo de conteo de conidias (Anexo 19).

10.12.3. Fase de aplicacion de Beauveria bassiana en la plaga a evaluarse

Previamente se realizo la colecta y mantenimiento de los insectos plagas en este caso del

gorgojo barrenador del grano (Pagiocerus frontalis), bajo condiciones de laboratorio.

10.12.3.1. Colecta y mantenimiento del insecto plaga:

A continuacion, se detalla el proceso y materiales utilizados para la colecta y mantenimiento

del gorgojo:

Materiales:

1. Granos de maiz infestados con insectos adultos de Pagiocerus frontalis (1 kg)
2. Granos de maiz sanos (5 Ib)

3. Recipiente plastico (1)

4. Telatul o nailon (1 m)

5. Ligas plasticas (2)

Procedimiento:

1.- Los granos infestados con esta plaga se los obtuvo de pequefios agricultores de la
parroquia de Aloasi perteneciente al cantdn Mejia, para lo cual se colectd 1 kg de granos
infestados con insectos adultos de Pagiocerus frontalis.

2.- En un recipiente de plastico amplio, se coloco los granos infestados con el insecto plaga

y se adiciono 5 libras de maiz sano.
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3.- El recipiente plastico se lo cubrié con tela tul o nailon y se lo sujetd firmemente con las

ligas plasticas

4.- Enun periodo de 4 — 6 semanas se observo el incremento poblacional de insectos adultos
de Pagiocerus frontalis.

10.12.3.2. Inoculacion:

A continuacion, se describe el proceso y materiales utilizados para la inoculacion de los

insectos adultos de Pagiocerus frontalis:

Materiales:

1. Granos de maiz

2. Vasos plasticos transparentes de 14 onzas (39)

3. Telatul (3m.)

4. Ligas plésticas (39)

5. Insectos adultos de Pagiocerus frontalis

Procedimiento:

1.- En un vaso plastico se colocd 100 granos de maiz.

2.- Se inocul6 10 insectos adultos de Pagiocerus frontalis por vaso.
3.- La parte superior del vaso se la tap6 con tela tul y se sujet6 con las ligas plasticas.

10.12.3.3. Aplicacion de Beauveria bassiana:
La aplicacion se realizo de la siguiente manera.

1.- Con una jeringa de insulina se tomd la dosis a evaluarse (2; 2,5; 3 cc respectivamente)

de la solucién madre.

2.- Se coloco la dosis en agua destilada y se mezclo.

3.- La mezcla preparada con la dosis correspondiente se deposito en un rociador pequefio.
4.- Finalmente se procedi6 a fumigar cada unidad experimental acorde al disefio establecido.

Este proceso se utiliz6 tanto para la fumigacion con B. bassiana nativa y B. bassiana

comercial.
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La metodologia empleada se detalla en el Protocolo de dosificacion (Anexo 19).
10.13. Datos a Evaluar
10.13.1. Porcentaje de insectos muertos:

Se realiz6 el conteo de insectos adultos muertos de Pagiocerus frontalis, después de la
aplicacion de Beauveria bassiana en diferentes dosis, para el registro de este dato, se retird
los granos del vaso de cada unidad experimental, se los colocd en una hoja de papel y se

verifico la cantidad de insectos adultos muertos.

Para el célculo del porcentaje de mortalidad se emple6 la siguiente férmula:

Total de insectos muertos

% Mortalidad observada = - (100)
Total de insectos expuestos

10.13.2. Porcentaje de granos dafados:

Se realizd el conteo de nimero de granos dafiados por unidad experimental, se contd
aquellos granos perforados y en su interior se encuentre el insecto plaga, para efecto de

toma de este dato, de cada grano que contenga al gorgojo se lo rompié y se lo descarto.
El porcentaje de granos dafiados se calculé mediante la formula: (Harris & Lindblad, 1978)

. Numero de granos dafiados
% Grano dafiado = Total de granos (100)

Nota: El registro de datos para el porcentaje de insectos adultos muertos y porcentaje de
granos dafiados se realizo cinco dias a la semana durante un mes. Teniendo un total de 20

datos al finalizar el mes.
10.13.3. Porcentaje de pérdida de peso de granos:

Se realizo el registro de datos del peso de granos dafiados y el peso de granos sanos; este

dato se lo registré al dia 20, es decir en la Gltima toma de datos.

El porcentaje de pérdida de peso se calcul6 con la siguiente formula

PD
% Pérdida de peso = I (100)
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Donde:

PS = Peso promedio de granos sanos

PD = Peso promedio de granos dafiados
10.14. Analisis estadistico

Los datos obtenidos se normalizaron, ordenaron y clasificaron en una hoja virtual del
programa Excel, posteriormente se empled el programa InfoStat para subir los datos
obtenidos acorde al disefio experimental planteado en la investigacion para la obtencion del
ADEVA.

Se realiz6 la Prueba de Tukey al 5% para determinar los rangos de significancia en los

valores que presentaron significancia.
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La mortalidad de insectos adultos de Pagiocerus frontalis, se analiz6 por medio de un

ADEVA, en el cual se presenta los valores de significancia para cada factor y sus respectivas

interacciones.

Tabla 9. ADEVA de mortalidad de Pagiocerus frontalis con los tres factores en estudio, sus

interacciones y el testigo.

F.V. SC gl CM F p-valor
TRATAMIENTOS 4,89 12 0,41 46,92 <0,0001 **
BLOQUES 0,06 2 0,03 3,64 0,0415 NS
FACTOR A (Beauveria) 023 1 0,23 23,00 00001 *
FACTOR B (Dosis) 1,4 2 0,7 70,00 <0,0001 **
FACTOR C (Forma de aplicacién) 026 1 0,26 26,00 <0,0001 **
FACTOR A*FACTOR B 0,13 2 0,07 7,00 0,0041 NS
FACTOR A*FACTOR C 002 1 0,02 2,00 0,1599 NS
FACTOR B*FACTOR C 0,01 2 3,60E-03 0,36 0,6818 NS
FACTOR A*FACTOR B*FACTORC 0,01 2 0,01 1,00 0,5548 NS
Testigo vs Tratamientos 2,83 1 2,83 325,62 <0,0001 **
Error 0,21 24 0,01
Total 517 38
C.V. 9,99

Fuente: (Tituafia; 2021)

En la Tabla 9, se observa la diferencia significativa para cada factor. En dénde el Factor A

(Beauveria bassiana) se presenta valores de significancia, para el Factor B (Dosis) y el Factor

C (Forma de aplicacion) se presenta valores altamente significativos, con respecto a las

interacciones entre factores se observa que no presentan significancia. Ademas, los tratamientos

y el Testigo vs Tratamientos si presentan valores altamente significativos. El analisis de

variancia presentd un coeficiente de variacion de 9,99% reflejando el buen manejo de la parte

experimental y ademas un registro de datos homogéneos.
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Grafico 4. Interaccion de factores para la variable de mortalidad de Pagiocerus frontalis
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Fuente: (Tituafia; 2021)

En el Gréfico 4, se observa que no hay interaccion entre los factores, corroborando los valores
de las interacciones que no presentaron significancia en el ADEVA de la Tabla 9. Por otra parte,
se observa que cada factor actué de manera independiente en los respectivos tratamientos, es
decir que la interaccion entre Beauveria comercial aplicada de forma curativa en dosis 1 (baja)
es totalmente diferente a la interaccidn entre Beauveria nativa aplicada de forma preventiva en
dosis 3 (alta).

Los grupos o rangos de significancia se los determind con la Prueba de Tukey al 5%, para

determinar cuantos rangos existen en los valores que se obtuvo significancia en el ADEVA.

Tabla 10. Prueba de Tukey al 5% para el Factor A (Beauveria bassiana)

FACTOR A Medias n E.E. Rangos
Beauveria nativa 1,09 18 0,02 A
Beauveria comercial 0,93 18 0,02 B

Fuente: (Tituafia; 2021)
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En la Tabla 10, se observa que existen dos rangos de significancia para el Factor A (Beauveria
bassiana), siendo Beauveria nativa la mayor ubicandose en el rango A con una media de 1,09

y Beauveria comercial la menor ubicandose en el rango B con una media de 0,93.

Gréfico 5. Prueba de Tukey al 5% para el Factor A (Beauveria bassiana)
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Fuente: (Tituafia; 2021)

En el Gréfico 5, se observa dos rangos de significancia para el Factor A (Beauveria bassiana),
siendo Beauveria nativa la mayor ubicandose en el rango A con una media de 1,09 y Beauveria

comercial la menor ubicandose en el rango B con una media de 0,93.

Tabla 11. Prueba de Tukey al 5% para el Factor B (Dosis)

FACTORB Medias n E.E. Rangos

D3 1,28 12 0,03 A

D2 0,95 12 0,03 B

D1 0,8 12 0,03 C

Fuente: (Tituafia; 2021)

En la Tabla 11, se observa que existen tres rangos de significancia para el Factor B (Dosis),
siendo la Dosis 3 (alta) la mayor ubicandose en el rango A con una media de 1,28 y la Dosis 1

(baja) la menor ubicandose en el rango C con una media de 0,8.
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Grafico 6. Prueba de Tukey al 5% para el Factor B (Dosis)
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En el Grafico 6, se observa tres rangos de significancia para el Factor B (Dosis), siendo la Dosis
3 (alta) la mayor ubicandose en el rango A con una media de 1,28, la Dosis 2 (media) obtuvo

el rango B con una media de 0,95 y la Dosis 1 (baja) la menor ubicAndose en el rango C con
una media de 0,8.

Tabla 12. Prueba de Tukey al 5% para el Factor C (Forma de aplicacion)
FACTORC Medias n E.E. Rangos
PRE 1,1 18 0,02 A
CUR 093 18 0,02 B
Fuente: (Tituafia; 2021)

En la Tabla 12, se observa que existen dos rangos de significancia para el Factor C (Forma de
aplicacion), siendo la forma de aplicacion Preventiva la mayor ubicandose en el rango A con

una media de 1,1y la forma de aplicacion Curativa la menor ubicandose en el rango B con una
media de 0,93.



Grafico 7. Prueba de Tukey al 5% para el Factor C (Forma de aplicacion)
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En el Gréafico 7, se observa dos rangos de significancia para el Factor C (Forma de aplicacion),

siendo la forma de aplicacion Preventiva la mayor ubicandose en el rango A con una media de

1,1y la forma de aplicacion Curativa la menor ubicandose en el rango B con una media de 0,93.

Tabla 13. Prueba de Tukey al 5% para los Tratamientos

TRATAMIENTOS Medias n E.E. Rangos

T3 1,57 3 005 A

T9 1,31 3 005 A B

T6 1,15 3 0,05 B C

T2 1,11 3 0,05 B C D

T12 1,07 3 0,05 B C D E

T5 1,01 3 0,05 C D E F
T1 0,92 3 0,05 C D E F G
T11 0,85 3 0,05 D E F G
T8 0,85 3 0,05 D E F G
T4 0,82 3 0,05 E F G
T7 0,79 3 0,05 F G
T10 0,69 3 0,05 G
T13 0 3 0,05

Fuente: (Tituafia; 2021)
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En la Tabla 13, se observa gque existen 8 rangos de significancia para los Tratamientos, siendo
el T3 (Beauveria nativa: Dosis 3: Preventiva) el mayor ubicandose en el rango A con una media
de 1,57 y el T13 (Testigo) el menor ubicandose en el rango H con una media de 0 (no presento

mortalidad).

Gréfico 8. Medias de mortalidad para los Tratamientos
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Fuente: (Tituafia; 2021)

En el Gréfico 8, se observa la mortalidad de Pagiocerus frontalis en los diferentes Tratamientos
en estudio, en donde el T3 que corresponde a la aplicacion de Beauveria nativa con dosis 3
(alta) y forma de aplicacion preventiva registrd la mayor media de mortalidad destacAndose
como el mejor, posteriormente se encuentra el T9 que corresponde a la aplicacion de Beauveria
nativa con dosis 3 (alta) y forma de aplicacion curativa; en comparacion con el T13 que
corresponde al Testigo que no registré una media de mortalidad.

Los resultados descritos en el Grafico 8, demuestran la mortalidad de Pagiocerus frontalis, por
efecto del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana. (Mandujano, 2015) indica que este
hongo tiene mayor patogenicidad sobre el gorgojo P. frontalis permitiendo la colonizacion del
micelio sobre el insecto infectado. En el manejo de la parte experimental se observo sintomas
sobre los gorgojos en las unidades experimentales establecidas destacandose la pérdida de

apetito y el entorpecimiento de movimiento y finalmente causando la muerte del insecto.
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Grafico 9. Porcentaje de mortalidad de Pagiocerus frontalis en cuatro semanas
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En el Gréafico 9, se observa el porcentaje de mortalidad distribuido en las 4 semanas que dur6
la parte experimental. En donde el (T3) que corresponde a la aplicacion de Beauveria nativa
con dosis 3 (alta) y forma de aplicacién preventiva registro los porcentajes mas altos a partir de
la segunda semana, siendo estos 33%, 30% Yy el 20% de mortalidad para la segunda, tercera y
cuarta semana respectivamente; en comparacién con el (T13) que corresponde al testigo que no
registro mortalidad de Pagiocerus frontalis en el trascurso de cuatro semanas.

La mortalidad de Pagiocerus frontalis, se la registro durante cuatro semanas. En la primera
semana se empezo a observar insectos muertos, previo a esto en el transcurso de esta semana
se observo sintomas sobre los insectos caracterizandose por la disminucion en la actividad del
gorgojo lo que concuerda con (Suérez, 2009) quien describe este mismo sintoma,
posteriormente el mismo autor menciona que al quinto dia después de aplicar Beauveria
bassiana se registra mortandad de los gorgojos en los granos de maiz

A partir de la segunda semana se empieza a registrar mayores porcentajes de mortalidad en los
tratamientos concordando con (Mandujano, 2015 & Suérez, 2009) quienes mencionan que, a
los 15 dias después de aplicar Beauveria bassiana se registra el porcentaje més alto de

mortalidad en aquellos tratamientos que se aplico este hongo entomopatogeno.
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En cambio (Fernandez & Paico, 2018) mencionan gque, conforme va aumentando las semanas
de exposicién de los insectos al entomopatdgeno, asciende los porcentajes de mortalidad para
los insectos, posteriormente los porcentajes de mortalidad empiezan descender debido a que, el

indice poblacional inicial va disminuyendo consecuencia de la mortalidad de los insectos.

Gréfico 10. Porcentaje total de mortalidad de Pagiocerus frontalis
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Fuente: (Tituafia; 2021)

En el Gréfico 10 se observa, los porcentajes totales de mortalidad para cada tratamiento. En
donde el (T3) que corresponde a la aplicacion de Beauveria nativa con dosis 3 (alta) y forma
de aplicacion preventiva registré un 100% de mortalidad siendo este el mejor tratamiento; le
sigue el (T9) que corresponde a la aplicacion de Beauveria nativa con dosis 3 (alta) y forma de
aplicacién curativa con un 90% de mortalidad; otro tratamiento que registro porcentajes altos
de mortalidad es el (T6) que corresponde a Beauveria comercial con dosis 3 (alta) y forma de
aplicacién preventiva que registro un 83% de mortalidad; con respecto al resto de tratamientos
registraron porcentajes entre el 40% al 80% de mortalidad y finalmente se tiene el (T13) que

corresponde al testigo que no registré mortalidad de Pagiocerus frontalis.

El resultado obtenido para el T3 (Beauveria nativa* D3* Preventiva) que registro un 100% de
mortalidad destacAndose como el mejor, es similar a los resultados obtenidos de (Mandujano,
2015 & Suarez, 2009) quienes reportaron un 100% de mortalidad al aplicar Beauveria bassiana
para el control de Pagiocerus frontalis.
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En la parte experimental se realiz6 dos formas de aplicacion: una preventiva y otra curativa, los
resultados obtenidos para la mortalidad de Pagiocerus frontalis demuestran que, la forma de
aplicacion preventiva es mejor que la forma de aplicacion curativa. (Molina & Espinal, 2000)
indican que, al aplicar este hongo entomopatdgeno de las formas descritas anteriormente
obtuvieron una mayor mortalidad de gorgojos al aplicar Beauveria bassiana de forma

preventiva.
11.2.Analisis de granos dafiados de maiz

Los granos dafiados de maiz, se analizé por medio de un ADEVA, en el cual se presenta los

valores de significancia para cada factor y sus respectivas interacciones.

Tabla 14. ADEVA para los granos dafiados de maiz con los tres factores en estudio, sus

interacciones y el testigo

F.V. SC gl CM F  p-valor
TRATAMIENTOS 093 12 0,08 124,13 <0,0001 **
BLOQUES 1,10E-03 2 5,40E-04 0,86 0,4351 NS
FACTOR A (Beauveria) 0,46 1 0,46 741,94 <0,0001 **
FACTOR B (Dosis) 0,07 2 0,04 64,52 <0,0001 **
FACTOR C (Forma de aplicacién) 0,06 1 0,06 96,77 <0,0001 **
FACTOR A*FACTOR B 2,00E-03 2 1,00E-03 1,61 0,2517 NS
FACTOR A*FACTOR C 5,80E-04 1 5,80E-04 0,94 0,3634 NS
FACTOR B*FACTOR C 3,00E-03 2 1,50E-03 2,42 0,1297 NS
FACTOR A*FACTOR B*FACTORC  9,00E-04 2 4,50E-04 0,73 0,5257 NS
Testigo vs Tratamientos 0,33 1 0,33 527,29 <0,0001 **
Error 0,01 24 6,20E-04
Total 0,94 38
C.V. 3,18

Fuente: (Tituafia; 2021)

En la Tabla 14, se observa la diferencia significativa para cada factor. En dénde, el Factor A
(Beauveria bassiana), el Factor B (Dosis) y el Factor C (Forma de aplicacidn) presentan valores
altamente significativos, con respecto a las interacciones entre factores se observa que no
presentan significancia. Ademas, los tratamientos y el Testigo vs Tratamientos si presentan

valores altamente significativos. El analisis de variancia presentd un coeficiente de variacion
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de 3,18% reflejando el buen manejo de la parte experimental y ademas un registro de datos

homogeéneos.

Gréfico 11. Interaccidn de factores para la variable de granos dafiados de maiz
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En el Gréafico 11, se observa que no hay interacciones entre los factores, corroborando los
valores de las interacciones que no presentaron significancia en el ADEVA de la Tabla 27. Por
otra parte, se observa que cada factor actué de manera independiente en los respectivos
tratamientos, es decir que la interaccion entre Beauveria nativa aplicada de forma preventiva
en dosis 3 (alta) es totalmente diferente a la interaccion entre Beauveria comercial aplicada de
forma curativa en dosis 1 (baja).

Los grupos o rangos de significancia se los determind con la Prueba de Tukey al 5%, para

determinar cuantos rangos existen en los valores que se obtuvo significancia en el ADEVA.

Tabla 15. Prueba de Tukey al 5% para el Factor A (Beauveria bassiana)

FACTOR A Medias n E.E. Rangos
Beauveria nativa 0,65 18 0,01 A
Beauveria comercial 0,87 18 0,01 B

Fuente: (Tituafia; 2021)
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En la Tabla 15, se observa que existen dos rangos de significancia para el Factor A (Beauveria
bassiana) siendo Beauveria nativa la menor ubicAndose en el rango A con una media de 0,65y
Beauveria comercial la mayor ubicdndose en el rango B con una media de 0,87.

Gréfico 12. Prueba de Tukey al 5% para el Factor A (Beauveria)
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En el Grafico 12, se observa dos rangos de significancia para el Factor A (Beauveria bassiana),
siendo Beauveria nativa la mayor ubicandose en el rango A con una media de 0,65 y Beauveria
comercial la menor ubicandose en el rango B con una media de 0,87.

Tabla 16. Prueba de Tukey al 5% para el Factor B (Dosis)

FACTORB Medias n E.E. Rangos

D3 0,71 12 0,01 A

D2 0,75 12 0,01 B

D1 082 12 0,01 C

Fuente: (Tituafia; 2021)

En la Tabla 16, se observa que existen tres rangos de significancia para el Factor B (Dosis),
siendo la Dosis 3 (alta) la menor ubicandose en el rango A con una media de 0,71y la Dosis 1

(baja) la mayor ubicandose en el rango C con una media de 0,82.
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Grafico 13. Prueba de Tukey al 5% para el Factor B (Dosis)
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En el Gréfico 13, se observa tres rangos de significancia para el Factor B (Dosis), siendo la
Dosis 3 (alta) la mayor ubicandose en el rango A con una media de 0,71, la Dosis 2 (media)
obtuvo el rango B con una media de 0,75 y la Dosis 1 (baja) la menor ubicandose en el rango

C con una media de 0,82.

Tabla 17. Prueba de Tukey al 5% para el Factor C (Forma de aplicacion)
FACTORC Medias n E.E. Rangos
PRE 0,72 18 0,01 A
CUR 0,8 18 0,01 B
Fuente: (Tituafia; 2021)

En la Tabla 17, se observa que existen dos rangos de significancia para el Factor C (Forma de
aplicacion), siendo la forma de aplicacion Preventiva la menor ubicandose en el rango A con
una media de 0,72 y la forma de aplicacion Curativa la mayor ubicandose en el rango B con

una media de 0,8.



Grafico 14. Prueba de Tukey al 5% para el Factor C (Forma de aplicacion)
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En el Grafico 14, se observa dos rangos de significancia para el Factor C (Forma de aplicacion),

siendo la forma de aplicacion Preventiva la mayor ubicandose en el rango A con una media de

0,72 y la forma de aplicacion Curativa la menor ubicandose en el rango B con una media de

0,8.

Tabla 18. Prueba de Tukey al 5% para los Tratamientos

TRATAMIENTOS Medias n E.E. Rangos

T3 0,54 3 001 A

T2 0,58 3 001 A B

T9 0,65 3 001 B C

T8 0,69 3 0,01 C D

Tl 0,69 3 001 C D

T7 0,75 3 0,01 D E

T6 0,79 3 0,01 E F

T5 0,82 3 0,01 E F G
T12 0,86 3 0,01 F G H
T4 0,89 3 0,01 G H
T11 0,92 3 0,01 H
T10 0,95 3 001

T13 11 3 001 J

Fuente: (Tituafia; 2021)
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En la Tabla 18, se observa que existen 10 rangos de significancia para los Tratamientos, siendo
el T3 (Beauveria nativa: Dosis 3: Preventiva) el menor ubicAndose en el rango A con una media
de 0,54, el T110 (Beauveria comercial: Dosis 1: Curativa) se ubica en el rango | con una media
de 0,95y el T13 (Testigo) el mayor ubicAndose en el rango J con una media de 1,1.

Gréfico 15. Medias de granos dafiados para los Tratamientos

.GS'GSIII“l‘l

T5 T12 T4 T11 T10 T13
Tratamientos

1,2

0

[e)

0

o

0

N

Medias para granos dafiados

0

™~

o
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En el Gréafico 15, se observa las medias para granos dafiados por el ataque de Pagiocerus
frontalis en los diferentes Tratamientos en estudio, en donde el T3 que corresponde a la
aplicacion de Beauveria nativa con dosis 3 (alta) y forma de aplicacion preventiva registré la
menor media de granos dafiados destacandose como el mejor, posteriormente se encuentra el
T2 que corresponde a la aplicacion de Beauveria nativa con dosis 2 (media) y forma de
aplicacién preventiva; en comparacion con el T13 que corresponde al Testigo que registré la

media de granos dafiados mas alta.

La variable de granos dafiados es una consecuencia del fuerte ataque de los insectos plagas que
se desarrollan en los granos almacenados siendo el principal Pagiocerus frontalis, provocando
una disminucion en la calidad del grano. (Luna, 1999). Los resultados descritos en el Gréfico
15 evidencian como al aplicar un control bioldgico a través del uso del hongo entomopatdgeno
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Beauveria bassiana, disminuye considerablemente el ataque de Pagiocerus frontalis,
preservando asi la integridad de los granos de maiz. Segun (Alvarez, 2020) menciona, que al
probar diferentes métodos de control para P. frontalis el que mejor resultado presentd es el
meétodo de control bioldgico utilizando Beauveria bassiana, debido a que obtuvo una menor

cantidad o nimero de granos dafios por parte del tratamiento bioldgico.

Gréfico 16. Porcentaje de granos dafiados en cuatro semanas
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En el grafico 16, se observa el porcentaje de granos dafiados de maiz distribuido en las 4
semanas que duro la parte experimental. En donde el (T3) que corresponde a la aplicacion de
Beauveria nativa con dosis 3 (alta) y forma de aplicacion preventiva registrd los porcentajes
semanales mas bajos, siendo estos el 14% en la primera semana, 10% en la segunda semana,
1% en la tercera y cuarta semana; en comparacion con el (T13) que corresponde al testigo que
registro los porcentajes mas altos de granos dafiados, siendo estos el 26% en la primera semana,
29% en la segunda semana, 12% en la tercera y cuarta semana.
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Grafico 17. Porcentaje total de granos dafiados
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En el Grafico 17 se observa, los porcentajes totales de granos dafiados para cada tratamiento.
En donde el (T3) que corresponde a la aplicacion de Beauveria nativa con dosis 3 (alta) y forma
de aplicacion preventiva registré un 26% de granos dafiados siendo este el mejor tratamiento;
le sigue el (T2) que corresponde a la aplicacion de Beauveria nativa con dosis 2 (media) y forma
de aplicacion preventiva con un 30% de granos dafados; otro tratamiento que registrd
porcentajes bajos de granos dafiados es el (T9) que corresponde a Beauveria nativa con dosis 3
(alta) y forma de aplicacion curativa que registré un 36% de granos dafiados; con respecto al
resto de tratamientos registraron porcentajes entre el 40% al 66% para esta variable y finalmente

se tiene el (T13) que corresponde al testigo que registré un 80% de granos dafiados.

La reduccion significativa en la viabilidad del grano es un problema comun efecto de la
infestacion de Pagiocerus frontalis. El resultado obtenido para el mejor tratamiento que
corresponde al T3 (Beauveria nativa* D3* Preventiva) que registré un 26% de granos dafiados
es similar a los resultados obtenidos por (Padin et al., 2002 & Popoola et al., 2015) quienes
mencionan, haber obtenido un 22,30% y 24,5% respectivamente para la variable de granos

danados de maiz.

Al comprar los resultados de los tratamientos en los que se aplicé Beauveria y los resultados
del testigo (T13), se observa que aquellos tratamientos en los que se aplicd Beauveria bassiana
presentaron menores porcentajes de granos dafiados de maiz en comparacion del tratamiento al

que no se aplicé nada. (Alvarez, 2020) indican que, al no aplicar ninglin tipo de control a
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Pagiocerus frontalis este prolifera llegando a causar un dafio superior a los 75% en los granos

de maiz.

Padin etal., (2002) indica que, cuando los granos de maiz son tratados con productos bioldgicos
como Beauveria bassiana, los dafios por gorgojos disminuyen hasta en un 20%.

11.3.Analisis de pérdida de peso en granos de maiz

La pérdida de peso en granos de maiz, se analiz6 por medio de un ADEVA, en el cual se
presenta los valores de significancia para cada factor y sus respectivas interacciones.

Tabla 19. ADEVA para la pérdida de peso en granos de maiz con los tres factores en estudio,

sus interacciones y el testigo.

F.V. SC gl CM F p-valor
TRATAMIENTOS 1,15 12 0,1 1387,52 <0,0001 **
BLOQUES 500E-05 2 2,50E-05 0,36 0,6999 NS
FACTOR A (Beauveria) 0,56 1 0,56 811594 <0,0001 **
FACTOR B (Dosis) 0,13 2 0,06 869,57 <0,0001 **
FACTOR C (Forma de aplicacién) 0,13 1 0,13  1884,06 <0,0001 **
FACTOR A*FACTOR B 4,40E-03 2 2,20E-03 31,88 <0,0001 **
FACTOR A*FACTOR C 0,01 1 0,01 144,93 <0,0001 **
FACTOR B*FACTOR C 2,20E-04 2 1,10E-04 159 0,1924 NS
FACTOR A*FACTOR B*FACTOR C 0,01 2 3,00E-03 49,35 <0,0001 =**
Testigo vs Tratamientos 0,32 1 0,32  4590,64 <0,0001 **
Error 1,70E-03 24 6,90E-05
Total 1,15 38
C.V. 0,96

Fuente: (Tituafia; 2021)

En la Tabla 19, se observa la diferencia significativa para cada factor. En dénde, el Factor A
(Beauveria bassiana), el Factor B (Dosis) y el Factor C (Forma de aplicacidn) presentan valores
altamente significativos, con respecto a las interacciones entre factores Gnicamente no presento
significancia la interaccién del Factor B*Factor C (Dosis* Forma de aplicacion). Ademas, los
tratamientos y el Testigo vs Tratamientos si presentan valores altamente significativos. El
analisis de variancia presentd un coeficiente de variacién de 0,96% reflejando el buen manejo

de la parte experimental y ademas un registro de datos homogéneos
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Grafico 18. Interaccion de factores para la variable de pérdida de peso
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Fuente: (Tituafia; 2021)

En el Grafico 18, se observa que los factores actian de manera independiente en cada
tratamiento; cada factor tiene una tendencia constante como lo muestra el grafico es decir que
para cada forma de aplicacion empieza a subir es asi que la interaccién de Beauveria nativa
aplicada de manera preventiva en dosis 3 (alta) tuvo un menor efecto en la pérdida de peso de
los granos de maiz, lo contrario ocurre con Beauveria comercial aplicada de manera curativa

en dosis 1 (baja) que presenta la mayor pérdida de peso en granos de maiz.

Los grupos o rangos de significancia se los determind con la Prueba de Tukey al 5%, para

determinar cuantos rangos existen en los valores que se obtuvo significancia en el ADEVA.

Tabla 20. Prueba de Tukey al 5% para el Factor A (Beauveria bassiana)

FACTOR A Medias N E.E. Rangos
Beauveria nativa 0,71 18 1,80E-03 A
Beauveria comercial 0,96 18 1,80E-03 B

Fuente: (Tituafia; 2021)
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En la Tabla 20, se observa que existen dos rangos de significancia para el Factor A (Beauveria
bassiana) siendo Beauveria nativa la menor ubicandose en el rango A con una media de 0,71y

Beauveria comercial la mayor ubicdndose en el rango B con una media de 0,96.

Gréfico 19. Prueba de Tukey al 5% para el Factor A (Beauveria)
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En el Grafico 19, se observa dos rangos de significancia para el Factor A (Beauveria bassiana),
siendo Beauveria nativa la mayor ubicandose en el rango A con una media de 0,71 y Beauveria

comercial la menor ubicandose en el rango B con una media de 0,96.

Tabla 21. Prueba de Tukey al 5% para el Factor B (Dosis)

FACTORB Medias n E.E. Rangos

D3 0,77 12 2,20E-03 A

D2 0,82 12 2,20E-03 B

D1 0,92 12 2,20E-03 C

Fuente: (Tituafia; 2021)

En la Tabla 21, se observa que existen tres rangos de significancia para el Factor B (Dosis),
siendo la Dosis 3 (alta) la menor ubicandose en el rango A con una media de 0,77 y la Dosis 1
(baja) la mayor ubicandose en el rango C con una media de 0,92.
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Grafico 20. Prueba de Tukey al 5% para el Factor B (Dosis)
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En el Gréfico 20, se observa tres rangos de significancia para el Factor B (Dosis), siendo la
Dosis 3 (alta) la mayor ubicandose en el rango A con una media de 0,77, la Dosis 2 (media)
obtuvo el rango B con una media de 0,82 y la Dosis 1 (baja) la menor ubicandose en el rango
C con una media de 0,92.

Tabla 22. Prueba de Tukey al 5% para el Factor C (Forma de aplicacion)

FACTORC Medias n E.E. Rangos
PRE 0,78 18 1,80E-03 A
CUR 0,9 18 1,80E-03 B

Fuente: (Tituafia; 2021)

En la Tabla 22, se observa que existen dos rangos de significancia para el Factor C (Forma de
aplicacion), siendo la forma de aplicacion Preventiva la menor ubicandose en el rango A con
una media de 0,78 y la forma de aplicacion Curativa la mayor ubicandose en el rango B con

una media de 0,9.
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Grafico 21. Prueba de Tukey al 5% para el Factor C (Forma de aplicacion)
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En el Grafico 21, se observa dos rangos de significancia para el Factor C (Forma de aplicacién),
siendo la forma de aplicacion Preventiva la mayor ubicandose en el rango A con una media de
0,78 y la forma de aplicacion Curativa la menor ubicandose en el rango B con una media de
0,9.

Tabla 23. Prueba de Tukey al 5% para la interaccion del Factor A*B

) Rangos
FACTOR A FACTOR B Medias 'n EE
Beauveria nativa D3 0,64 6 3,20E-03 A
Beauveria nativa D2 0,717 6 3,20E-03 B
Beauveria nativa D1 0,79 6 3,20E-03 C
Beauveria comercial D3 091 6 3,20E-03 D
Beauveria comercial D2 0,93 6 3,20E-03 E
Beauveria comercial D1 1,04 6 3,20E-03 F

Fuente: (Tituafia; 2021)

En la Tabla 23, se observa que existen 6 rangos de significancia para la interaccion entre el
Factor A*B (Beauveria* Dosis), siendo Beauveria nativa: Dosis 3 (alta) la menor ubicandose
en el rango A con una media de 0,64 y Beauveria comercial: Dosis 1 (baja) la mayor ubicAndose

en el rango D con una media de 1,04.
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Tabla 24. Prueba de Tukey al 5% para la interaccion del Factor A*C

FACTOR A FACTORC Medias n E.E. Rangos
Beauveria nativa PRE 0,67 9 260E-03 A

Beauveria nativa CUR 0,76 9 2,60E-03 B
Beauveria comercial PRE 0,89 9 2,60E-03 C
Beauveria comercial CUR 1,03 9 2,60E-03 D

Fuente: (Tituafia; 2021)

En la Tabla 24, se observa que existen 4 rangos de significancia para la interaccion entre el
Factor A*C (Beauveria* Forma de aplicacién), siendo Beauveria nativa: Preventiva la menor
ubicandose en el rango A con una media de 0,67 y Beauveria comercial: Curativa la mayor

ubicandose en el rango D con una media de 1,03.

Tabla 25. Prueba de Tukey al 5% para la interaccion del Factor A*B*C

Factor A Factor B Factor C Medias n E.E. Rangos
Beauveria nativa D3 PRE 0,58 3 4,50E-03 A

Beauveria nativa D2 PRE 0,66 3 4,50E-03 B

Beauveria nativa D3 CUR 0,69 3 4,50E-03 C

Beauveria nativa D1 PRE 0,76 3 4,50E-03 D

Beauveria nativa D2 CUR 0,77 3 4,50E-03 D

Beauveria nativa D1 CUR 0,83 3 4,50E-03

Beauveria comercial D3 PRE 0,85 3 4,50E-03

Beauveria comercial D2 PRE 0,87 3 4,50E-03 F
Beauveria comercial D1 PRE 0,95 3 4,50E-03 G
Beauveria comercial D3 CUR 0,97 3 4,50E-03 H
Beauveria comercial D2 CUR 0,99 3 4,50E-03 H
Beauveria comercial D1 CUR 1,14 3 4,50E-03 I

Fuente: (Tituafia; 2021)

En la Tabla 25, se observa que existen 9 rangos de significancia para la interaccion entre el
Factor A*B*C (Beauveria* Dosis* Forma de aplicacion), siendo la Beauveria nativa: Dosis 3
(alta): Preventiva la menor ubicdndose en el rango A con una media de 0,58 y Beauveria

comercial: Dosis 1 (baja): Curativa la mayor ubicandose en el rango | con una media de 1,14.
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Tabla 26. Prueba de Tukey al 5% para los Tratamientos

TRATAMIENTOS Medias n E.E. Rangos

T3 0,58 3 4,80E-03 A

T2 0,66 3 4,80E-03 B

T9 0,69 3 4,80E-03 C

Tl 0,76 3 4,80E-03 D

T8 0,77 3 4,80E-03 D

T7 0,83 3 4,80E-03

T6 0,85 3 4,80E-03

T5 0,87 3 4,80E-03 F

T4 0,95 3 4,80E-03 G

T12 0,97 3 4,80E-03 H
T11 0,99 3 4,80E-03 H
T10 1,14 3 4,80E-03 I
T13 1,18 3 4,80E-03 J

Fuente: (Tituafia; 2021)

En la Tabla 26, se observa que existen 10 rangos de significancia para los Tratamientos, siendo
el T3 (Beauveria nativa: Dosis 3: Preventiva) el menor ubicandose en el rango A con una media
de 0,58, el T2 (Beauveria nativa: Dosis 2: Preventiva) se ubica en el rango B con una media
de 0,66, el T9 (Beauveria nativa: Dosis 3: Curativa) se ubica en el rango C con una media de
0,69, el T110 (Beauveria comercial: Dosis 1:Curativa) se ubica en el rango | con una media de

1,14 y el T13 (Testigo) el mayor ubicandose en el rango J con una media de 1,18.
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Grafico 22. Medias de peérdida de peso para los Tratamientos
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En el Gréafico 22, se observa las medias para pérdida de peso dafiados en granos dafiados de
maiz en los diferentes Tratamientos en estudio, en donde el T3 que corresponde a la aplicacion
de Beauveria nativa con dosis 3 (alta) y forma de aplicacion preventiva registro la menor media
de granos dafiados destacAndose como el mejor, posteriormente se encuentra el T2 que
corresponde a la aplicacion de Beauveria nativa con dosis 2 (media) y forma de aplicacion
preventiva; en comparacion con el T13 que corresponde al Testigo que registré la media de

pérdida de peso de granos dafiados de maiz mas alta.

Esta variable se relaciona directamente con el nimero de gorgojos, esto se debe a que, a mayor
poblacién de insectos mayor sera la destruccion de grano y por ende mayor serd pérdida de peso
en los mismos. (Luna, 1999). Los resultados descritos en el Grafico 22 demuestran que al
aplicar Beauveria bassiana se controla a Pagiocerus frontalis debido a que los insectos
presentan un sintoma caracteristico que es la pérdida de apetito lo que conlleva a preservar la
integridad de los granos y a su vez, se evita la pérdida de peso en los mismos, concordando con
(Castillo, 2014) quien indica que, al aplicar Beauveria bassiana sobre granos almacenaos de
maiz los porcentajes de pérdida de peso son menores en comparacion de aquellos granos a los
que no se los colocd este entomopatégeno. Ademas, el mismo autor sefiala que al controlar a

P. frontalis con Beauveria bassiana, los porcentajes de pérdida de peso son bajos.



64

Grafico 23. Porcentaje total de pérdida de peso en granos de maiz
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En el grafico 23, se observa el porcentaje de pérdida de peso de granos de maiz en la cuarta
semana, dato Unico que se obtuvo al finalizar la parte experimental. Los resultados indican que
el (T3) que corresponde a la aplicacion de Beauveria nativa con dosis 3 (alta) y forma de
aplicacidn preventiva registro el 29,9 % de pérdida de peso siendo el mejor tratamiento; le sigue
el tratamiento (T2) que corresponde a la aplicacion de Beauveria nativa con dosis 2 (media) y
forma de aplicacion preventiva con un 37,6%; ; otro tratamiento que registro porcentajes bajos
de granos dafiados es el (T9) que corresponde a Beauveria nativa con dosis 3 (alta) y forma de
aplicaciéon curativa que registré un 36% de pérdida de peso; con respecto al resto de
tratamientos registraron porcentajes entre el 41% al 82% para esta variable y finalmente se tiene
el (T13) que corresponde al testigo que registré el porcentaje mas alto en pérdida de peso

llegando alcanzar un 85,2% al finalizar la parte experimental.

El resultado obtenido para el mejor tratamiento que corresponde al T3 (Beauveria nativa* D3*
Preventiva) que obtuvo el 29,9% de pérdida de peso es similar a los resultados obtenidos por
(Padin et al., 2002) quienes mencionan tener un porcentaje de pérdida del 25,4% para la variable
de pérdida de peso.

En el tratamiento T13 al que no se le aplic6 Beuaveria bassiana, se observa que el porcentaje

de pérdida de peso en granos de maiz es el mas alto llegando alcanzar un 85,2%, este resultado
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es similar a los (Asante et al., 2015 & Padin et al., 2002) quienes reportan un porcentaje de

pérdida de peso del 79,5% y 81,5% respectivamente.

12. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES, ECONOMICOS)
Los impactos generados en los ambitos técnicos, sociales, ambientales y econémicos son los

siguientes:
12.1.Impactos Técnicos

La utilizacion de microorganismos que son en beneficio de la agricultura es considerada
como una biotecnologia, de esta manera al utilizar al hongo entomopatégeno Beauveria
bassiana para el control del gorgojo barrenador del grano (Pagiocerus frontalis), se genera
una alternativa de control con respecto a la utilizacion de insecticidas quimicos; con esta
investigacion y con sus resultados positivos se estd en la capacidad de poner en uso esta
alternativa con el propdsito que beneficie a los productores de maiz.

12.2.Impactos Sociales

Los resultados obtenidos se encontrardn a disposicion de toda persona que lo solicite o
necesite, ademas en la metodologia que abarca gran parte de la investigacion se detalla de
manera comprensiva la obtencion de Beauveria bassiana a partir de los métodos de captura,
aislamiento y propagacion, esto con el propdsito de que estudiantes y productores se

interesen por el uso de este hongo entomopatogeno.
12.3.Impactos Ambientales

La investigacion promueve el uso de un control biol6gico a partir de la utilizacion del hongo
entomopatdgeno Beauveria bassiana, de esta manera se da al agricultor una alternativa de
control de insectos plagas en almacenamiento mas sana para el ambiente evitando dejar

residuos que sean tdxicos para el ser humano.
12.4.Impactos Econdémicos

Al utilizar este hongo entomopatdgeno, se esta salvaguardando la integridad de los granos
almacenados de maiz, lo que beneficiaria directamente al productor debido a que, se
generarian menores pérdidas econdmicas al presentarse Pagiocerus frontalis. Ademas, se
abaratarian los costos de produccion con respecto a la compra de los insecticidas
gasificantes.



13. PRESUPUESTO

Tabla 27. Presupuesto general
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Método Captura: Salida de campo

Rubro general Detalle Cantidad | Costo unitario| Costo total
Pasaje Aloag - Santo
Transporte Domingo 2 $ 3,50 $ 7,00
Tarrinas plasticas | De 1/4 2 $ 0,20 $ 0,40
Papel absorbente | Rollo 1 $ 1,40 $ 1,40
SUBTOTAL $ 8,80
Método Aislamiento

Rubro general Detalle Cantidad | Costo unitario| Costo total
Agar PDA Envase de 5009 1 $ 73,36 $ 73,36
Parafilm Rollo 1 $ 59,00 $ 59,00
Plastico film Rollo 30m 1 $ 1,00 $ 1,00
Cajas Petri Plasticas 4 $ 0,30 $ 1,20
Estuche de
diseccion De 12 piezas ! 3 15,00 $ 1500
Papel aluminio Rollo 7m 1 $ 2,00 $ 2,00
Marcador Tinta indeleble 1 $ 1,30 $ 1,30
Caja de porta
objetos De 100 unidades 1 $ 2,70 $ 2,70
Caja de cubre
objetos De 100 unidades 1 $ 1,30 $ 1,30
SUBTOTAL $ 156,86

Método Re-aislamiento
Rubro general Detalle Cantidad | Costo unitario| Costo total
Agar -Agar Envase de 5009 1 $ 24,00 $ 24,00
Cajas Petri Plasticas 20 $ 0,30 $ 6,00
Asa
microbioldgica Metal ! $ 3,20 $ 3,20
Mechero de
alcohol Vidrio ! $ 4,20 $ 4,20
Alcohol Litro 1 $ 2,50 $ 2,50
Bisturi Caja de 100 unidades 1 $ 10,00 $ 10,00
Analisis del Identificacién 3$
laboratorio taxondmica 1 105,60 $ 10560
SUBTOTAL $ 155,50
Método de Reproduccién
Rubro general Detalle Cantidad | Costo unitario| Costo total
Gentamax 280

Antibidtico (ampolleta) 3 $ 1,00 $ 3,00
Cajas Petri Plasticas 30 $ 0,30 $ 9,00
Plastico film Rollo 30m 1 $ 1,00 $ 1,00
SUBTOTAL $ 13,00
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Elaboracion de solucion madre y conteo de conidios

Rubro general Detalle Cantidad | Costo unitario| Costo total
Probeta De vidrio de 100 ml 1/$ 10,00 | $ 10,00
SUBTOTAL $ 10,00
Colecta y mantenimiento del insecto plaga
Rubro general Detalle Cantidad | Costo unitario| Costo total
Granos de maiz Libra 5 $ 1,00 $ 5,00
Recipiente de
plastico De 6 litros ! 3 2,00 $ 2,00
Tul Metros 1 $ 2,00 $ 2,00
Paquetes de 50
Ligias unidades ! $ 0.50 $ 0,50
SUBTOTAL $ 9,50
Implementacion
Rubro general Detalle Cantidad | Costo unitario| Costo total
Granos de maiz Libra 5 $ 1,00 $ 5,00
Vasos Paquetes de 25 Vasos
transparentes de 14 onzas 2 $ 1,00 3 2,00
Tul Metros 3 $ 2,00 $ 6,00
Paquetes de 50
Ligias unidades 1 $ 0.50 $ 0,50
Rociadores De 75 ml 2 $ 0,75 $ 1,50
Beauveria
Comercial Presentacion 100g 1 $ 22,50 $ 250
Jeringuilla De insulina de 10cc 24 $ 1,00 $ 24,00
SUBTOTAL $ 61,50
TOTAL $ 415,16

Fuente: (Tituafia; 2021)
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CAPITULO V

14. CONCLUSIONES

Se obtuvo una cepa de Beauveria bassiana a partir de protocolos utilizados para la
colecta, aislamiento y multiplicacion de este hongo entomopat6geno.

Se determind que Beauveria bassiana es un antagonista del gorgojo barrenador del
grano (Pagiocerus frontalis), obteniendo un 100% de mortalidad en el Tratamiento 3
que corresponde a la aplicacién de Beauveria nativa en la dosis 3 (D3 alta) a 3cc siendo
el mejor tratamiento en el control de Pagiocerus frontalis.

Se determind el menor porcentaje de granos dafios y pérdida de peso en granos de maiz
atacados por Pagiocerus frontalis, obteniendo el 29,9 % en el Tratamiento 3 que
corresponde a la aplicacion de Beauveria nativa en la dosis 3 (alta) y forma de
aplicacién preventiva.

15. RECOMENDACIONES

Obtener muestras de insectos infectados por el hongo entomopatégeno Beauveria

bassiana provenientes de sectores en la region Sierra.

Multiplicar al hongo entomopatégeno Beauveria bassiana en bolsas plasticas con
diferentes sustratos, con el propdsito de obtener una produccion masiva de este

entomopatdgeno.

Realizar técnicas de conservacidn para preservar por mayor tiempo las muestras de
Beauveria bassiana y que estas se encuentren disponibles y activas para futuras

investigaciones.



69

16. BIBLIOGRAFIA
Abadia, B., & Bartosik, R. (2013). Manual de buenas practicas en poscosecha de granos.
Buenos Aires, Argentina: INTA.

Alvarez, J. (2020). METODOS DE CONTROL PARA GORGOJO DE MAIZ (Pagiocerus
frontalis) EN ALMACEN.
https://repositorio.uncp.edu.pe/bitstream/handle/20.500.12894/6256/T010_47387151 t.p
df?sequence=1&isAllowed=y

Antia, O., Posada, F., Bustillos, A., & Gonzélez, M. (1992). Produccion en finca del hongo
Beauveria bassiana para el control de la broca del café. Cenicafe, 182(1), 1-12.
https://www.researchgate.net/publication/233957052

Asante, S., Nboyne, J., Nutsuganh, S., Abudulai, M., Ansaah, F. L. B., & Clottey, V. (2015).
Biological control of the larger grain borer, Prostephanus truncatus (Horn) in stored maize
using the fungal pathogen, Beauveria bassiana and the predator Teretrius nigrescens
Lewis. Journal of Stored Products an  Postharvest, 6(4), 30-37.
https://doi.org/10.5897/JSPPR2015

Bourne, L., Wong, F., Borboa, J., & Cinco, F. (2014). Dafios causados por el barrenador mayor
de los granos Prostephanus truncatus (Horn) (Coleoptera: Bostrichidae) en maiz y ramas
de plantas silvestres. Revista Chapingo, Serie Ciencias Forestales y Del Ambiente, 20(1),
63—75. https://doi.org/10.5154/r.rchscfa.2013.03.008

Cafiedo, V., & Ames, T. (2004). MANUAL DE LABORATORIO PARA EL MANEJO DE
HONGOS ENTOMOPATOGENOS. Lima, Perd: CIP.

Castillo, A., Goémez, J., Infante, F., & Vega, F. (2009). Susceptibilidad del Parasitoide
Phymastichus coffea LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae) a Beauveria bassiana en
Condiciones de Laboratorio.  Neotropical Entomology, 38(5), 665-670.
https://doi.org/https://doi.org/10.1590/S1519-566X2009000500017

Castillo, C., Cafizalez, L., Valera, R., Godoy, J., Guedez, C., Olivar, R., & Morillo, S. (2012).
CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE BEAUVERIA BASSIANA, AISLADA

DE DIFERENTES INSECTOS EN TRUJILLO-VENEZUELA. ACADEMIA, 11(23), 1-
7.



70

Castillo, H. (2014). Evaluacion de cal viva y Beauveria bassiana para el manejo del gorgojo del
maiz  (Sitophilus  zeamais Motschulsky) en condiciones de laboratorio.
https://repositorioinstitucional.buap.mx/bitstream/handle/20.500.12371/5346/174214TL..
pdf?sequence=1&isAllowed=y

Castro, R., & Mejia, K. (2011). PREFERENCIA ALIMENTARIA DE Pagiocerus frontalis EN
VARIEDADES DE MAIZ EN EL DISTRITO DE COYA - PROVIINCIA DE CALCA.
https://www.avocadosource.com/international/peru_papers/CastroRosa2011.pdf

Cevallos, S. (07 de Febrero del 2020). “EVALUACION DEL EFECTO DE OZONO(03) EN
EL CONTROL DE GORGOJO Pagiocerus frontalis (F.), EN GRANOS
ALMACENADOS DE MAIZ SUAVE (Zea mays L.) EN LA PROVINCIA COTOPAXI,
CAMPUS EXPERIMENTAL SALACHE, PROYECTO GRANOS ANDINOS 2020.”
http://repositorio.utc.edu.ec/bitstream/27000/6627/1/PC-000821.pdf

Choquetarqui, D., Almanza, L., & Loza, M. (2011). Seleccién de tres cepas criollas de
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemincomo alternativa para el control bioldgico de la
broca de café, Hypothenemus hampei (Ferrari 1867) (Coleoptera: Scolytidae) a diferentes

temperaturas. Journal of the Selva Andina Reseach Society, 1(1), 17-25.

Deras, H. (2012). Guia técnica El cultivo del maiz.
http://repiica.iica.int/docs/b3469e/b3469e.pdf

Fernandez, C., & Paico, S. (2018). Concentracion minima efectiva del entomopatégeno
Beauveria bassiana expuesta a radiacion UV-C.
https://repositorio.unprg.edu.pe/bitstream/handle/20.500.12893/3939/BC-TES-TMP-
2781.pdf?sequence=1&isAllowed=y

Gallegos, G., Cepeda, M., & Olayo, R. (2004). Entomopatdgenos. México: Trillas.

Gallegos, P., & Véasquez, V. (Septiembre de 1994). Combate del gorgojo del maiz suave en
almacenamiento  casero  mediante el empleo de cal o ceniza
https://repositorio.iniap.gob.ec/bitstream/41000/2569/1/iniapscpl144.pdf

Garcia, D. (2009, April). EVALUACION DE INSECTICIDAS DE CUATRO GRUPOS
TOXICOLOGICOS PARA EL CONTROL DE Sitophilus zeamais MOTSCHULSKY.
http://repositorio.uaaan.mx:8080/xmlui/bitstream/handle/123456789/4297/T17073%20G



71

ARCIA%20PEREZ%2c¢%20DAVID%20EDUARDO%20%20%20TESIS.pdf?sequence
=1&isAllowed=y

Gomez, D., & Aguilera, P. (1982). Biologia de Pagiocerus frontalis (Fab.) (Coleoptera:
scolytidae) en el extremo norte de Chile [Zea mays]. IDESIA, 6(2), 79-92.

Google Earth. (2021). Mapa de la Universidad Técnica de Cotopaxi Campus Salache.
https://earth.google.com/web/search/Universidad+T%c3%a9cnica+de+Cotopaxi,+Camp
us+Salache/@-0.9994491 -
78.6191374,2704.12372296a,1056.36232403d,35y,0h,45t,0r/data=CpsBGnESawolMHg
5MWQON]jIINjNhMzVhY Tk50jB4Y TNhMDUS5YWRhZTkwZmE2MxIDiNCtfPvvvyH
ALnnyn6dTwCowVW5pdmVyc2lkYWQgVMOpY25pY 2EgZGUgQ290b3Bhe GKSIEN
hbXB1cyBTYWxhY 2hIGAIgASIMCiQJfEPFOcxm3r8Re4QzLkW74L8ZVPLpx1miuU8
AhH16092a0U8A0Ag

Grande, C., & Orozco, B. (2013). Produccion y procesamiento del maiz en Colombia. Revista
Cientifica Guillermo de Ockham, 11(1), 97-110.

Guacho, E. (2014). "CARACTERIZACION AGRO-MORFOLOGICA DEL MAIZ (Zea mays
L) DE LA LOCALIDAD SAN JOSE DE CHAZO.”.
https://core.ac.uk/download/pdf/234574936.pdf

Harris, K., & Lindblad, C. (1978). Ostharvestgrain loss assessment methods: A manual of
methods for the evaluation of postharvest losses. USA: American Association of Cereals
Chemists.

Herndndez, J., & Puentes, L. (2012). Manejo Postcosecha de Granos a nivel del Pequefio
Agricultor.

http://bibliotecadigital.agronet.gov.co/bitstream/11348/6757/1/2006112716298 Manejo
%20poscosecha%20de%20granos. pdf

Jara, J. (2009). EVALUACION DE CEPAS NATIVAS DE Beauveria bassiana (Bals) Vuill
EN EL CONTROL BIOLOGICO DE GORGOJO NEGRO (Cosmopolites sordidus
Germar) EN CONDICIONES DE LABORATORIO.
https://repositorio.uncp.edu.pe/bitstream/handle/20.500.12894/974/MANDUJANO%20
ADRIANZ%c3%89N%2c%20EMILY .pdf?sequence=1&isAllowed=y



72

Kato, T., Mapes, C., Obando, L., Serratos, J.,, & Bye, R. (2009). ORIGEN Y
DIVERSIFICACION DEL MAIZ UNA REVISION ANALITICA. Fitotecnia Mexicana,
32(4), 116-117.

Lara, S., Espinosa, C., & Bergvinson, D. (2007). Manual de Plagas en granos almacenados y

tecnologias alternas para su manejo y control. México: CIMMYT.

Loor, L. (Agosto del 2009). Evaluacién del estandar de calidad en el manejo postcosecha del
maiz (Zea mays) en el sitio Las Piedras de la parroquia Boyaca del cantén Chone en el
2019. https://repositorio.uleam.edu.ec/bitstream/123456789/2304/1/ULEAM-AGRO-
0058.pdf

Lopez, R., & Gil, V. (2011). Generalidades del Cultivo del Maiz. Villa Clara, Cuba.: Feijéo.

Luna, F. (1999). Evaluacion de productos orgénicos en el control de plagas en los granos de
maiz. https://cenida.una.edu.ni/Tesis/tnj111961.pdf

Mandujano, E. (2015). Control bioldgico de Pagiocerus frontalis Fabr. (Gorgojo granero) con
los hongos entomopatégenos: Beauveria brongniartii, B. bassiana y Metarhizium
anisopliae.
https://repositorio.uncp.edu.pe/bitstream/handle/20.500.12894/974/MANDUJANO%20
ADRIANZ%c3%89N%2c%20EMILY .pdf?sequence=1&isAllowed=y

Marvaldi, A., & Lanteri, A. (2005). Key to higher taxa os South American weevils based on
adult characters (Coleptera, Curculionoidea). Revista Chilena de Historia Natural, 78(1),
65-87. https://doi.org/http://dx.doi.org/10.4067/S0716-078X2005000100006

Mera, A., & Montafio, C. (2015). Evaluacion de Arreglos Espaciales y Densidades
Poblacionales en Hibridos de Maiz Comercial en Zonas de Bosque Tropical Seco durante
la Epoca Lluviosa. https://www.dspace.espol.edu.ec/retrieve/d9abc621-ad8f-4f47-9f0e-
2299cc9e6d9d/D-88081.pdf

Molina, J., & Espinal, J. (2000). Evaluacion de Beauveria bassiana para el combate de insectos
plagas en maiz almacenado. Agronomia Mesoamericana, 11(2), 15-23.

Morales, M. (2019). Evaluacion de la actividad insecticida de aceites esenciales de menta
(Mentha pulegium) y eucalipto (Eucalyptus melliodora) para el control del gorgojo de
maiz (Sitophilus zeamais).



73

https://repositorio.uteq.edu.ec/bitstream/43000/3847/1/T-UTEQ-0195.pdf

Morocho, J. (20 de Mayo del 2016). PLAN DE OPERACION Y MANEJO DEL CENTRO DE
RECEPCION, SECADO Y LIMPIEZA DE MAIZ PARA LA ASOCIACION DE
PRODUCTORES AGROPECUARIOS JUNTOS POR UN FUTURO MEJOR DEL
CANTON PINDAL, DE LA PROCINCIA DE LOJA.
https://dspace.unl.edu.ec/jspui/bitstream/123456789/12990/1/JESENIA%20ALEXAND
RA%20MOROCHO%20HERRERA. pdf

Nath, N., Bhattacharya, 1., Tuck, A., Schlipalius, D., & Ebert, P. (2011). Mechanisms of
phosphine toxicity. Journal of Toxicology, 2011, 1-10.
https://doi.org/10.1155/2011/494168

Noboa, G., & Quelal, A. (Mayo del 2015). DISENO E IMPLEMENTACION DE UN
PROTOCOLO PARA MEJORAR LA PRODUCCION Y CONSERVACION DE
Beauveria bassianaY Trichoderma harzianumCOMO APORTE A LOS PRODUCTORES
DE CAFE ORGANICO DE LAASOCIACION “RiO INTAG”, CANTON COTACACHL
https://dspace.ups.edu.ec/bitstream/123456789/9400/1/UPS-QT07115.pdf

Padin, S., Dal Bello, G., & Fabrizio, M. (2002). Grain loss caused by Tribolium castaneum,
Sitophilus oryzae and Acanthoscelides obtectus in stored durum wheat and beans treated
with Beauveria bassiana. Journal of Stored Products Research, 38(1), 69-74.
https://doi.org/10.1016/S0022-474X(00)00046-1

Paliwal, R. (2001). El Maiz en los Trépicos: Mejoramiento y produccion. Retrieved January
15, 2022, from FAO website: https://www.fao.org/3/X7650S/x7650s04.htm#P0_0

Popoola, A., Osipitan, A., Afolabi, C., & Oke, O. (2015). Biological control of larger grain
borer, Prostephanus truncatus (Horn) (Coleoptera: Bostrichidae) with entomopathogenic
fungi-Beauveria bassiana (Balsamo) vaillemin (Hypocreales: Cordycipitaceae).
International Journal of Entomology and Nematology, 2(1), 2-8. Retrieved from

www.premierpublishers.org.

Pucheta, M., Flores, A., Rodriguez, S., & de la Torre, M. (2006). Mecanismo de accion de
hongos entomopatdgenos. Interciencia, 31(12), 856-860.

Ramirez, R. (10 de Febrero del 2009). Historia Del Maiz.
https://es.scribd.com/doc/11996681/Historia-Del-Maiz



74

Suarez, H. (2009). PATOGENICIDAD DE Beauveria bassiana (DEUTEROMYCOTINA:
HYPHOMYCETES) SOBRE Sitophilus zeamais MOTSCHULSKY (COLEOPTERA:
CURCULIONIDAE) PLAGA DE MAIZ ALMACENADO. Intropica, 4(2), 47-53.

Suquilanda, M. (2012). Produccién organica de cultivos andinos (Manual Técnico).

https://www.fao.org/family-farming/detail/es/c/384373/
Tanada, Y., & Kaya, H. (1993). Insect Patology. New York, Estados Unidos: Academic Press.

Toledo, B. (2017, September 15). Evaluacion agronémica de dos hibridos de maiz (Zea mays
L.) en condiciones de siembras comerciales, en la granja experimental “Limoncito”, en

época lluviosa.

http://repositorio.ucsg.edu.ec/bitstream/3317/9114/1/T-UCSG-PRE-TEC-AGRONO-
20.pdf

Valarezo, P. (2017). Evaluacion de tres Hibridos de maiz (Zea mays L.) con tres distancias de
siembra.
http://repositorio.ug.edu.ec/bitstream/redug/21554/1/Valarezo%20T orres%20Patricia%?2
0Ver%c3%b3nica.pdf

Wendt, E., & Schulz, F. (1990). STUDIES ON THE BIOLOGY AND ECOLOGY OF
PAGIOCERUS FRONTALIS (FABRICIUS) (COLEOPTERA: SCOLYTIDAE)
INFESTING STORED MAIZE IN ECUADOR.
https://www.semanticscholar.org/paper/STUDIES-ON-THE-BIOLOGY-AND-
ECOLOGY-OF-PAGIOCERUS-(-EIDT-
WENDT/c9b4fd3d36f8b22bbb82fdaedd6a06327e6d6a10

Willie, E. (2008). Entomologia Agricola del Perd. Lima, Per: Sanidad Vegetal.

Yanez, C., Zambrano, J., Caicedo, M., & Heredia, J. (2013). EIl cultivo de maiz de altura.
http://repositorio.iniap.gob.ec/handle/41000/2435



17. ANEXOS

Anexo 1. Hoja de vida de la docente tutora

Diana Elizabeth Toapanta Gallegos

LUGAR Y FECHA DE NACIMIENTO: 6 de julio de 1979, Quito - Ecuador

LUGAR DE RESIDENCIA: Av. Rio Coca y Av. Seis de Diciembre,
Condominios San Isidro, Quito - Ecuador
TELEFONO: 0984730356 - 062651205
E-MAIL: diana_toapanta@hotmail.com
FORMACION ACADEMICA
TITULO OBTENIDO: Magister en Cienclas Agrondmicas mencién Produccién y Proteccion Vegetal,

Universidad de Concepcién, junio 2015, Chillan - Chile.

TITULO OBTENIDO: Especializacion en Agrobiotecnologia, Universidad Central del Ecuador,
diciembre 2012, Quito - Ecuador.

TITULO OBTENIDO: Ingeniera Agropecuaria, Escuela de Ciencias Agricolas y Ambientales,
Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador Sede Ibarra, julio 19, 2007,
Ibarra - Ecuador.

PERFIL PROFESIONAL

Profesional en el drea de la proteccion vegetal y control bioldgico con participacién en proyectos de investigacion
para la conservacién de especies vegetales y forestales, responsable de liderar actividades de monitoreo e
investigacion de campo.

LINEAS DE INVESTIGACION:

= |dentificacién y manejo de enfermedades.
= Diagndstico y manejo de plagas.
= Control bioldgico de plagas y enfermedades en frutales.

= |dentificacién, conservacion, manejo y cultivo de microorganismos con potencial biocontrolador.

75



EXPERIENCIA PROFESIONAL

Universidad Yachay Tech
Encargada del drea de vinculacién con la sociedad a cargo de la planificacién, ejecucién y difusién de actividades
referentes a la participacidn efectiva de la institucidn en la sociedad, de noviembre 2019 a diciembre 2020.

UC Davis Chile Life Sciences Innovation Center

Asistente de investigacion para proyectos de | + D, a cargo de la planificacion y desarrollo de actividades de
laboratorio, actividades de campo, reuniones de coordinacidn con grupos de investigacion, de marzo 2017 a
diciembre 2018.

Fundacién Charles Darwin

Asistente de Investigacién para la restauracion ecolégica de especies vegetales endémicas de Galapagos, a cargo
de liderar actividades de monitoreo en campo, difusién y recaudacion de fondos para el proyecto Galapagos
Verde 2050, de julio a septiembre 2015.

Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad y el Agro
Laboratorista a cargo del analisis e identificacion de microorganismos fitopatégenos, (virus, hongos, bacterias)
de material vegetal, agua y suelo, de julio a diciembre 2011.

Ministerio de Ambiente y Agua
Proyecto “Revisidn de las concesiones de agua de riego Demarcacién Hidrografica Cuenca del Rio Mira”, de julio
a septiembre del 2010.

EXPERIENCIA DOCENTE

Universidad Central del Ecuador
Docente de Nivelacidn de las carreras de Medicina Veterinaria y Agronomia, de abril a julio 2019.

ESTANCIAS DE INVESTIGACION

Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias - Chile
Banco de la Coleccién de Recursos Microbianos Genéticos Microbianos de Chile, actividades de tesis de
posgrado y conservacién de accesiones, de marzo 2013 a junio 2015.

Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias - Ecuador
Departamento Nacional de Biotecnologia, actividades de tesis de posgrado en el drea de biologia molecular e
identificacidn de patdgenos de plantas, de abril 2009 a abril de 2010.

76



7

PUBLICACIONES

Diagndstico molecular de Phytophthora cinnamomi asociado a la pudricién radicular en zonas productoras de
aguacate en Ecuador, Toapanta-Gallegos DE, Morillo-Velastegui LE, Viera-Arroyo WF. 2017. Corpoica Cienc Tecnol
Agropecuaria. 18(2):285-294. doi: https://doi.org/10.21930/rcta.vol18_num2_art:628

Biocontrol Potential of Grapevine Endophytic and Rhizospheric Fungi Against Trunk Pathogens, Silva-Valderrama |,
Toapanta D, Miccono MA, Lolas M, Diaz GA, Cantu D and Castro A (2021 Front. Microbiol. 11:614620. doi:
10.3389/fmich.2020.614620

CURSOS REALIZADOS

CEBIO ECUADOR
Bioingenierfa, escalado de bioprocesos con enfoque en parametros para manejo operacional de biorreactores,
modalidad virtual, de 27 febrero a 13 de marzo del 2021.

INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS
Primer Simposio Internacional de Manejo Integrado de Plagas en Solandceas, 7 y 8 de octubre de 2015, Quito -
Ecuador

UNIVERSIDAD DE CONCEPCION
Plant viruses and virus diseases, del 10 al 18 de marzo del 2014, Chillan - Chile

UNIVERSIDAD DE TALCA
XXIIl Congreso de Fitopatologia 2014, del 3 al 5 de diciembre del 2014, Talca - Chile.

REFERENCIAS PERSONALES

Alvaro Castro Ph.D.

Research Coordinator UC Davis Chile Life Sciences Innovation Center
Correo: alvcastro@ucdavischile.edu

Direccidn: Andrés Bello 2299, Of. 1102, Providencia, Santiago de Chile

Lenin Jdcome Ph.D.

Coordinador de Servicios Escolares Universidad Yachay Tech
Correo: Isjacome@yachaytech.edu.ec

Teléfono: 0987310866

Ing. Ana Garrido Msc.
Directora de Diagndstico Vegetal en Agrocalidad
Correo: anagarridoharo@hotmail.com



78

Anexo 2. Aval de traduccion

m Universidad
\ l:i i" Técnica de CENTRO DE IDIOMAS

Cotopaxi

AVAL DE TRADUCCION
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Anexo 3. Ficha técnica del producto Beauvetic

FICHA
TECNICA

Ecuaplanfas

i
AMAMOb EL LAMPO

BEAUVETIC

* Bioregulador controlador de insectos

DESCRIPCION

BEAUVETIC: Beauveria bassiana, hongo
entomopatégeno causa efectos permanentes en las
poblaciones de insectos plaga de importancia
econdmica y es utilizado ampliamente como agente de
control biolégico en programas de manejo integrado,
acciona al parasitar a los insectos plaga a los cuales les
causa la enfermedad conocida como muscardina, una vez que ingresa al insecto
coloniza su pared intestinal, produciéndole septicemia y ocasiondndole la muerte.

Infecta a méas de 200 especies de insectos, entre los que se destacan gusanos, termitas,

&fidos, acaros, escarabajos, entre otros.

CONCENTRACION

Esporas viables por gramo 5x 1010

INSTRUCCIONES DE USO

Aplicar en todos los cultivos para el control de insectos, écaros y gusanos, hormigas. Mezclar con agua, aplicar
en drench o aspersion al suelo o foliar dirigido a la plaga en cualquier etapa del cultivo.
Se puede usar en ciclo corto o largo.

Se recomienda NO mezclar con fungicidas.

DOSIS

Ciclo | Hectérea | Litro de Agua | Recomendaciones
Corto 100 gr 05¢g 3 Aplicaciones una vez por semana, varian de acuerdo al nivel de
plaga en el cultivo
Largo 100 gr 05¢g 3 Aplicaciones una vez por semana, varian de acuerdo al nivel de
plaga en el cultivo

iPRECAUCIONES! A

Se debe tener la precaucion de aplicarlo antes de las 10 de la mafiana o pasado las 4 de la tarde debido a que los rayos ultravioleta del sol pueden causar pé
la poblacién del microorganismo. Se debe almacenar en un lugar fresco y seco una vez abierto requiere refrigeracién, evitar los rayos del sol. Se del
precaucion de aplicar el producto con equipo de proteccion. El producto tiene un tiempo e vida Gtil de doce meses después de su fecha de elaboracién.

Yaruqui sector San Carlos, Linea Férrea S4 — 287, frente al rompe velocidades, Planta Baja, local 6
Telf 02 2779663



Anexo 4. Resultado del andlisis taxondmico

BIONIKA

LABS

ANALISIS DE LABORATORIO
PSL 291 TAXONOMIA FUNGAL A NIVEL DE GENERO Y/O ESPECIE

Fecha toma de muestra: 11.02.2022 Fecha laboratorio: 04.03.2022

Solicitado por: Ing. Valenia Sotelo Responsable: Srta. Valenia Sotelo —
Sr. José Tituafia

Empresa: Particular Finca: no reportada

Cultivo: Banano Estadio Fisiologico: Produccion

Ciclo Productivo: productivo Variedad: no reportada

Material para analisis: Colonias microbianas  email: valeria.sotelo5353@utc.edu.ec

Orden de trabajo: 291 Factura: 4882

RESULTADOS

Muestra 1.

UBICACION TAXONOMICA DE Beauveria bassiana.

Clasificac16n taxonomica segin Alexopoulus y Mims (1979).

Reino: Myceteae
Division: Amastigomycota
Sub division: Deuteromycotina

Clase de forma: Hyphomycetidae
Orden de forma: Moniliales.
Familia de forma: ~ Moniliaceae.

Género: Beauveria Vuillemin

Especie: Beauveria bassiana. (Bals) Vuillemin
| MORFOLOGIA

Colonias

Aterciopeladas, algodonosas, pulverulentas, con superficie semielevada, con formacion
de sinemas, como principal caracteristica de la especie B. bassiana, en plena produccion
de conidias, al inicio de color blanco hueso, posteriormente de color amarillo palido.

Conidioforos sencillos, irregularmente agrupados, verticilados en grupo, hinchadas en
la base, acortandose en didmetro en la region que sostiene a la conidia, la cual se
presenta en forma de zigzag.

Fialides con una parte basal dilatada terminando en zig-zag.

80



81

Conidios hialinas, redondeadas o globosos o subglobosas unicelulares, con la base
apiculada de 2.5-4.5 ym. El raquis de 25 pm.

Conidioforos células conidioforas alargadas, solitanias, de base subglobosa o cilindrica
de 3 220 pum de largo por 1.3 a4 pm de ancho, formando racimos compactos.

| GERMINACION |

Las conidias germinan a las 18 horas de incubacion, alcanzando el 99.80% de
germinacion.

| METABOLITOS SECUNDARIOS [

ST - Oxalatos
z Yoo B lass =, = R 3 > Acidos
AyB Tezelinas | oosporsinas Jicos

Copa 1 = = = ¥ ¥ + + + +

Metabolitos A‘i“. Ao G P
Fusarico

Copa 1 + 5 = + + + = + =

| ENZIMAS DETECTADAS

Enzimas | Proteasas | Lipasas | Aminopeptidasas Esterasas | Quitinasa
Cepa 1 + 3z + + +

Dr. Carlos Falconi Borja PhD
BIONIKA LABS (PSL)
0999796977-

www.bdki.eu

drfalconi-labs@biosoftware.de
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Anexo 7. ldentificacion de B. bassiana mediante caracteristicas morfologicas

Anexo 8. Re-aislamiento del hongo Beauveria bassiana (elaboracion de cultivos

monosporicos)
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Anexo 10. Elaboracion de la solucién madre a base de Beauveria bassiana
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Anexo 12. Colecta y mantenimiento del gorgojo barrenador del grano (Pagiocerus frontalis)




Anexo 14. Unidad experimental
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Anexo 16. Registro de la mortalidad de Pagiocerus frontalis y granos infestados

Anexo 17. Mortalidad de insectos adultos de Pagiocerus frontalis
- :
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Anexo 18. Insectos muertos por efecto de Beauveria bassiana
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1. COLECTA Y AISLAMIENTO DEL HONGO ENTOMOPATOGENO

1.1.Protocolo de Colecta

Se empleo la metodologia utilizada por (Castillo et al., 2012) mencionando, una
recolecci6n en campo de insectos muertos infectados por especies de Beauveria, los
cuales presentan una cubierta blanca muy densa formada por el micelio y esporulacion
del hongo. Generalmente los insectos atacados se momifican quedando adheridos en
la planta.

A continuacion, se detalla la obtencion de muestras:

1.- Realizar la colecta de mnsectos en sectores libres de aplicaciones de insecticidas y
fertilizantes quimicos; de preferencia la colecta se lo realiza en horas de la mafiana
07h00 a 09h00.

2.- Utilizar tamnas plasticas y papel adsorbente para elaborar una cimara humeda en
donde se colocaran las muestras obtenidas en campo.

3.- En el sector seleccionado, realizar 1a busqueda de insectos con signos aparentes de
infeccién por hongos en el material vegetal (cortezas, plantas, tallos).

4 - Retirar el mnsecto cuidadosamente del matenial vegetal y depositar la muestra
obtenida del mnsecto en la cimara humeda.

Tabla 1. Registro de datos para insectos colectados.

Nombre del colector José Tituafia

Nombre del insecto colectado | Picudo negro del banano

Lugar Sector: Congoma bajo
Provincia: Santo Domingo de los Tsachilas

Cultivo Banano

Fecha 11 de septiembre 2021

Observaciones Insecto muerto encontrado en el interior del
pseudotallo del banano cosechado. Presenta signos
de micelio blanco cubierto a su alrededor.

Elaborado por: (Sotelo & Tituafia, 2022)
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Figura 1. A) Insecto colectado en campo; B) Insecto en camara humeda

1.2.Protocolo de Aislamiento
Se empleo la metodologia utilizada por (Castillo et al., 2012) mencionando que, las
muestras obtenidas se las debe colocar en el medio de cultivo papa-dextrosa-agar

(PDA) para su crecimiento.
Las muestras obtenidas son procesadas en el laboratorio:

1.- Preparar medio de cultivo de preferencia Agar Papa Dextrosa (PDA),
considerando las siguientes medidas para su preparacion:

Cantidad para el agua destilada: 100 ml a razn de 4 — 5 cajas Petr.
Cantidad para el agar: 39 gr. a razén de 1000 ml de agua destilada.

2 - Estenlizar el medio de cultivo (PDA) en la autoclave en un periodo de 45 minutos
a 1 atmosfera de presion. Ademas, para los mateniales de laboratorio (pinzas, agujas
de diseccion y cajas Petni de vidrio) deben ser envueltas en papel aluminio para su
esterilizacion.

3.- Desinfectar con papel adsorbente y alcohol al 90% la camara de flujo laminar. El
medio de cultivo y el resto de mateniales esterilizados se coloca en la camara de flujo
laminar bajo luz ultravioleta en un periodo de 15 minutos.

4 - El medio de cultivo ya en temperatura ambiente se lo coloca en las cajas Petri; una
vez que el medio de cultivo de la caja se encuentre solido se colocan las muestras de
insectos colectados.

5.- Las cajas que contienen los insectos colectados se las sella con cinta Parafilm y
son rotuladas en la parte posterior con marcador indeleble indicando la fecha de
elaboracion y el tipo de muestra.
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6.- Las cajas preparadas son colocadas en la cimara de incubacion a una temperatura
promedio de 24 °C en un periodo de tiempo de 7 dias. Se sugiere envolver con plastico
film las cajas Petri para evitar contaminaciones.

7.- Al terminar el periodo de 7 dias se observa el crecimiento micelial del hongo sobre
el insecto colectado.

Figura 2. A) Mateniales esterilizados; B) Medio de cultivo en cajas Petri; C) Muestra del
msecto colocada en la caja Petri; D) Sellado de las cajas y E) Crecimiento micelial del
hongo.
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1.3. Protocolo de Identificacion

La 1dentificacion se realiza mediante las caracteristicas morfologicas de la colonia y
caracteristicas microscopicas.

1.3.1. Descripcion de las caracteristicas morfologicas de la colonia:

1.- Se observa caracteristicas (estructura y color del micelio) en la parte frontal y
posterior de la caja Petri que contiene el hongo producto de la colecta del nsecto
infectado.

Tabla 2. Descripcion morfolégica de la colonia.

Vista frontal
Estructura De 3 -5 dias es algodonosa y con el paso

del tiempo se vuelve polvoso.

Color Al principio es de color blanco y con el
paso del tiempo se vuelve de color
amanllo.

Vista posterior
Color En el centro es de color anaranjado y
alrededor de color amarillo palido.

Elaborado por: (Sotelo & Tituafia, 2022)

1.3.2. Descripcion de las caracteristicas microscopicas:

1.- Del contenido de la caja se extrae una pequefia muestra del micelio del hongo
utilizando un asa metilica.

2 .- El contenido que se extrae se lo deposita en un porta objetos y se realiza un raspado
superficial.

3.- Se adiciona una gota de azul de metileno con el propésito de tefiir las estructuras

del hongo entomopatogeno y se coloca un cubre objetos.

4 - La placa elaborada se observa en el microscopio con el lente 40X.
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Tabla 3. Descripcion microscopica.

Micelio Septado

Conidioforos 1t a2p de diametro, donde da onigen a las
esporas.

Conidias 2u a 3p de diametro, son redondas y
ovaladas.

Elaborado por: (Sotelo & Tituaiia, 2022)

Figura 3. A) Vista frontal de la caja; B) Vista posterior de la caja; C) Vista microscopio
10X y D) Vista microscopio 40X.

1.4.Protocolo de Multiplicacion

Se empled la metodologia utilizada por (Choquetarqui et al., 2011) mencionando
que, de los aislados de Beauveria, se realizaran varios cortes de 5 mm con un bisturi
y posteriormente sera colocado en un medio de cultivo fresco y suplementado con un
antibiético (a base de gentamicina ;cantidad?) y sellado con cinta Parafilm y debe ser
colocado en la incubadora.

A continuacion, se detalla la multiplicacion del hongo entomopatogeno:

Seguir los pasos (1, 2, y 3) descritos en el “Protocolo de aislamiento™.



1.- El medio de cultivo ya en temperatura ambiente se coloca un antibiético
(Gentamax 280 presentacion de ampolleta 2 ml) con el propésito de evitar
contaminaciones bacterianas y son colocados en cajas Petri.

2.- Realizar cortes del hongo aislado en la caja Petni de aquellos lugares en los que se
presente esporulacion y una gran formacién de micelio.

3.- Los cortes son tomados con un bisturi y son colocados en las cajas Petri con
antibiético. Las cuales son selladas, rotuladas y colocadas en la camara de incubacién
a una temperatura de 24°C durante 7 dias.

4- Al transcurso de 7 dias se observa la caja Peti cubierta por el hongo
entomopatogeno. Considerado como el primer subcultivo limpio y libre de
contaminacion.

5.- Preparar medio de cultivo (PDA), esterilizarlo con el resto de matenales de
laboratorio y desinfectar la cdmara de flujo laminar.

6.- Dejar enfriar el medio de cultivo a temperatura ambiente, colocar el antibidtico y
depositar este medio en las cajas Petri.

7.- Del subcultivo del hongo entomopatogeno realizar cortes de 5 mm con el bisturi y
colocarlos en cada caja Petn, sellar, rotular y colocar en la cimara de incubacion a
una temperatura promedio de 24°C durante 7 dias.

98



Figura 4. A) Medio de cultivo suplementado con antibiético; B) Mezcla del medio de
cultvo con el antibidtico; C) Cortes de la parte micelial del hongo entomopatégeno; D)
Cortes colocados en PDA suplementado: E) Rotulado de las cajas Petri; F) Cortes de Smm
del subcultivo limpio y G) Cajas Petri cubiertas con el hongo entomopatogeno.

2. PROTOCOLO DE ELABORACION DE SUSPENSION MADRE Y CONTEO
DE CONIDIAS
En la ejecucion de esta fase se adapto la metodologia utilizada por (Antia et al.,, 1992)
mencionando que, la preparacién de la suspension madre se realiza con un volumen de
Agua Destilada Estéril de 200 ml que a partir de la cual se realizaron las respectivas
diluciones del hongo entomopatdogeno.
2.1.Suspension Madre:
1.- Seleccionar 6 cajas Petri que tengan un periodo de incubacién de 8 — 10 dias
obtenidas en el protocolo de multiplicacion, estas deben presentar Optimas
caracteristicas como coloracion, esporulacién y libre de contaminacion.
2.- Con un asa metalica realizar un raspado del micelio que se encuentra en las cajas
Petri agregando agua destilada.

3.- El contenido de las cajas Petri se lo coloca en una probeta de vidrio hasta alcanzar
100 ml.
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2.2.Conteo de Conidias
1.- La suspension madre se agita por 1 minuto utilizando el agitador electronico a 300
1pm (revoluciones por minuto) con el proposito de obtener una muestra homogénea.

2.- Extraer con una micropipeta 2000 pL (microlitro) de la suspension madre y
colocar el contenido en una Cimara de Neubauer, se coloca un cubre objetos y se
observa en el microscopio enfocando a 40X.

3.- Para facilitar el proceso de conteo de esporas se sugiere dividir la cimara de
Neubauer en cuadrantes, como se muestra en la foto.
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Figura 5. Camara de Neubauer.
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4 - Se realiza el conteo de todas las esporas que se encuentren dentro del cuadrante,
no se toma en cuenta aquellas esporas que se ubican en las lineas de division o se
ubiquen fuera del cuadrante. El conteo se lo realiza en forma de zigzag.

5.- Una vez concluido el proceso de conteo de cada cuadrante, se realiza una suma de
todos los cuadrantes y se divide para el niimero de cuadrantes, para obtener una media
de conteo de esporas.

6.- Con el valor obtenido se aplica la siguiente formula:

Concentracion de esporas = Promedio del conteo de esporas x numero de pL x
diluciones (en el caso de realizarlo).
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Figura 6. Seleccion de cajas Petn; B) Raspado del hongo entomopatogeno; C)
Suspension madre; D) Mezcla de la Suspension Madre; E) Camara de Neubauer y F)
Vista 40X de la camara de Neubauer.

3. PROTOCOLO PARA LA ELABORACION DE SUSPENSIONES A
DIFERENTES CONCENTRACIONES

Determinada la concentracion de conidias de la suspension madre se realizan diluciones

para obtener diferentes concentraciones.

1.- En cuatro tubos de ensayo identificados como (A, B, C y D) se coloca 9ml de agua
destilada en cada uno de los tubos.
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2.- Extraer 1 ml de la suspension madre con una pipeta, colocar el contenido extraido de
la suspension madre en el tubo de ensayo A, posteriormente de la dilucion A se extrae 1
ml con la pipeta y se deposita en el tubo de ensayo B, este proceso de lo debe realizar
hasta terminar el tubo de ensayo D. Cada dilucion debe ser agitada por 300 rpm.

3.- Realizar el conteo de conidias para cada dilucién realizada en los diferentes tubos de
ensayo siguiendo los pasos descritos en el protocolo de conteo de conidias.

Figura 7. A) Identificacion de los tubos de ensayo; B) Diluciones agitadas y C) Conteo
de esporas para las diferentes diluciones.

4. PROTOCOLO PARA LO DOSIFICACION DEL HONGO
ENTOMOPATOGENO
La dosificacion se debe preparar de la siguiente manera:

1.- De la suspension madre, con una jennguilla de insulina se debe extraer las
dosificaciones que se va evaluar, cabe mencionar que solo se extraera el contenido en
centimetros cubico (cc).

2.- El contenido de la jennguilla debe ser colocado en un vaso de precipitacion
adicionando 1 litro de agua destilada

10
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3.- El contenido del vaso de precipitacion se lo mezcla muy bien con un agitador de vidrio,
con la finalidad de obtener una solucion homogénea.

4 - Colocar la solucion que contiene la dosis en un rociador con una capacidad de 100 ml.

Figura 8. A) Toma de la dosificacion; B) Dosis colocada en el vaso de precipitacion; C)
Mezcla del agua destilada y 1a dosis y D) Solucion colocada en el rociador.
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