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RESUMEN

La investigacion evalud diferentes concentraciones de Beauveria bassiana para el control del
gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais) en granos de maiz almacenados, bajo condiciones
controladas para determinar la concentracion letal y ser aplicada como una alternativa de
control de este insecto plaga y asi poder reducir las pérdidas de produccion en el manejo
postcosecha durante su almacenamiento. La investigacion inicio con una salida de campo
para capturar insectos infestados con hongos entomopatdgenos, posteriormente se realizo el
aislamiento y cultivos monosporicos para identificar el género y especie del hongo,
finalmente se realiz6 la multiplicacion de este hongo. A continuacidn, se realiz6 suspensiones
a diferentes concentraciones mediante el conteo de conidios; y por Gltimo la aplicacion de
las concentraciones de Beauveria bassiana segun el disefio experimental planteado. La
implementacion de esta investigacion se lo realizo en el Laboratorio de Agronomia de la
Universidad Técnica de Cotopaxi, aplicando un disefio de bloques completos al azar (DBCA)
con un arreglo factorial de A x B incluyendo el testigo, con tres repeticiones, donde el factor
A corresponde a (Beauveria nativa y comercial), el factor B corresponde a las
concentraciones (10 10°, 10°, 107, 108). Las variables en estudio fueron el porcentaje de
mortalidad, de granos dafiados y de pérdida de peso de granos. Estas variables se
normalizaron y se analizaron en el programa InfoStat obteniendo los siguientes resultados,
el porcentaje de mortalidad de Beauveria nativa con una concentracion letal 7,42 x 108
conidios /ml (T5) que alcanzo6 el 100%, siendo el mas alto en comparacion con el testigo
(T13) en el que obtuvo 0%. Con respecto a la variable de porcentaje de granos dafiados se
observd que el mejor tratamiento es Beauveria nativa con una concentracion 102 (T5)
obteniendo un 25% de granos dafiados siendo el porcentaje mas bajo en comparacién al
testigo (T13) que registré un 80% de granos dafiados. El porcentaje de pérdida de peso de
granos determiné que el mejor tratamiento T5 (Beauveria nativa con una concentracion 108)
obteniendo un 29,7 % de pérdida de peso siendo el porcentaje mas bajo para esta variable;
en comparacion al testigo (T13) que present6 el porcentaje mas alto en pérdida de peso
llegando alcanzar un 82,9%.

Palabras claves: Sitophilus zeamais, Beauveria bassiana, concentracion, maiz, mortalidad.
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ABSTRACT

The research evaluated different concentrations of Beauveria bassiana for the control of the
corn weevil (Sitophilus zeamais) in stored corn grains under controlled conditions to
determine the lethal concentration and be applied as an alternative to control this pest insect
and thus be able to reduce the production losses in postharvest handling during storage. The
investigation began with a field trip to capture insects infected with entomopathogenic fungi,
then isolation and monosporic cultures were carried out to identify the genus and species of
the fungus; finally, the multiplication of this fungus was carried out. Next, suspensions were
made at different concentrations by counting conidia; and, ultimately, the application of the
concentrations of Beauveria bassiana according to the proposed experimental design. The
implementation of this research was carried out in the Agronomy Laboratory of the Technical
University of Cotopaxi, applying a randomized complete block design (DBCA) with a
factorial arrangement of A x B, including the control, with three repetitions, where the factor
A corresponds to (native and commercial Beauveria), factor B corresponds to the
concentrations (10% 10°, 10°, 107, 108). The variables under study were the percentage of
mortality, damaged grains, and grain weight loss. These variables were normalized and
analyzed in the InfoStat program, obtaining the following results: the mortality percentage
of native Beauveria with a lethal concentration of 7.42 x 102 conidia /ml (T5) that reached
100%, being the highest in comparison with the control (T13) in which he obtained 0%.
Regarding the percentage variable of damaged grains, it was observed that the best treatment
is native Beauveria with a concentration of 108 (T5), obtaining 25% of damaged grains, being
the lowest percentage compared to the control (T13), which registered 80% of damaged
grains. The percentage of grain weight loss determined that the best treatment, T5 (native
Beauveria with a concentration of 108), obtained 29.7% weight loss, being the lowest
percentage for this variable; compared to the control (T13) that presented the highest
percentage in weight loss, reaching 82.9%.

Key words: Sitophilus zeamais, Beauveria bassiana, concentration, maize, mortality.
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CAPITULO I
1. INFORMACION GENERAL
Titulo:

“Evaluacion de Beauveria bassiana en diferentes concentraciones para el control del gorgojo
del maiz (Sitophilus zeamais) almacenados en granos de maiz (Zea mays L.), bajo
condiciones controladas, Salache -Latacunga - Cotopaxi —2021.”

Fecha de inicio:

Noviembre del 2021

Fecha de finalizacion:

Abril 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: Valeria Michelle Sotelo Erazo

Lector A: Ing. MsC. Guido Yauli

Lector B: Ing. PhD. Edwin Marcelo Chancusig



Lector C: Ing. Mg. Francisco Chancusig

Area de Conocimiento.

Agricultura- Agricultura, Silvicultura y Pesca — Agricultura.

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 caracterizacion agronémica, morfoldgica, genémica, fisica,
bioguimica y usos ancestrales de los recursos naturales locales. Esta informacion sera
fundamental para establecer planes de manejo, de produccion y de conservacién del

patrimonio natural

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

Linea de vinculacion

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

humano y social.
2. DESCRPCION DEL PROYECTO

En el manejo postcosecha unos de los principales problemas se enfrentan los agricultores en
el almacenamiento de granos, como por ejemplo en los granos de maiz ser almacenados son
propenso a los ataques de plagas que al no ser controla a tiempo puede llegar a terminar con
la produccion entera. Por razén los agricultores acuden a las casas comerciales para adquirir
insecticidas a base de Fosfuro de Aluminio y al usar con frecuencia los agricultores se
vuelven dependientes de este producto y a la plaga resistente del mismo. En respuesta a esta
situacion se realizo la presente investigacion con finalidad de proponer una nueva alternativa
empleando del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana en diferentes concentraciones
para el control de Sitophilus zeamais cominmente conocido como el gorgojo del maiz, para



lo cual se realizara una captura, aislamiento, identificacion y reproduccion del hongo
entomopatdgeno, a continuacion se elabora diferentes concentraciones del hongo que seran
aplicadas en las unidades experimentales donde se obtendran los datos de mortalidad para un
posterior analisis para determinar la concentracion letal del hongo Beauveria bassiana para
el control gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais).

3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El maiz se encuentra entre los principales cultivos de la sierra ecuatoriana debido a su aporte
alimenticio y econémico, por este motivo es indispensable la produccion de este grano, pero
se ve afectado su rendimiento ya que estd expuesto a los ataques de las plagas en su
almacenamiento, como es el caso de gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais) que en
poblaciones altas puede llegar ocasionar perdidas totales del grano almacenado.(Padilla,
2015)

Frente a esta situacion, los agricultores recurren al uso frecuente de insecticidas quimicos
altamente toxicos que repercute directamente en la salud humana y animal. Para mitigar el
uso de productos quimicos nace esta investigacion con la finalidad de proporcionar una
alternativa ecologica de control con el uso del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana
ya que es considerado un agente de control bioldgico por su eficiencia en el sector
agricola.(Chiribiga et al., 2015) En esta investigacion se determinara la concentracion letal
del hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana para el control gorgojo del maiz (Sitophilus

zeamais).
4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO
4.1. Beneficiarios Directos

Los beneficiarios directos son los agricultores que se dedican al cultivo de maiz de la

provincia de Cotopaxi, ademas los productores de maiz a nivel nacional.
4.2. Beneficiarios Indirectos

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

Agrondmica de la Universidad Técnica de Cotopaxi.



5. PROBLEMATICA

El maiz tiene su origen en Mesoamérica (México y Guatemala) aproximadamente entre los
afios 8000 y 600 AC, posteriormente se extendido alrededor del mundo convirtiéndose en el

cereal de gran importancia econémica y alimentaria.

A nivel mundial en el 2019 la produccién de maiz fue de aproximadamente 1,120.46 millones
de toneladas siendo los principales productos Estados Unidos, China y Brasil (Micolucci,
2020). En el Ecuador segun (CFN) para el afio 2020, la superficie total cosechada de maiz en
fue de 355,913 hectéreas, siendo una produccion de 1, 358,626 toneladas métricas de la
cuales la provincia de Los Rios abarco el 47% (144,109ha) de la produccién nacional,
seguido de Manabi con el 21% (90,749ha) y Guayas con el 18% (55,511ha).

Este cereal al ser de gran importancia se requiere evitar las pérdidas en su produccion y
economicas ya que este cultivo no solo presenta plagas y enfermedades en el campo sino
también en el proceso de postcosecha especificamente en su almacenamiento, entre sus
plagas mas comunes tenemos el gorgojo del maiz, este ataca directamente al maiz ya que el
adulto perfora el grano para ovipositar sus huevos y sus larvas se alimentan del endospermo
echando a perder totalmente el grano y por ende su produccion. (Micolucci, 2020)

Los productores del maiz para controlar esta y otras plagas usan pesticidas de quimicos de
alto costos, que reducen la rentabilidad de este cultivo. Adicionalmente desencadena otro
problema con el uso excesivo de quimicos, ya que para proteger sus cultivos los agricultores
recurren al uso frecuente de estos productos siendo expuestos insecticida muy toxico, no sélo
para los insectos, sino también para el hombre. Ya que al ser inhalados presenten intoxicacion
manifestado con malestar general, dolor de cabeza, vomitos, vértigos, angustia, opresion en

el pecho y zumbido en los oidos. (Padilla, 2015)
6. OBJETIVOS
6.1. Objetivo General

Evaluar Beauveria bassiana en diferentes concentraciones para el control del gorgojo del
maiz (Sitophilus zeamais) almacenados en granos de maiz (Zea mays L.), bajo condiciones

controladas, Salache -Latacunga - Cotopaxi — 2021.



6.2. Objetivos Especificos

e Obtener una cepa del hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana a partir de insectos
infestados capturados en campo.

e Determinar la concentracion letal del hongo Beauveria bassiana para el control
gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais).

e Estimar el porcentaje de grano dafiado y pérdida de peso del grano que ocasiona el
gorgojo a la semilla del maiz.

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

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

OBJETIVO ACTIVIDAD RESULTADO MEDIO DE
VERIFICACION
e Colecta de
insectos

_ Insectos
infectados con el |
infestados con el

hongo Fotografias
) hongo
Obtener una cepa del entomopatogeno ]
) entomopatogeno.
hongo en una salida de
entomopatogeno campo.
Beauveria bassiana a e Aislamiento vy
partir de insectos purificacién del _
_ Cultivos hongo
infestados capturados hongo capturado )
} entomopatogeno ]
en campo. de los insectos ] Fotografias
puro libre de

infestados  en L
. . contaminacion.
medio de cultivo

PDA.

Obtencion de
cultivos

monosporicos

Cultivos

monosporicos.

Fotografias




del hongo

entomopatdgeno.

Identificacion
del hongo a nivel

de género.

Descripcion  de
caracteristicas
morfoldgicas del
hongo
entomopatogeno

capturado.

Resultado del
analisis.

Fotografias.

Reproduccion
del hongo
entomopatogeno

identificado.

Subcultivos del

hongo
entomopatogeno
puros, sin

contaminacion.

Fotografias

Determinar la
concentracion  letal
del hongo Beauveria
bassiana para el
control gorgojo del
maiz (Sitophilus

zeamais).

Elaboracion de
una suspension
madre del hongo

entomopatdgeno.

Suspension
madre del hongo
a una
concentracion
determinada de

conidios.

Fotografias

Libreta de campo

Elaboracién de

concentraciones

Diluciones con

diferentes

Fotografias

Libreta de campo

a partir de la concentraciones
suspension (104, 10°% 1068,

madre mediante | 10/, 108 del

conteo de las hongo

UFC (Unidades | entomopatogeno.
Formadoras de

Colonias)

Instalacion del Ensayo Disefio

ensayo en el

implementado

experimental




laboratorio de

Carrera de la

con unidades

experimentales

Libreta de campo

Fotografias

Agronomia.

e Aplicacion Unidades Libreta de campo
suspensiones a | experimentales | Fotografias
diferentes formadas por | Disefio

concentraciones
del hongo
entomopatdgeno
en las unidades

experimentales.

granos de maiz,
rociados con el
hongo
entomopatogeno
en diferentes
concentraciones
acorde al disefio
experimental

planteado.

experimental.

Inoculacién del
insecto en cada
unidad

experimental.

Unidades

experimentales
con granos de
maiz  infestado

con gorgojos.

Libreta de campo

Fotografias

Toma de datos
las unidades

experimentales.

Datos del indice
de mortalidad de
los gorgojos con
respecto al

producto

Libreta de campo

Fotografias




comercial y del

producto nativo.

Analisis y
discusién de los

resultados.

La concentracion

letal adecuada.

Datos Excel

Libro de campo.

Estimar el porcentaje
de grano dafado y
pérdida de peso del
grano que ocasiona el
gorgojo a la semilla

de maiz.

Toma de datos
las unidades

experimentales.

Datos del
namero de
granos dafiados y
su peso, el peso
de granos sanos

restantes.

Libreta de campo

Fotografias

El porcentaje de
granos dafiados
y pérdida de
peso de las
unidades

experimentales.

Analisis y
discusién de los

resultados.

Datos Excel

Libro de campo.

Fuente: Valeria Sotelo.




CAPITULO I
8. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
8.1. El Maiz
8.1.1. Origen del maiz

El maiz (Zea mays) tuvo su origen en Mesoamérica (México y Guatemala), sus primeras
apariciones fueron entre los afios 8000 y 600 AC posiblemente a lo largo del acantilado
occidental de México Central o del Sur, a 500 km de la Ciudad de Meéxico, por lo cual no
hay dudas que el maiz tiene origen americano. (Acosta, 2009)

En el Ecuador, mediante algunas investigaciones de fitolitos encontradas en muestras de
suelo se determino que el cultivo del maiz tuvo sus inicios hace 6500 afios en la Peninsula
de Santa Elena en el cual se cree que fue cultivada por los habitantes de la cultura “Las
Vegas”. (Guacho, 2014)

8.1.2. Clasificacion taxonomica del maiz
Segun Ortigoza et al., (2019)
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Subclase: Commelinidae

Orden: Poales

Familia: Gramineas

Género: Zea

Especie: mays

8.1.3. Descripcion Morfologica

Es una planta anual de 1,5 a 3 metros con tallos gruesos y macizos. Hojas anchas, con

nervio central marcado. La raiz es fuertemente pivotante y con capacidad de profundizar
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en el suelo. Es una planta diclino-monoica, es decir, posee flores femeninas y masculinas
sobre la misma planta. La inflorescencia masculina es una panoja laxa y apical, mientras
que la inflorescencia femenina, es una espiga compuesta y axilar, cubierta por bracteas
folidceas.(Hidalgo, 2018)

8.1.4. Descripcion Botanica
8.1.4.1. Raiz

Esta compuesto por una raiz principal que se origina del embrién, también presenta raices
adventicias y de soporte que tienen su origen en los nudos basales dando una mejor

estabilidad a la planta, ademas interviene en el proceso fotosintético.(Valladares, 2010)
8.1.4.2. Tallo

Es erecto, lefioso y cilindrico, tiene como funcidn el transporte de sales minerales y agua
que va desde la raiz hasta la parte aérea de la planta. El tallo estd compuesto por una
epidermis externa protectora, también una pared vascular y una medula de tejido
esponjoso blanco.(Obando, 2019)

8.143. Hojas

Son largas y anchas con borde lisos y de coloracion color verde, se desarrollan en la parte
superior de los nudos, el haz de la hoja es pilosa y su envés es glabra. Cada planta puede
presentar entre 15 a 30 hojas.(Obando, 2019)

8.1.4.4. Inflorescencia

Es una planta monoica, es refiere a que presentan flores masculinas y femeninas, la espiga
estd formada por las flores masculinas son encargas de producir el polen. Las flores
femeninas son conocidas como panojas 0 mazorca se origina en las axilas de las hojas,
estas contienen los ovarios los cuales se convertirdn en granos una vez realizada la
polinizacion.(Chanataxi, 2016)

8.1.45. Grano

También llamados cariépsides, cada mazorca puede contener de 600 a 1000 granos,
ordenados en hileras son dentados o semi-dentados. Segun la variedad pueden ser
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cristalinos u opacos, su color también puede variar entre blanco y amarillo.(Valladares,
2010)

8.2. Cosecha del maiz

Este proceso se realiza cuando el grano haya alcanzado su madurez fisiologica, que este
consiste en la formacion de una capa negra en la base del grano o también se puede dejar
secar la mazorca en la planta, (Pefiaherrera, 2011)

8.3. Postcosecha del maiz

El manejo postcosecha del grano de maiz es muy importante para mantener la buena
calidad, tanto para el consumo de las personas como para la comercializacion. A nivel
mundial, las pérdidas de granos almacenados estan por encima del 10 al 25%, del total
de la produccion. Esto se debe al ataque de diferentes plagas como insectos, hongos y
roedores. Ademas, de otros factores entre ellos estan: la humedad excesiva, las impurezas
y altas temperaturas, los cuales, por desconocimiento, no Se manejan
adecuadamente.(Deras, 2012)

A continuacion, se describen los procesos que se realiza para el manejo en postcosecha
de maiz:

8.3.1. Doblado

Esta practica consiste en doblar la planta de maiz para evitar que, entre el agua por la
punta de la mazorca, y ademas impide la entra de la luz a cultivos que se encuentren
sembrados en el mismo surco del maiz. El tiempo adecuado para realizar esta actividad

es después de que el grano llegue a madurez fisiologica.(Leiva, 2015)
8.3.2. Recoleccion

Consiste del desprendimiento las mazorcas de la planta, esta actividad hay que realizar
cautelosamente ya que las mazorcas se quiebran o pueden sufrir dafios fisicos. Hay que
tener en cuenta el grado de madurez fisiolégica del grano y sobre todo de su porcentaje
de humedad ya que esto puede presentarse pérdidas considerables. (Agustin, 2009)
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8.3.3. Secado

Es un proceso por el cual cierta masa de aire pasa a través de los granos quitandole la
humedad. Esta actividad se la realiza para reduccion del contenido de humedad de
acuerdo al estandar de comercializacion, también reducir de la actividad quimica y
microbioldgica, ademas para conservar las propiedades nutricionales, biolégicas y
extender la vida util del grano. Un buen secado puede alcanzar 16 a 14 % de humedad
del grano permite menor dafio en el desgrane, acondicionamiento 'y
almacenamiento.(Valdivia, 2011)

8.3.4. Seleccion y clasificacion

Se debe seleccionar las mazorcas que presenten un buen tamafo y uniformes, que estén
libres del ataque de plagas y enfermedades, granos de buen tamafio y con hileras rectas,
son signos de buen rendimiento.(Saquimux, 2010)

8.3.5. Limpieza

Es importante que el grano esté limpio es decir que no contenga tierras, granos partidos
0 materias extrafias como residuos vegetales, libre de insectos ya que estos aspectos
pueden alterar el contenido de humedad y el aparecimiento de hongos, siendo propensos
al ataque de insectos.(Morocho, 2016)

8.3.6. Desgranado

Las operaciones de desgrane se pueden realizar de diferentes maneras como desgrane a
mano, con ayuda de un instrumental sencillo, también el desgrane mecanico con ayuda

de méquinas sencillas accionadas manualmente y de maquinas de motor.

El desgranado a mano: Consiste en ejercer una presion con los pulgares sobre los granos
para conseguir que se desprendan de la mazorca. También se utiliza otro método que

consiste en frotar dos mazorcas una contra otra.

El desgranado mecanico: Con desgranadores manuales, la actividad es mas facil y mas
rapido, generalmente son accionadas mediante una manivela o un dispositivo de pedal

que requieren un solo operario. Con desgranadores mecanicos son versatiles presentan



13

un tambor giratorio y de un elemento fijo contra el cual se frota el grano y estas maquinas

puede requerir la intervencion de dos o tres operarios. (Tapia et al., 2017)
8.3.7. Almacenamiento

Durante el almacenamiento ocurre el fenémeno de la respiracion, causada por el propio
grano, esto da origen a actividades metabdlicas produciendo energia y agua, que tienden
a acumularse en el lugar donde se generaron, formando focos de calentamiento que son
los indicios del deterioro del grano almacenado. Los granos de maiz deben almacenarse

de tal forma que no se deteriore su calidad.(Hernandez et al., 2009)

Hernandez (2009) también menciona que el principio de un buen almacenamiento y
conservacion de granos es el empleo de bodegas secas o de recipiente, limpios, que
mantengan al producto fresco, seco y protegido de plagas.

8.3.8. Principales plagas en maiz almacenado
8.3.8.1.  Gorgojo barrenador del grano (Pagiocerus frontalis)

El gorgojo barredor adulto mide 2,5 mm de largo y 1,5 mm de ancho presenta un color
marrén oscuro, su cabeza tiene una trompa corta y con escasas vellosidad en el lado dorsal
tiene antenas por lo general acodadas, nasudas, su es cuerpo élitros y patas duras,
formando un exterior sélido y muy resistente. Las larvas son gusanos con capsula cefalica
oscuras y cuerpos blancos. Esta plaga fue descubierta en el afio 1930 pero solamente en

Colombia, Ecuador y en el Peru es conocida.(Castro & Mejia, 2011)
8.3.8.2.  Barrenador grande del grano (Prostephanus truncatus H)

El adulto presenta una forma cilindrica y alargada de su cuerpo, con terminacion en
cuadro, puede medir de 3 a 4 mm de longitud, su es color café rojizo a café oscuro. Su
caracteristica peculiar es que el protdrax cubre la cabeza del insecto como si fuera una
capucha. Es considerada como la plaga que més pérdidas y dafios causa, la principal
caracteristica de su ataque es la gran cantidad de polvillo parecido a la harina, que los
adultos producen al taladrar y alimentarse de los granos. (Garcia-Lara et al., 2007)

8.3.8.3. Palomilla dorada del maiz (Sitotroga cerealella O.)
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Son pequefias palomillas de color amarillo a grisaceo, que pueden medir entre 6 a 9 mm
de longitud y la expansion alar varia de 13-19 mm, tiene alas anteriores que son de color
amarillento con puntos y alas posteriores mas pequefias y de color uniforme. Esta plaga
puede presentar en campo, pero es mas comun encontrarla en almacenamiento, las larvas
de palomilla afectan al grano perforandolo y vaciandolo ya que hay es el lugar donde

completan su desarrollo. (Garcia-Lara et al., 2007)
8.3.8.4.  Barrenillo de los granos (Rhyzoperta dominica)

El adulto puede medir entre 2 a 3 mm de longitud, su coloracién puede variar de pardo
rojizo a negruzco. Tiene un cuerpo cilindrico y alargado pero su cabeza y protérax son
de aspecto curvo. El dafio que producen en los granos son perforaciones irregulares que
provocan y la forma un polvillo producto del ataque de este insecto.(Garcia-Lara et al.,
2007)

8.4. Gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais)
8.4.1. Generalidades

Este insecto es conocido cominmente como gorgojo o picudo del grano de maiz. Su
nombre cientifico es Sitophilus zeamais pertenece al Orden Coledptera y familia
Curculionidae. Esta plaga se considera de las mas destructiva atacan a los granos
almacenados como maiz, arroz en cascara y cereales menores. Esta especie posee antenas
en forma de codo, peculiar de los curculidnidos. Los adultos llegan a medir de 2.5 a 4
mm de largo y son de color café a negruzco y tiene color café rojizo cuando estan recién

eclosionados.(Vazquez, 2014)
8.4.2. Origen y distribucion

Segun Garcia-Lara et al., (2007) es considerado como un insecto originario de la India
lugar donde inici6 su distribucion por el mundo, aunque afecta mayormente a las zonas

tropicales y subtropicales himedas, y también se le encuentra en zonas templadas.
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8.4.3. Clasificacion taxonomica del gorgojo del maiz

Segun Helder (2014)
Philum: Artropoda
Subphilum: Mandibulata
Clase: Insecta
Subclase: Pterygota
Orden: Coleoptera
Suborden:  poliphaga
Superfamilia: Curculionoidea
Familia: Curculionidae
Subfamilia: Calendrinae
Género: Sitophilus
Especie: Sitophilus zeamais

8.4.4. Descripcion morfoldgica

Sitophilus zeamais se caracteriza por tener una region circumoral alargada en forma de
una trompa o proboscide larga y recurvada, sus antenas son geniculadas, insertas en los
lados de la proboscide, y terminadas en una maza compacta. Su cuerpo es de forma
ovalada o semicilindrica con patas que tienen los fémures engrosados, las tibias
recurvadas y los tardos son pseudotetrameros, con pubescencia interior. Las larvas poseen
forma de “C”, casi cilindricas con color blanco cremoso. Sus élitros (parte posterior que
recubre las alas anteriores del insecto), presentan igualmente cuatro manchas de color
rojo cobrizo. (Alvarado, 2017)

8.4.5. Ciclo bioldgico

Helder (2014) indica que el ciclo bioldgico inicia cuando la hembra después de aparearse

y localizar un grano, excava un hoyo masticAndolo en el cual deposita un huevo,
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posteriormente secreta una sustancia de textura viscosa, semejante a la goma denominada
mucilago que cubre el hoyo hasta llenar el compartimiento. Este mucilago que cubre al
huevecillo es la Unica evidencia de que el grano ha sido infestado. Los huevos pueden ser
depositados en cualquier zona del grano ya que usualmente se coloca mas de un huevo
por grano, pero las larvas no llegan a su madurez debido a que existe el canibalismo entre

ellas.
8.4.6. Estadios de desarrollo de Sitophilus zeamais

Esta especie presenta cuatro estadios larvales, los cuales se desarrollan dentro del grano
y duran alrededor de 20 dias.

8.4.6.1. Huevo

El huevo mide 0,7 mm con forma oval y eclosiona de 3-6 dias después de ser
depositado.(Espinoza Gonzélez, 2021)

8.4.6.2. Larva

Las larvas son de color blanquecino y sin patas las cuales son las que mas dafio causan al
grano pues para alimentarse hacen surcos dentro del endospermo y embrién; nunca viven
fuera del grano y mudan unas 4 veces hasta convertirse en pupa al cabo de tres semanas
(Padilla, 2015).

8.4.6.3. Pupa

La pupa es tipo exarate de color blanco aperlado mide aproximadamente 5 mm de

longitud y se encuentra en el interior de los granos.(Vazquez, 2014)
8.4.6.4. Adulto

Finalmente se convierte en adulto cuando esta fuera del grano. Su ciclo completo de vida
dura entre 30 hasta 113 dias produciéndose 2 o 3 generaciones por afio. Durante la fase
adulta los cambios en la temperatura fuera del intervalo de 15-30°C incrementa la
mortalidad y la reduccién en la humedad tiene el mismo efecto. Suele hacerse el muerto

cuando es molestado.(Padilla, 2015)
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Helder (2014) menciona que para diferenciar el sexo de S. zeamais hay que tomar en
cuenta las caracteristicas del pico. Ya que el macho presenta una prominente caprina
media en el dorso del pico, se origina en la parte antero-frontal entre los 0jos compuestos
y se extiende casi hasta el apice del pico, mientras que el pico de la hembra carece de
caprina, es delgado y liso, sus puntuaciones son menos numerosas, superficiales y se

encuentran en pequefias hendiduras.

Grafico 1. Ciclo de vida de Sitophilus zeamais en el grano de maiz.
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Fuente: (Alvarado, 2017)
8.4.7. Comportamiento y ataque caracteristico de Sitophilus zeamais

El dafio directo al grano por Sitophilus zeamais es que este se alimenta del embrion o
endospermo, disminuyendo de la calidad nutritiva, también menor peso del grano de maiz
y limita la capacidad germinativa de las semillas. Ademas, se produce contaminacién con

el excremento y formacion de telas por las polillas.

Los dafios indirectos pueden ser la presencia de humedad y altas temperaturas lo que hace

que ya no puede ser comercializado.(Espinoza Gonzélez, 2021)
8.4.8. Métodos de control

Existen varios métodos para controlar las plagas en granos almacenados, a continuacion,

se mencionan los siguientes:
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8.4.8.1. Control Cultural

Garcia-Lara et al.(2007) indican:

e Serecomienda aplicar mezclas de agentes protectores como la cal, tierra diatomea
entre capa y capa de grano, o vaciar los agentes y mezclarlos con el grano. Ya que
estas sustancias han dado excelentes resultados porque se adhieren a la cuticula
del insecto plaga y les ocasiones graves dafios hasta incluso la muerte.

e Se recomienda también el uso de plantas como agentes repelentes: hojas de
eucalipto, hojas del arbol Neem que llegan a reducir hasta en un 25% la presencia

del gorgojo.
8.4.8.2. Control Quimico

En casos de infestaciones a gran escala, se recomienda fumigar con fosfuro de aluminio
mejor conocido como fosfina. Para su aplicacion hay que tener en cuenta las medidas de
proteccidn establecidas.(Garcia-Lara et al., 2007)

8.4.8.3. Control Bioldgico

Su enemigo natural es una avispita perteneciente a la familia Pteromalidae, Hymenoptera,
que frecuentemente se encuentra en el maiz almacenado. La avispita actua localizando la
galeria que forma la larva del gorgojo hasta introducir su ovipositor en el pericarpio
colocando sus huevecillos muy cerca de la larva del gorgojo. Al eclosionar la larva de la
avispa va desarrollandose en el interior de su hospedero, emerge al dia 14 y la larva del

gorgojo muere.(Helder, 2014)
8.5. Hongos Entomopatdgenos

Los hongos Entomopatdgenos son reguladores naturales han atraido la atencién como
agentes de control bioldgico para los insectos plaga. Los érdenes de insectos que suelen
ser mas propensos a los hongos son Hemiptera, Diptera, Coledptera, Lepiddptera,
Hymenoptera y Ortoptera. Los hongos entomopatégenos constituyen actualmente una
alternativa para el control de insectos plaga ya que constituyen un grupo de mas de 750
especies.(Helder, 2014)
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8.5.1. Beauveria bassiana

Es un hongo sapréfito facultativo posee células quitinizadas y parasita, fue descrito por
primera vez por Jean Beauverie en el afio 1911 con el nombre de Botrytis bassiana.
posteriormente, Vuillemin la catalog6 en su clase actual. En ensayos enzimaticos se
determiné al género Beauveria spp., Y sus seis diferentes especies: B. alba, B. amorpha,
B. bassiana, B. brongniartii, B. velata y B. caledonica (Noboa & Alex, 2015)

8.5.2. Generalidades de Beauveria bassiana

Es un hongo imperfecto de la clase Deuteromycetes, capaz de infectar a mas de 200
especies de insectos. Este hongo estd ampliamente distribuido en todas las regiones del
mundo y puede ser aislado de insectos, acaros y suelo, donde el hongo es parte normal
de la flora microbiana y otros sustratos. Tiene apariencia polvosa, de color blanco
algodonoso o amarillento cremoso. El ciclo de vida de este hongo consta de dos fases: la

patogénica y la saprofitica.(Intagri, 2014)

8.5.3. Clasificacion taxonomica de Beauveria bassiana
Segun (Utus, 2017)

Reino:  Fungi

Division: Deuteromycotina

Clase: Deuteromycetes

Orden:  Moniliales

Familia: Moniliaceae

Género: Beauveria

Especie: Bassiana

8.5.4. Caracterizacion morfoldgica de Beauveria bassiana
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8.5.4.1.  Caracteristicas macroscopicas

Castillo et al.( 2012) menciona que en el medio de cultivo de PDA los aislamientos
presentaron colonias de aspecto algodonosa al principio, que luego se tornaron
pulverulentas con superficie semi-elevada y crecimiento moderado. Las colonias
presentaron color blanco que durante el crecimiento micelial fue tomando un color

amarillento, y su reverso es blanco o amarillo palido.
8.5.4.2.  Caracteristicas microscopicas

Beauveria bassiana, es un hongo imperfecto, posee hifas septadas que contiene las
estructuras reproductivas denominadas conidioforos, sobre los cuales se desarrollan las
conidias que son células unicas haploides e hidrofébicas, globosas y ovales de color
blanco cremoso posee esterigmas alternados en zigzag alargados en su extremo distal
llamados raquis.

En el caso de cultivos sélidos el hongo produce conidias de forma esférica de 1-3 ums de
didmetro u oval. (Noboa & Alex, 2015)

8.5.5. Mecanismo de accion de Beauveria bassiana.

Noboa & Alex (2015) indican que el mecanismo de accién de Beauveria bassiana sobre

los insectos se divide en las siguientes etapas:

Adhesion de la conidia a la epicuticula del insecto que consiste en la fijacion de los
propégulos del hongo con la superficie del insecto.

La germinacion de la unidad infectiva sobre la cuticula inicia una vez que la conidia emite

uno o varios tubos germinales que al crecer y alargarse dan origen a las hifas.

La penetracion de la cuticula del insecto por el tubo germinativo consiste en la
penetracion de la hifa penetrar a través del integumento que envuelve factores mecanicos
y enzimaticos, desarrollando de esta manera el apresorio que es una estructura celular que
ejerce presion contra las capas cerosas del exoesqueleto del insecto, al mismo tiempo se

liberan varios tipos de enzimas como quitinasas y cutinasas.
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La produccién de metabolitos toxicos por ser parte del hongo entomopatdgeno logra
atacar el complejo proteina-quitina del insecto que, al cruzar la barrera del integumento,
por histdlisis, la Beauveria bassiana produce toxinas las cuales erosionan el granuloma
y permiten a las blastosporas invadir el hemocele, los cuerpos hifales proliferan
solamente después de la muerte del huésped, asi el papel de las toxinas entomdgenas es

de particular importancia en el proceso de infeccion.

Las toxinas como beauvericina, beauverolidos, bassianolides, isarolides, acido oxalico,
destruxinas y tochalasinas causan la muerte del insecto debido a la degeneracion de los
tejidos, producto de la pérdida de la integridad estructural de las membranas seguido de
la deshidratacion de las células por pérdida de fluido

Muerte del huésped: Cuando el insecto huésped fallece, Beauveria bassiana continta
creciendo saprofiticamente y se dispersa a través de todos los tejidos del insecto en
competencia con la flora bacterial intestinal produciendo oosporein, un pigmento
antibiotico rojo que le da una coloraciéon caracteristica al cadaver, aplacando el
crecimiento de bacterias.

Produccion de unidades infectivas en el exterior del insecto: Después de la completa
invasién del cadaver de insecto, el desarrollo posterior del hongo sobre el insecto
momificado depende de la humedad relativa ambiental. En algunas plagas bajo
condiciones de laboratorio, el micelio de Beauveria bassiana emerge y esporula sobre
cualquier parte del insecto, quedando frecuentemente los élitros y cabeza libres de

micelio
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CAPITULO 11l
9. HIPOTESIS

Ho= Con la aplicacion de al menos una de las concentraciones de Beauveria bassiana no sé,
lograra la mortalidad del gorgojo del maiz Sitophilus zeamais.

Ha= Con la aplicacion de al menos una de las concentraciones de Beauveria bassiana, se

lograra la mortalidad del gorgojo del maiz Sitophilus zeamais.

10. METODOLOGIAS Y DISENO EXPERIMENTAL
10.1.Localizacién del ensayo

El ensayo se ubico en el Laboratorio de la Carrera de Agronomia, dentro de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales de la Universidad Técnica de Cotopaxi.
10.1.1. Croquis

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

Gréfico 2. Croquis de ubicacion del proyecto

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

Se manipul6 variables experimentales en condiciones controladas donde se observo y
describi6 el comportamiento si se altera 0 cambia.

10.3.Métodos de Investigacion

10.3.1. Observacion Cientifica

La observacion cientifica permitié obtener una percepcién directa del objeto de

investigacion.
10.3.2. Cuantitativo

Se obtuvo datos que fueron procesados posteriormente 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

Permitid estar en contacto con los insectos plagas que se emplearon en esta investigacion
y a su vez se observd el comportamiento de los mismos al ser inoculados con las

diferentes concentraciones de Beauveria bassiana.

10.5. Materiales y Equipos
10.5.1. Materiales de laboratorio:

1. Insectos infestados con Beauveria bassiana
2. Agar Papa Dextrosa (PDA)
3. Agua destilada

4. Cajas Petri
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10.5.2.

4.

5.

Antibidtico (Gentamax 280)
Pinzas

Agujas de diseccion

Bisturi

Porta y cubre objetos

Cepas de Beauveria Bassiana

Materiales para el ensayo:

Granos de maiz

Tarrinas transparentes de un %
Tapas de las tarrinas

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 Aleatorizado (DBCA), con un arreglo

factorial de 2x5+1; donde se presentd el Factor (A) como Beauveria bassiana (nativa y

comercial), el Factor (B) como las concentraciones (10% 10° 106, 107, 10%) y mas un

testigo (granos de maiz inoculados con el insecto plaga). Se realizaron tres repeticiones

por cada tratamiento planteado, dando un total de 11x3 = 33 unidades experimentales.
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10.7.Unidad Experimental

Cada unidad experimental constd de 100 granos de maiz, tarrinas plasticas transparentes,

en estas tarrinas se inocul6 10 gorgojos.

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: Concentracion

C1=10*

C2=10°

C3=10°

C4=10’

C5=108

10.9. Tratamientos en estudio

A continuacion, se presentan los tratamientos que seran empleados en el ensayo

experimental:

Tabla 2. Tratamientos en estudios acorde al disefio experimental planteado.

TRATAMIENTOS | CONCENTRACION | Beauveria bassiana | SIMBOLOGIA
T1 10* Nativa BnC1
T2 10° Nativa BnC2
T3 10° Nativa BnC3
T4 107 Nativa BnC4
T5 108 Nativa BnC5
T6 10* Comercial BcC1l
T7 10° Comercial BcC2
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T8 10° Comercial BcC3
T9 107 Comercial BcC4
T10 108 Comercial BcC5
T11 Testigo

Fuente: Valeria Sotelo.

En donde:

Bn: Beauveria bassiana nativa
Bc: Beauveria bassiana comercial
C1=10*

Cc2=10°

C3=10°

C4=107

C5=108

10.10. ADEVA

A continuacion, se presenta el ADEVA correspondiente al disefio experimental:

Tabla 3. Esquema del ADEVA

FdeV GL
TRATAMIENTOS 10
BLOQUES 2
FACTOR A (Beauveria) 1
FACTOR B (Concentraciones) 4
FACTOR A*FACTOR B 4
Testigo VS Tratamientos 1
Error 20
Total 32

Fuente: Valeria Sotelo.



10.11.

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

Tabla 4. Variables a evaluar

TIPO DE .
NOMBRE INDICADOR INDICE
VARIABLE
indice de mortalidad
] del gorgojo % de mortalidad de
Mortalidad

DEPENDIENTE

barrenador del

grano

insectos (adultos)

Granos dafados

Dafio causado en los
granos por parte del
gorgojo

% de granos
dafados

Pérdida de peso de

Peso perdido en

semillas de maiz

% de pérdida de

granos . peso de semillas
dafiadas
Concentracion de
esporas
NuUmero de
. 10
] ] Unidades c
INDEPENDIENTE | Beauveria bassiana 10
Formadoras de
) 108
Colonias (UFC)
107
108

Fuente: Valeria Sotelo.

10.12.

Manejo del Experimento
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10.12.1. Fase de captura, aislamiento, re-aislamiento y multiplicacion de

Beauveria bassiana.

Esta esta fase se realiz6 en base a protocolos establecidos como para el método de captura,
metodo de aislamiento, método de re-aislamiento y método de multiplicacion.

10.12.1.1. Método de captura de insectos infectados:

Se emple6 la metodologia utilizada por (Castillo et al., 2012), quien menciona una salida
de campo para la recoleccion de insectos muertos infectados por hongo entomopatégeno
Beauveria, los que se pueden identificar por presentar una cubierta blanca muy densa
formada por el micelio y esporulacién del hongo. Generalmente los insectos atacados se
momifican quedando adheridos en la planta.

A continuacion, se describe el proceso de recoleccion de muestras:

1.- La recoleccion se realizd en un terreno ubicado en el sector “Congoma bajo”
perteneciente a la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas.

2.- Se simulé una camara hiumeda empleando tarrinas plasticas trasparentes y papel
adsorbente.

3.- En el lugar del muestreo empez6 la badsqueda en el interior de los pseudotallos de
platanos cortados y donde se observé insectos adheridos en su interior momificados y
cubiertos por un micelio blanco posiblemente infectados por Beauveria.

4.- Se retird el insecto cuidadosamente del material vegetal y posteriormente se lo
depositd en la camara himeda previamente realizada, para proporcionar condiciones
adecuadas para su desarrollo.

5.- Finalmente la muestra es llevaba al laboratorio para su andlisis.

Informacion mas detalla (consultar el Protocolo de Colecta en el Anexo 15)
10.12.1.2. Método de aislamiento del hongo:

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

A continuacion, los pasos realizados y materiales a utilizados para el aislamiento del

hongo:
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1.- Se elaboré medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA), teniendo en cuenta las
cantidades recomendadas tanto para agua destilada y para agar.

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 esteriliz6 en la autoclave el medio de cultivo, materiales como pinzas, agujas de
diseccion y cajas Petri en el caso que sean de vidrio, en un periodo de tiempo de 45
minutos.

3.- Mientras tanto se desinfectd la camara de flujo de laminar con alcohol, una vez que el
medio y los materiales se esterilizaron totalmente se los colocd en la cdmara y
posteriormente el medio se lo depositd en cada caja Petri.

4.- Ya s6lido el medio, en cada caja Petri se coloc6 las muestras de insectos capturados
y se las sell6 con cinta Parafilm.

5.- Se realiz6 un rotulado para su identificacion, colocando la fecha de elaboracion y tipo
de muestra.

6.- Posteriormente las cajas se cubrié con papel film para evitar contaminaciones y
finalmente se las colocd en la camara de incubacion de 5 — 7 dias a una temperatura
promedio de 24 °C.

7.- Al transcurso de 5 — 7 dias se observé el crecimiento micelial de Beauveria bassiana
la misma que cubri6 por completo al insecto recolectado.

Informacidon maés detalla (consultar el Protocolo de Aislamiento en el Anexo 15)
10.12.1.3. Método de identificacion morfoldgica del hongo:

Este procedimiento se realizd en el laboratorio de la Carrera de agronomia y en un
laboratorio externo (BIONIKA LABS) especializado en este tipo de analisis, dicho
laboratorio solicito un cultivo monosporico del hongo para su identificacion. Por lo cual

se realiza un cultivo monosporico segun la metodologia de Cafiedo et al., (2004)
Se realizo la caracterizacion morfologica:

1.- Se realizo la identificacidn en el microscopio donde se hizo un leve raspado de la parte
micelial del hongo y se lo coloco en un porta objetos, seguidamente se afiadio una gota
de azul de metileno con la finalidad de tefir las estructuras del hongo y finalmente se

observo en el microscopio.
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A continuacion, se detalla los pasos a realizarse y materiales a utilizarse un cultivo

monosporico:

1. Se selecciona cajas Petri con hongo que presentan adecuadas caracteristicas y libres de
contaminacion.

2. En cada caja Petri se coloca agua destilada y con un alza se realiza un raspado dejando
totalmente limpia la caja.

3. El agua destilada con los restos del hongo es depositada en una probeta hasta alcanzar
los 100ml.

4. Una vez obtenida esta solucion se debe realizar un conteo de conidios en una Camara
de Neubauer.

5. En la camara de flujo laminar, con una micropipeta se realiza una dilucion de 900 pl

de agua destilada y 100 ul de la solucién anterior en un tubo Eppendorf o microcentrifuga.
6. Los tubos Eppendorf con la dilucién son agitados por 30 segundos un agitador de tubos.

7. Con una micropipeta se deposita la toda dilucion en una caja Petri con Agar en agua y
con un alza se esparce por toda la caja. Se sella con cinta parafilm y se rotula con fecha
y nombre.

8. Se da un seguimiento de uno o dos dias a las cajas, que son observadas al microscopio
para detectar la presencia de conidios que con la ayuda de un bisturi se recorta la zona y
es trasferida a otra caja Petri con PDA que seréa sellada y rotulada.

9. Un tiempo de 8 dias se puede notar la presencia de colonias formadas del hongo. Esta
caja sera enviada al laboratorio para su analisis.

Informacion mas detalla (consultar el Protocolo de Identificacion en el Anexo 15)
10.12.1.4. Método de multiplicacion del hongo:

Se emple6 la metodologia utilizada por (Choquetarqui et al., 2011) mencionando que, de
los cultivos puros libres de contaminacion, se realizaron varios cortes de 5 mm con un

bisturi y posteriormente sera colocado en un medio de cultivo fresco y suplementado con
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un antibiotico (a base de gentamicina) y sellado con cinta Parafilm y debe ser colocado
en la incubadora.

A continuacién, se detalla los pasos realizados y materiales a utilizados para la
propagacién de Beauveria bassiana:

1.- Se prepard medio de cultivo siguiendo los pasos descritos anteriormente y de la misma
manera se desinfect6 la cdmara de flujo laminar.

2.- Posteriormente cuando el medio de cultivo se llevo a la camara de flujo laminar se
dejo enfriar el mismo a temperatura ambiente y se coloco el antibidtico, en este caso se
ocupd el medicamento “Gentamax 280" en su presentacion de ampolleta, el mismo que
se mezcld con el medio de cultivo.

3.- De la caja Petri que contenga los cultivos monospdricos, se realizé un corte con un
bisturi de la parte que contenga mayor proporcién del micelio blanco y con una pinza se
retird el pedazo cortado y se lo colocé en la caja Petri, seguidamente se coloc6 una cinta
Parafilm y se identificé la caja Petri, finalmente se coloco en la camara de incubacion a
una temperatura promedio de 24°C.

4.- Al transcurso de 7 dias se observo la caja Petri cubierta con B. bassiana. La misma
que sera considerada como el primer subcultivo de la cepa madre (insecto).

5.- Al obtenerse el primer subcultivo limpio y sin contaminacion, se prepar6 nuevamente
medio de cultivo suplementado con el antibidtico.

6.- Del subcultivo de B. bassiana se realiz6 cortes de 5 mm con el bisturi y cada corte se
colocé en una caja Petri respectivamente, seguidamente se sell6 con la cinta Parafilm y
se identifico.

7.- Finalmente se envolvié en papel film y se colocd las cajas en la camara de incubacion
y al transcurso de 5 — 7 dias se observo que las nuevas cajas se encuentran cubiertas con
B. bassiana.

Informacidon maés detalla (consultar el Protocolo de Multiplicacion en el Anexo 15)

10.12.2. Elaboracién de las suspensiones a diferentes concentraciones y conteo de

conidios.

En la ejecucién de esta fase se adaptd la metodologia utilizada por (Mancillas, 2011),

mencionando en primera instancia la preparacion de la suspension madre con un volumen
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de Agua Destilada Estéril de 200 ml que a partir de la cual se realizaron las respectivas
diluciones del hongo Beauveria bassiana.
10.12.2.1. Suspension madre
La elaboracion de la suspension madre se lo realizé de la siguiente forma:

1.- Se selecciond 6 cajas Petri que presenten las mejores caracteristicas del hongo como

su coloracion, esporulacion y libre de contaminacion.

2.- En cada caja Petri se colocé agua destilada para realizar un raspado hasta dejar limpia
la caja.

3.- El agua destilada con los restos del hongo se depositd en una probeta hasta alcanzar
los 100ml.

10.12.2.2. Conteo de conidias

El conteo de conidios de cepas del hongo B. Bassiana, se lo realizd de la siguiente

manera:

1.- La suspension madre se agitd por 1 minuto en el agitador electronico a 300 rpm

(revoluciones por minuto) para obtener una muestra homogénea.

2.- Se extrajo con la micropipeta 2000 uL (microlitro) y se depositd en la Camara de
Neubauer finalmente se colocd un cubre objeto y posteriormente se observo en el

microscopio enfocando a 40X.

3.- El conteo se realizo en forma de zigzag, es decir que de cada cuadrante lateral se conto
de esta manera. Cabe mencionar que Unicamente se contd aquellas esporas que se
encuentren en el interior de cada cuadro descartando aquellas que se encuentren entre

lineas de division y afuera.
Finalmente se aplico la siguiente

Concentracion de esporas = Promedio del conteo de esporas x numero de pL x
diluciones (en el caso de haberlo).
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Informacion maés detalla (consultar el Protocolo de elaboracidn de suspension madre y

conteo de conidias en el Anexo 15)
10.12.2.3. Elaboracion de las concentraciones y su conteo

Una vez ya determinada la concentracion de la suspensién madre se realizaron diluciones

para las demas concentraciones.
1. En cuatro tubos de ensayo (A, B, Cy D) se coloca 9ml de agua destilada en cada uno.

2. Se realiza cuatros diluciones con la ayuda de una pipeta se extrae 1ml de la suspension
madre y es colocada en el tubo de ensayo A, posteriormente de la dilucion A se extrae
1ml y es depositado en el tubo de ensayo B, después se extrae 1ml de la dilucion B y es
depositado en tubo de ensayo C y finalmente de la dilucion C se extrae 1ml y es
depositado el tubo de ensayo D siendo esta la ultima dilucion. Cada dilucion es agitada
por 300 rpm.

3. Se volvié a realizar el conteo de conidios para cada dilucion. Procedimiento en el que

se establecid las concentraciones 104, 10°, 106, 107 y 108,

Informacion mas detalla (consultar el Protocolo de elaboracion de suspensiones a
diferentes concentraciones en el Anexo 15)

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

Previamente se debe realizd la colecta y mantenimiento de los insectos plagas en este
caso del gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais)

10.12.3.1. Colecta y mantenimiento de insecto plaga:

A continuacion, se detalla el proceso y materiales utilizados para la crianza del gorgojo:
Materiales:

1. Granos de maiz infestados con gorgojos

2. Granos de maiz sanos

3. Recipiente plastico



4.

5.

Lienzo

Ligas plasticas. (3)

Procedimiento:
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1.- Los granos infestados con esta plaga se obtuvieron del Proyecto “Granos Andinos™

ubicado en la facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales de la

Universidad Técnica de Cotopaxi.

2.- En un recipiente de plastico amplio, se colocé los granos infestados esparcidos y

posteriormente se adiciond 5 libras de maiz sano.

3.- Seguidamente se cubrid el recipiente plastico con lienzo y se lo sujetd firmemente

con las ligas plasticas

4.- Al trascurso de 4 — 6 semanas se observo que la poblacion de gorgojos se incremento.

Obtenido una alta poblacién de insectos plagas se realizé la inoculacion de los mismos

en los granos de maiz y posteriormente la aplicacion de Beauveria bassiana.

10.12.3.2. Implementacidén del bioensayo

A continuacion, los materiales utilizados en cada unidad experimental:

Materiales:

5.

Granos de maiz

Tarrinas plasticas transparentes de ¥4 (33)
Tapas de tarrinas de ¥ (33)

Tela tul

Ligas pléasticas (2)

Procedimiento:

1.- Se colocé en cada tarrina plastica 100 granos de maiz.
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2.- Se tapo primero una la tapa de la tarrina y se cubrio con la tela tul la parte superior

de la tarrina y se sujetd con las ligas plasticas.

10.12.3.3. Aplicacion de Beauveria bassiana:

La aplicacion se realiz6 de la siguiente manera.

1.- Los 9ml de concentracion anteriormente realizado se deposito en un rociador pequefio.
2.- Se procedi6 a fumigar cada unidad experimental acorde al disefio establecido.

Este proceso sera utilizado para la fumigacién con B. bassiana nativa y B. bassiana

comercial.
10.12.3.4. Inoculacion:
A continuacion, se describe el proceso:
1.- Se inoculé los insectos plagas (10 insectos adultos) por tarina.

2.- Se tap6 primero una la tapa de la tarrina y se cubri6 con la tela tul la parte superior

de la tarrina y se sujetd con las ligas plasticas.
10.13. Datos a Evaluar
10.13.1. Porcentaje de insectos muertos:

Se realizo el conteo de insectos muertos, después de la aplicacién de Beauveria bassiana,
durante cinco dias a la semana, de cada unidad experimental se retird los granos de la
tarrina correspondiente, se expandié en una hoja de papel y verificd la cantidad de

insectos muertos.
Para calcular el porcentaje de mortalidad se empled la siguiente formula:

] Total de insectos muertos
%Mortalidad observada = - (100)
Total de insectos expuestos
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10.13.2. Porcentaje de granos dafados:

Se realizd el conteo de numero de granos infestados, es decir, el conteo de cada grano
que este perforado 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 rompi6 y descarto.

El porcentaje de granos dafiados se calculé mediante la formula: (Harris & Lindblad,
1978)

Numero de granos dahados

G dainado % = 100
rano danado % Total de granos (100

Nota: El registro de datos para el porcentaje de insectos muertos y porcentaje de granos
dafados se realiz6 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 semillas:

Para terminar con la toma de datos se realizo el registro de datos del peso de los granos
dafiados y el peso de los granos sanos en la ultima semana.

El porcentaje de pérdida de peso se calcul6 mediante la formula de:
PD
% Pérdida de peso = 7S (100)

Donde:

PS = Peso promedio de granos sanos

PD = Peso promedio de granos dafiados
10.14. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron registrados de forma ordena en una hoja de calculo del
programa Excel, para posteriormente ser ingresados al programa InfoStat acorde al
disefio experimental planteado en la investigacion y finalmente se obtuvo el ADEVA.
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10.15. ANALISIS PROBIT

En probabilidad y estadistica se llama funcion Probit a la inversa de la funcion de
distribucion o funcion cuantil asociada con la distribucion normal estandar. La funcion
tiene aplicaciones en graficos estadisticos exploratorios y modelos Probit (Sisniegas,
2012).

El procedimiento Probit permite encontrar estimadores m-verosimiles de parametros de
regresion y de tasas naturales (por ejemplo, tasas de mortalidad) de respuesta para
ensayos biolégicos cuantiles, analizando porcentajes de efecto vs. dosis dentro del marco
de la regresion.

Castillo, (2004) mencionada que para el célculo de la CL (Concentracion letal)
generalmente se usa el analisis Probit puede ser con o sin ajuste. En un experimento tipico
de pruebas de toxicidad aguda se tiene la siguiente situacion:

Concentracion de la sustancia (d).
Numero de individuos (n).
Numero de organismos muertos o afectados (r).

Porcentaje de efecto (p).
p = — (100)

La representacion gréfica de p vs. d, o relacién concentracion-respuesta, genera una curva
parabdlica que debe ser presentada en un modelo lineal, para la cual se transforma los
valores d a una escala logaritmica (X = log10(d), lo cual mostrard una relacion
concentracion-respuesta de forma S o sigmoidea normal. Posteriormente, mediante las
tablas de Probit se transforma p (porcentaje de efecto) a unidades probit mediante una
tabla de distribucion normal el valor de z correspondiente a una probabilidad acumulada
igual a p y se obtiene una distribucién de puntos en un sistema bivariado de tipo lineal,
los cuales se procesan segun un andlisis de regresion tipico. Hay que recordar que Probit
es una transformacion sobre la tasa de efecto (p), y la ecuacion generada es de la forma

y=a-+ bx
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Donde:

y (expresado en unidades probit) = z+5

z = Variable normal estdndar = z0 tal que la Prob (z< z0)=p

a'y b son los estimadores de los parametros de la recta de regresion
Asi, cuando p=50% entonces y=>5, por lo tanto:

x5 = logio CLso, entonces CLsg = 10xs

Para facilitar los calculos, para esta investigacion este analisis se realizé en Excel y

software STATGRAPHICS para los graficos se empleo el programa InfoStat.

El procedimiento Probit permite encontrar estimadores m-verosimiles de parametros de
regresion y de tasas naturales (por ejemplo, tasas de mortalidad) de respuesta para
ensayos bioldgicos cuantales, analizando porcentajes de efecto vs. dosis dentro del marco

de la regresion.
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CAPITULO IV

11. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
11.1. Andlisis de Mortalidad Sitophilus zeamais

En las siguientes tablas se presentan los datos de mortalidad de Sitophilus zeamais
controlados con Beauveria bassiana en diferentes concentraciones almacenados en granos
de maiz bajo condiciones controladas.

Graéfico 3. Porcentaje de mortalidad total de los tratamientos.
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Fuente: Valeria Sotelo.

En el grafico 1, se observa la mortalidad de los tratamientos, siendo el T5 (Beauveria
bassiana con concentracion 108) el mayor porcentaje con un 100% mientras que el T11
(Testigo) obtuvo un 0% de mortalidad.

Tabla 5. ADEVA para la variable de porcentaje de Mortalidad de Sitophilus zeamais

F.V. SC Gl CM F p-valor
TRATAMIENTOS 5,47 10 0,55 193,75 <0,0001 **
BLOQUES 3,00E-03 2 1,50E-03 0,52 0,6 ns
FACTOR A (Beauveria) 1,92 1 1,92 685,71 <0,0001 **

FACTOR B (Concentraciones) 1,61 4 0,4 142,86 <0,0001 **
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FACTOR A*FACTOR B 0,67 4 0,17 60,71 <0,0001 **
Testigo VS Tratamientos 1,27 1 1,27 450,95 <0,0001 **
Error 0,06 20 2,80E-03

Total 5,53 32

CV% 8,55

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 5, se puede observar que, si existe diferencias altamente significativas para el

Factor A, Factor B, su respectiva interaccion, tratamientos y el testigo vs tratamientos. En el

cual se obtuvo un coeficiente de variacion de 8,55% lo que se interpreta que existié un

correcto manejo de las unidades experimentales durante toda la fase de estudio.

Tabla 6. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos en la mortalidad de Sitophilus

zeamais
Tratamientos Medias n E.E. Rangos
T5 Beauveria nativa C5 1,57 3 003A
T4 Beauveria nativa C4 1,11 3 0,03 B
T3 Beauveria nativa C3 0,89 3 0,03 C
T2 Beauveria nativa C2 0,58 3 0,03 D
T10 Beauveria comercial C5 0,58 3 0,03 D
Tl Beauveria nativa C1l 0,54 3 0,03 D
T8 Beauveria comercial C3 0,46 3 0,03 D E
T9 Beauveria comercial C4 0,42 3 0,03 D E
T7 Beauveria comercial C2 0,37 3 0,03 E
T6 Beauveria comercial C1l 0,32 3 0,03 E

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 6, se observa que el T5 (Beauveria nativa con concentracion 10%) se encuentra en

el rango A con una media de 1,57 siendo el mayor, mientras que el T6 (Beauveria comercial

con concentracion 10%) se ubica en el rango E con una media de 0,32 siendo el menor.
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Gréfica 4. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos en la mortalidad de

Sitophilus zeamais.
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Fuente: Valeria Sotelo.

Los datos obtenidos de la mortalidad de Sitophilus zeamais son similares con lo observado
por Kassa et al. (2011) quienes en su experimento con Beauveria bassiana y Sitophilus
zeamais encontraron una mortalidad del 93% al 95% en la concentracion de conidios méas
alta (1x10%), misma concentracion que se empled en la investigacion pero en cual se obtuvo
un 100% de mortalidad. También los autores registraron en la concentracion mas baja
(1x10% una mortalidad que varié del 25% al 28,33%, valores similares a la mortalidad
obtenida en la concentracion mas baja (10 con un 26%. Ademas, los mismos autores
concluyeron que a partir de la concentracion 107 de Beauveria bassiana son los mas
virulentos para Sitophilus zeamais, dato que concuerda con la mortalidad obtenida de la

concentracion (107) con un 80%.

A continuacidn, se aplico la prueba de Tukey al 5 %, para la comparacion de rangos para
cada uno de los factores, su interaccion y tratamientos que tienen significancia estadistica en

el porcentaje de mortalidad de Sitophilus zeamais.

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

FACTOR A Medias n E.E. Rangos
Beauveria nativa 0,94 15 0,01 A
Beauveria comercial 0,43 15 0,01 B

Fuente: Valeria Sotelo.
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En la tabla 7, se observa que tenemos dos rangos, la Beauveria nativa se encuentra en el
rango A con una media de 0,94 siendo el mayor, mientras que la Beauveria comercial se

ubica en el rango B con una media de 0,43 siendo el menor.

Gréfica 5. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para el Factor A.
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Tabla 8. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para el Factor B.

FACTORB Medias n E.E. Rangos
C5 1,08 6 0,02 A
C4 0,76 6 0,02
C3 0,68 6 0,02
C2 0,47 6 0,02 C
C1l 0,43 6 0,02 C

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 8, Se observa que tenemos tres rangos, la C5 (Concentracion 10%) se encuentra en
el rango A con una media de 1,08 siendo el mayor, mientras que las C4 (Concentracion 107)
y C3 (Concentracion 10°) se ubican dentro del rango B con una media que oscila entre 0,68
a 0,76. Por altimo, tenemos las C2 (Concentracion 10°) y C1(Concentracion 10%) en el al

rango C con una media que varia entre 0,43 a 0,47 siendo el menor.
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Gréfica 6. Prueba de Tukey, para la comparacion de rangos para el Factor B
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Fuente: Valeria Sotelo.

Tabla 9. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para la interaccion entre el

Factor Ay Factor B.

FACTORA FACTORB Medias n E.E. Rangos

B nativa C5 1,57 3 0,03 A

B nativa C4 1,11 3 0,03 B

B nativa C3 0,89 3 0,03 C

B nativa Cc2 0,58 3 0,03 D
B comercial C5 0,58 3 0,03 D

B nativa C1l 0,54 3 0,03 D
B comercial C3 0,46 3 0,03 D E
B comercial C4 0,42 3 0,03 D E
B comercial C2 0,37 3 0,03 E
B comercial C1 0,32 3 0,03 E

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 9, Se observa que tenemos cinco rangos, la Beauveria nativa con C5
(Concentracion 108) se encuentra en el rango A con una media de 1,57 siendo el mayor rango,
después sigue la Beauveria nativa con C4 (Concentracion 107) se ubica en el rango B con
una media de 1,11 mientras que la Beauveria nativa con C3 (Concentracion 107) con una

media de 0,89 que en el rango C. Posteriormente tenemos el rango D con una media que
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oscila entre 0,42 — 0,58 y por ultimo, al rango E con una media que varia entre 0,32 a 0,37

siendo el menor.

Gréfica 7. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para la interaccion entre el

Factor Ay el Factor B
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Fuente: Valeria Sotelo.

Tabla 10. Prueba de Tukey 5%, para la comparacién de rangos para los tratamientos.

TRATAMIENTOS  Medias n E.E. Rangos
T5 1,57 3 0,03 A
T4 1,11 3 0,03 B
T3 0,89 3 0,03 C
T2 0,58 3 0,03 D
T10 0,58 3 0,03 D
T10 0,54 3 0,03 D
T8 0,46 3 0,03 D F
T9 0,42 3 0,03 F
T7 0,37 3 0,03 F
T6 0,32 3 0,03 F
T11 0 3 0,03 G

Fuente: Valeria Sotelo.
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En la tabla 10, Se observa que tenemos siete rangos, el T5 (Beauveria nativa con
concentracion 108) se encuentra en el rango A con una media de 1,57 siendo el mayor rango,
después sigue el T4 (Beauveria nativa con concentracion 107) se ubica en el rango B con una
media de 1,11 mientras que el T3 (Beauveria nativa con concentracion 107) con una media
de 0,89 que en el rango C. Por ultimo, al rango G el T11 (testigo) con una media de 0 siendo

el menor.

Grafica 8. Prueba de Tukey 5%, para la comparacién de rangos para los tratamientos.
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Fuente: Valeria Sotelo.

CONTRASTES ORTOGONALES.

Al tener una diferencia altamente significativa se realiza una prueba de contrastes
ortogonales, donde se compara y corrobora las diferencias existentes entre tratamientos,

Tabla 11. Contraste Testigo VS Tratamientos

TRATAMIENTOS Contraste E.E. SC GI CM F p-valor
Contrastel -6,83 0,31 1,27 1 1,3 471 <0,0001 **
Total 1,27 1 1,3 471 <0,0001

Fuente: Valeria Sotelo.
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En latabla 11, se observa que, si existe una diferencia altamente significativa entre el testigo
y los tratamientos. Eso quiere decir que tanto el testigo como los tratamientos se comportaron
diferente dentro de la investigacion.

Tabla 12. Contraste del Factor A

FACTOR A Contraste E.E. SC GI CM F p-valor
Contrastel -0,51 0,02 1,92 1 1,9 615 <0,0001 **
Total 1,92 1 1,9 615 <0,0001

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 12, se observa que, si existe una diferencia altamente significativa en el Factor A
ya que al compararlas la Beauveria Nativa obtuvo mejores resultados que la Beauveria

Comercial.

Tabla 13. Contraste del Factor B.

FACTORB Contraste E.E. SC GI CM F p-valor
Contrastel -1,27 0,1 0,48 1 0,5 154 <0,0001 **
Contraste2 -1,09 0,08 0,59 1 0,6 190 <0,0001 **
Contraste3 -0,49 0,06 0,24 1 0,2 76 <0,0001 **
Contraste4 -0,31 0,03 0,3 1 0,3 95 <0,0001 **
Total 1,61 4 0,4 129 <0,0001

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 13, se observa que, si existe una diferencia altamente significativa en el Factor B,
esto se refiere a que las concentraciones (104 10° 10° 10 y 10%) empleadas en la
investigacion se comportaron de manera diferente. Ya que la concentracion méas alta 108 fue
la que mas se destaco entre todas las demas.

Tabla 14. Contraste del Factor A* Factor B.

FACTOR A*FACTOR B Contraste E.E. SC gl CM F p-valor

Contrastel -3,61 0,31 0,44 1 04 139 <0,0001 **

Contraste?2 -3,19 0,27 0,42 1 04 136 <0,0001 **
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Contraste3 -2,43 0,24 0,32 1 0,3 101 <0,0001 **
Contraste4 -2,76 0,21 0,54 1 05 175 <0,0001 **
Contraste5 -1,78 0,18 0,32 1 03 102 <0,0001 **
Contraste6 -1,99 0,14 0,6 1 0,6 191 <0,0001 **
Contraste? -1,82 0,11 0,83 1 08 266 <0,0001 **
Contraste8 -0,91 0,08 0,41 1 0,4 131 <0,0001 **
Contraste9 -0,46 0,05 0,32 1 03 103 <0,0001 **
Total 4,2 9 0,5 149 <0,0001

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 14, se observa que, si existe una diferencia altamente significativa en el Factor
A*B. La interaccion entre estos dos factores si influyo dentro de la investigacion

11.1.1Mortalidad de Sitophilus zeamais por semanas

Gréfica 9. Porcentaje de Mortalidad en la semana uno.
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Fuente: Valeria Sotelo.

En la grafica 9, se observa los tratamientos con mayor porcentaje de mortalidad son el T9
(Beauveria comercial con concentracion 107) y T10 (Beauveria comercial con concentracion
108) con un 7% cada uno, los demas tratamientos obtuvieron un porcentaje que varia de 0%
a 3%.
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Gréfica 10. Porcentaje de Mortalidad en la semana dos.
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Fuente: Valeria Sotelo.

En la grafica 10, se observa el tratamiento con mayor porcentaje de mortalidad es T5
(Beauveria nativa con concentracion 108) con un 40%, seguido por T4 (Beauveria nativa con
concentracion 107) con un 23%, los demas tratamientos tuvieron un porcentaje que oscila

entre 3% - 10% mientas que el T11 (testigo) mantuvo un 0% siendo el menor porcentaje de
mortalidad.

Grafica 11. Porcentaje de Mortalidad en la semana tres.
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Fuente: Valeria Sotelo.

En la grafica 11, se observa el tratamiento con mayor porcentaje de mortalidad es T5
(Beauveria nativa con concentracion 108) con un 53%, seguido por T4 (Beauveria nativa con
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concentracion 107) con un 43%, después el T3 (Beauveria nativa con concentracion 10°) con
un 40%, a continuacion, el T1 (Beauveria nativa con concentracion 10*) con 13%, mientras
que los demas tratamientos obtuvieron una mortalidad entre 3% al 0%.

Gréfica 12. Porcentaje de Mortalidad en la semana cuatro.
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Fuente: Valeria Sotelo.

En la grafica 12, se observa el tratamiento con mayor porcentaje de mortalidad es T2
(Beauveria nativa con concentracion 10°) con 26%, seguido por el T10 (Beauveria comercial
con concentracion 108) con un 16%, los demas tratamientos tienen un porcentaje que varia
entre 3% al 10%. EI T11 (testigo) en las todas semanas tuvo un 0%.

11.2.Anélisis de Porcentaje de Granos dafiados

En las siguientes tablas se presentan los datos del porcentaje de granos dafiados de maiz.

Gréfico 13. Porcentaje de granos dafiados total de los tratamientos.
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Fuente: Valeria Sotelo.
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En el grafico 13, se observa el T5 (Beauveria bassiana con concentracion 10%) el menor
porcentaje con un 25% mientras que el T11 (Testigo) obtuvo un 80% siendo el mayor
porcentaje.

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

F.V. SC al CM F p-valor
TRATAMIENTOS 0,58 10 0,06 1727,28 <0,0001 **
BLOQUES 4,00E-05 2 2,00E-05 0,6 0,5595 ns
FACTOR A (Beauveria) 0,04 1 0,04 1212,12 <0,0001 **
FACTOR B (Concentraciones) 0,12 4 0,03 909,09 <0,0001 **
FACTOR A*FACTOR B 0,05 4 0,01 303,03 <0,0001 **
Testigo VS Tratamientos 0,37 1 0,37 11162,26 <0,0001 **
Error 6,70E-04 20 3,30E-05
Total 0,58 32
CV% 0,76

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 15, se puede observar que, si existe diferencias altamente significativas para el
Factor A, Factor B, su interaccidn, tratamientos y testigo vs tratamientos. En el cual se obtuvo
un coeficiente de variacion de 0,76% lo que se interpreta que existio un correcto manejo de

las unidades experimentales durante toda la fase de estudio.

Tabla 16. Prueba de Tukey 5%, para la comparacién de rangos en los granos dafiado.

Tratamientos Medias n E.E. Rangos
T5 Beauveria nativa C5 0,53 3 3,10E-03 A
T4 Beauveria nativa C4 0,63 3 3,10E-03 B
T10 Beauveria comercial C5 0,74 3 3,10E-03 C
T8 Beauveria comercial C3 0,75 3 3,10E-03 C
T9 Beauveria comercial C4 0,75 3 3,10E-03 C
T3 Beauveria nativa C3 0,75 3 3,10E-03 C
T2 Beauveria nativa c2 0,79 3 3,10E-03 D
T1 Beauveria nativa Ci1 0,79 3 3,10E-03 D E
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T6 Beauveria comercial C1 0,8 3 3,10E-03 D E
T7 Beauveria comercial C2 0,81 3 3,10E-03

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 16, se puede observar que el T5 (Beauveria nativa con concentracion 108) se
encuentra en el rango A con una media de 0,53 siendo el menor, mientras que el T7
(Beauveria comercial con concentracion 10°) se ubica en el rango E con una media de 0,81

siendo el mayor.

Gréfica 14. Prueba de Tukey 5%, para la comparacién de rangos en los granos dafiados.
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Fuente: Valeria Sotelo.

Los resultados obtenidos en la variable porcentaje de granos dafiados son similares a los
resultados obtenidos de Castillo (2014) quien en su experimento con Beauveria bassiana y
Sitophilus zeamais obtuvo un 24,5% siendo el menor y al comparar con los datos obtenidos
de la presente investigacion que puede notar que solo existe un 5% de diferencia ya que el
menor porcentaje de granos dafiados fue de 25% en el T5 (Beauveria nativa con

concentracion 108).

Ademas, los mismos autores obtuvieron un porcentaje alto en el testigo en comparacion con
los otros tratamientos, situacion similar que se evidencio en la investigacion. El testigo (T11)
obtuvo un 80% dato que concuerda con Garcia & Bergvinson (2007) quienes mencionan
que en granos no controlados, es decir no fumigados la plaga Sitophilus zeamais puede llegar

a dafar en una 80%.
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A continuacién, se aplic6 la prueba de Tukey al 5 %, para la comparacién de rangos para
cada uno de los factores e interacciones que tienen significancia estadistica en los granos
dafados.

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

FACTOR A Medias n E.E. Rangos
Beauveria nativa 0,7 15 1,40E-03 A
Beauveria comercial 0,77 15 1,40E-03 B

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 17, se puede observar que tenemos dos rangos, la Beauveria nativa se encuentra
en el rango A con una media de 0,7 siendo el menor, mientras que la Beauveria comercial se

ubica en el rango B con una media de 0,77 siendo el mayor.

Gréfica 15. Prueba de Tukey 5%, para la comparacién de rangos para el Factor A.
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Fuente: Valeria Sotelo.

Tabla 18. Prueba de Tukey, para la comparacion de rangos para el Factor B.

FACTOR B Medias n E.E. Rangos
C5 0,63 6 2,20E-03 A
C4 0,69 6 2,20E-03 B
C3 0,75 6 2,20E-03 C
Cl 0,79 6 2,20E-03 D
C2 0,8 6 2,20E-03 D

Fuente: Valeria Sotelo.
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En la tabla 18, se observa que tenemos cuatro rangos, la C5 (Concentracion 108) se encuentra
en el rango A con una media de 0,63 siendo el menor, seguido por la C4 (Concentracion 107)
que se ubica dentro del rango B con una mediade 0,69 después continua la C3 (Concentracion
106) en el al rango C con una media. Por Gltimo, tenemos las C1(Concentracion 10%) y C2
(Concentracion 10°) en el rango D con una media que varia entre 0,79 a 0,80 siendo el menor.

Gréfica 16. Prueba de Tukey 5%, para la comparacién de rangos para el Factor B
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Fuente: Valeria Sotelo.

Tabla 19. Prueba de Tukey, para la comparacion de rangos para la interaccion entre el Factor

A'y Factor B.
FACTORA FACTORB Medias n E.E. Rangos
B nativa C5 0,53 3 3,10E-03 A
B nativa C4 0,63 3 3,10E-03 B
B comercial C5 0,74 3 3,10E-03 C
B comercial C3 0,75 3 3,10E-03 C
B comercial C4 0,75 3 3,10E-03 C
B nativa C3 0,75 3 3,10E-03 C
B nativa Cc2 0,79 3 3,10E-03 D
B nativa C1 0,79 3 3,10E-03 D E
B comercial C1 0,8 3 3,10E-03 D E
B comercial C2 0,81 3 3,10E-03 E

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 19, se observa que tenemos cinco rangos, la Beauveria nativa con C5
(Concentracion 108) se encuentra en el rango A con una media de 0,53 siendo el menor rango,
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después sigue la Beauveria nativa con C4 (Concentracion 107) se ubica en el rango B con
una media de 0,63 mientras que la Beauveria comercial con C5 (Concentracion 108) ,
Beauveria comercial con C3 (Concentracion 10°), Beauveria comercial con C4
(Concentracion 107) y la Beauveria nativa con C3 (Concentracién 107) con una media de
varia 0,74 - 0,75 que en el rango C. Posteriormente tenemos las siguientes interacciones
Beauveria nativa con C2 (Concentracion 10°%) y Beauveria nativa con C1(Concentracion
10*) con una media 0,79 siendo el rango D. Por ultimo, tenemos la Beauveria comercial con
C1(Concentracion 10%) y Beauveria comercial con C2 (Concentracion 10°) dentro al rango

E con una media que varia entre 0,80 a 0,81 siendo el mayor rango.

Gréfica 17. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para la interaccion entre el
Factor Ay el Factor B.
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Fuente: Valeria Sotelo.

Tabla 20. Prueba de Tukey 5%, para la comparacién de rangos para los tratamientos.

TRATAMIENTOS Medias n E.E. Rangos
T5 0,53 3 3,30E-03 A
T4 0,63 3 3,30E-03 B
T10 0,74 3 3,30E-03 C
T9 0,75 3 3,30E-03 C
T8 0,75 3 3,30E-03 C
T3 0,75 3 3,30E-03 C
T2 0,79 3 3,30E-03 D
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T1 0,79 3 3,30E-03 D E

T6 0,8 3 3,30E-03 D E

T7 0,81 3 3,30E-03 E
T11 11 3 3,30E-03 F

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 20, se observa que tenemos seis rangos, el T5 (Beauveria nativa con concentracion
108) se encuentra en el rango A con una media de 0,53 siendo el menor rango, después sigue
el T4 (Beauveria nativa con concentracion 107) se ubica en el rango B con una media de 0,63
y por ultimo el T11 (testigo) dentro al rango F con una media de 1,1 siendo el mayor rango.

Gréfica 18. Prueba de Tukey 5%, para la comparacién de rangos para los tratamientos.

12

11
074 075 075 o075 079 079 08 08
: 0,63
0,53
O’ |
TS T4 TIO TO T8 T3 T2 TL T T7 Til

Medias
o o o
N S D (o)

0

Tratamientos

Fuente: Valeria Sotelo.

CONTRASTES ORTOGONALES.
Al tener una diferencia altamente significativa se realiza una prueba de contrastes
ortogonales, donde se compara y corrobora las diferencias existentes entre tratamientos,

testigos y cada una de sus factores.

Tabla 21. Contraste Testigo VS Tratamientos

TRATAMIENTOS Contraste E.E. SC gl CM F p-valor
Contrastel 3,7 0,03 3,70E-01 1 3,70E-01 1,16E+04 <0,0001 **
Total 3,70E-01 1 3,70E-01 1,16E+04 <0,0001

Fuente: Valeria Sotelo.
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En latabla 21, se observa que, si existe una diferencia altamente significativa entre el testigo
y los tratamientos. Eso quiere decir que tanto el testigo como los tratamientos se comportaron
diferente dentro de la investigacion.

Tabla 22. Contraste del Factor A

FACTORA  Contraste E.E. SC gl CM F p-valor
Contrastel 0,07 2,00E-03 0,04 1 0,04 124352 <0,0001 **
Total 0,04 1 0,04 124352 <0,0001

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 22, se observa que, si existe una diferencia altamente significativa en el Factor A
ya que al compararlas la Beauveria Nativa obtuvo mejores resultados que la Beauveria
Comercial.

Tabla 23. Contraste del Factor B.

FACTORB Contraste E.E. SC gl CM F p-valor
Contrastel 0,3 0,01 0,03 1 0,03 93553 <0,0001 **
Contraste2 0,31 0,01 0,05 1 0,05 1628,58 <0,0001 **
Contraste3 0,17 0,01 0,03 1 0,03 1036,27 <0,0001 **
Contraste4 0,06 3,10E-03 0,01 1 0,01 319,56 <0,0001 **
Total 0,12 4 0,03 979,98 <0,0001

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 23, se observa que, si existe una diferencia altamente significativa en el Factor B,
esto se refiere a que las concentraciones (104 10° 10° 107 y 10%) empleadas en la
investigacion se comportaron de manera diferente. Ya que la concentracion mas alta 10® fue
la que mas se destacd entre todas las demas.
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FACTOR g
A*FACTOR B Contraste E.E. SC | CM F p-valor
Contrastel 0,62 0,03 0,01 1 0,01 438,98 <0,0001 **
Contraste2 0,71 0,03 0,02 1 0,02 718,81 <0,0001 **
Contraste3 0,26 0,02 3,60E-03 1 3,60E-03 122,38 <0,0001 **
Contraste4 0,26 0,02 4,80E-03 1 4,80E-03 163,17 <0,0001 **
Contraste5 0,22 0,02 4,80E-03 1 4,80E-03 163,4 <0,0001 **
Contraste6 0,47 0,01 0,03 1 0,03 1122,29 <0,0001 **
Contraste7 0,44 0,01 0,06 1 0,05 1663,97 <0,0001 **
Contraste8 0,34 0,01 006 1 0,06 1994,18 <0,0001 **
4,40E-
Contraste9 -0,11 03 0,02 1 0,02 565,29 <0,0001 **
Total 02 9 0,02 772,5  <0,0001

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 24, se observa que, si existe una diferencia altamente significativa en el Factor

A*B. La interaccion entre estos dos factores si influyo dentro de la investigacion.

Tabla 25. Porcentaje de granos dafiados por semanas

PORCENTAJE DE GRANOS DANADOS
TRATAMIENTOS SEMANA1 | SEMANA2 | SEMANA3 | SEMANA4
T1 17 16 8 10
T2 15 14 11 10
T3 14 13 10 10
T4 11 12 7 5
T5 10 10 5 0
T6 16 15 11 9
T7 15 15 11 11
T8 15 14 8 9
T9 15 14 7 9
T10 13 12 11 10
T11 24 24 20 11

Fuente: Valeria Sotelo.
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Gréfica 19. Porcentaje de granos dafiados por semanas
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Fuente: Valeria Sotelo.

En la gréafica 19, se observa en la Semana 1 los tratamientos con menor porcentaje de granos
dafiados son el T4 (Beauveria nativa con concentracion 107) y T5 (Beauveria nativa con
concentracion 108) con un porcentaje que 10% y 11%, mientras que T11 (testigo) obtuvo un
24% siendo el mayor porcentaje de granos dafiados los demas tratamientos obtuvieron un
porcentaje que va desde los 13% hasta el 17%. En la Semana 2 el tratamiento con menor
porcentaje de granos dafiados es T5 (Beauveria nativa con concentracion 10%) con un 10%,
mientras que T11 (testigo) obtuvo un 24% siendo el mayor porcentaje de granos dafiados los
demas tratamientos obtuvieron un porcentaje que varia del 12% hasta el 16%. En la Semana
3 el tratamiento con menor porcentaje de granos dafiados es T5 (Beauveria nativa con
concentracion 10%) con un 5%, mientras que T11 (testigo) obtuvo un 20% siendo el mayor
porcentaje de granos dafiados los demés tratamientos obtuvieron un porcentaje que va del
7% al 11%. En la Semana 4 los tratamientos con menor porcentaje de granos dafiados son
el T4 (Beauveria nativa con concentracion 107) y T5 (Beauveria nativa con concentracion
108) con un porcentaje que 0% y 5%, mientras que los demas tratamientos obtuvieron un
porcentaje que va desde los 9% hasta el 11%.
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En las siguientes tablas se presentan los datos del porcentaje de pérdida de peso.

Gréfico 20. Porcentaje de pérdida de peso total de los tratamientos.
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Fuente: Valeria Sotelo.
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En el grafico 20, se observa que el T5 (Beauveria nativa con concentracion 108) con un 29%

siendo el menor, seguido por T4 (Beauveria nativa con concentracion 107) con un 38%,

mientras que el T11 (testigo) con un 82% siendo el mayor porcentaje en la pérdida de peso.

Los demas tratamientos varian entre 55% a 58%.

Tabla 26. ADEVA para la variable del porcentaje de pérdida de peso.

F.V. SC al CM F p-valor
TRATAMIENTOS 0,58 10 0,06 1448,01 <0,0001 **
BLOQUES 2,20E-04 2 1,10E-04 2,76 0,0875 ns
FACTOR A (Beauveria) 0,06 1 0,06 1500,00 <0,0001 **
FACTOR B (Concentraciones) 0,11 4 0,03 750,00 <0,0001 **
FACTOR A*FACTOR B 0,08 4 0,02 500,00 <0,0001 **
Testigo VS Tratamientos 0,32 1 0,32 8100,27 <0,0001 **
Error 8,00E-04 20 4,00E-05
Total 0,58 32
CV% 0,76

Fuente: Valeria Sotelo.
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En la tabla 26, se puede observar que, si existe diferencias altamente significativas para el
Factor A, Factor B, su interaccion, tratamientos y testigo vs tratamientos. En el cual se obtuvo
un coeficiente de variacion de 0,76% lo que se interpreta que existié un correcto manejo de

las unidades experimentales durante toda la fase de estudio.

Tabla 27. Prueba de Tukey 5%, para la comparacién de rangos del porcentaje de pérdida de

peso.
Tratamientos Medias n E.E. Rangos
T5 Beauveria nativa C5 0,58 3 3,40E-03 A
T4 Beauveria nativa C4 0,67 3 3,40E-03 B
T3 Beauveria nativa C3 0,82 3 3,40E-03 C
T8 Beauveria comercial C3 0,83 3 3,40E-03 C
T10 Beauveria comercial C5 084 3 3,40E-03 C D
T9 Beauveria comercial C4 084 3 3,40E-03 CD
Tl Beauveria nativa C1 0,85 3 3,40E-03 D E
T2 Beauveria nativa c2 0,85 3 3,40E-03 D E
T6 Beauveria comercial Cl1 0,86 3 3,40E-03 E F
T7 Beauveria comercial c2 0,87 3 3,40E-03 F

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 27, se observa que el T5 (Beauveria nativa con concentracion 108) se encuentra
en el rango A con una media de 0,58 siendo el menor, mientras que el T7 (Beauveria
comercial con concentracion 10°) se ubica en el rango F con una media de 0,87 siendo el

mayor.

Grafica 21. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos en los granos dafiados.

1

0.8 T T I I T I B T
&8 I
= 0,6 L
L 0,84 0,84 0,85 0,85 0,86 0,87
s 0,4 058 0,67 0,82 0,83 L !

0,2
0
T5 T4 T3 T8 T10 T9 T1 T2 T6 T7

Tratamientos

Fuente: Valeria Sotelo.
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De acuerdo a los datos obtenidos en esta variable se observa que existe una similitud con
Castillo, (2014) ya que porcentaje de pérdida de peso fue menor en los granos tratados con
productos naturales que el porcentaje de los granos no tratados, como es caso de la
investigacion ya que el T5 (Beauveria nativa con concentracion 108) obtuvo un 29,7%
mientras que el testigo (T11) obtuvo un 82,9%.

A continuacidn, se aplico la prueba de Tukey al 5 %, para la comparacion de rangos para
cada uno de los factores e interacciones que tienen significancia estadistica en porcentaje de

pérdida de peso.

Tabla 28. Prueba de Tukey 5%, para la comparacién de rangos para el Factor A.

FACTOR A Medias n E.E. Rangos
Beauveria nativa 0,75 15 1,50E-03 A
Beauveria comercial 0,85 15 1,50E-03 B

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 28, se observa que tenemos dos rangos, la Beauveria nativa se encuentra en el
rango A con una media de 0,75 siendo el menor rango, mientras que la Beauveria comercial

se ubica en el rango B con una media de 0,85 siendo el mayor rango.

Gréfica 22. Prueba de Tukey 5%, para la comparacién de rangos para el Factor A.
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Tabla 29. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para el Factor B.

FACTOR B Medias n E.E. Rangos
C5 0,71 6 2,40E-03 A
C4 0,76 6 2,40E-03 B
C3 0,82 6 2,40E-03 C
Cl 0,85 6 2,40E-03 D
C2 0,86 6 2,40E-03 D

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 29, se observa que tenemos cuatro rangos, la C5 (Concentracion 10%) se encuentra

en el rango A con una media de 0,71 siendo el menor rango, seguido por el C4 (Concentracion

107) con una media de 0,76 en el rango B, después se ubica el C3 (Concentracion 10°) con

una media de 0,82 en el rango C. Por ultimo, tenemos las C1(Concentracion 10%) y C2

(Concentracion 10°) dentro al rango D con una media que varia entre 0,85 a 0,86 siendo el

mayor rango.

Gréfica 23. Prueba de Tukey 5%, para la comparacién de rangos para el Factor B.
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Tabla 30. Prueba de Tukey, para la comparacion de rangos para la interaccién entre el Factor

Ay Factor B.
FACTOR A FACTOR B Medias n E.E. Rangos
B nativa C5 0,58 3 3,40E-03 A
B nativa C4 0,67 3 3,40E-03 B
B nativa C3 0,82 3 3,40E-03 C
B comercial C3 0,83 3 3,40E-03 C
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B comercial C5 0,84 3 3,40E-03 C D
B comercial C4 0,84 3 3,40E-03 C D
B nativa C1 0,85 3 3,40E-03 D E
B nativa C2 0,85 3 3,40E-03 D E
B comercial C1 0,86 3 3,40E-03 E F
B comercial C2 0,87 3 3,40E-03 F

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 30, se observa que tenemos seis rangos, la Beauveria nativa con C5
(Concentracion 10%) se encuentra en el rango A con una media de 0,58 siendo el menor rango,
después sigue la Beauveria nativa con C4 (Concentracion 107) se ubica en el rango B con
una media de 0,67 mientras que la Beauveria nativa con C3 (Concentracion 10°) y Beauveria
comercial con C3 (Concentracion 10°) con una media que varia 0,82 - 0,83 que en el rango
C. Posteriormente el rango D con una media 0,84, mientras el rango E con una de media 0,85
y por ultimo el rango F con una media que varia entre 0,86 a 0,87 siendo el mayor rango.

Gréfica 24. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para la interaccion entre el

Factor Ay el Factor B.
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Fuente: Valeria Sotelo.

Tabla 31. Prueba de Tukey 5%, para la comparacién de rangos para los tratamientos.

TRATAMIENTOS Medias n E.E. Rangos
T5 0,58 3 3,60E-03 A
T4 0,67 3  3,60E-03 B

T3 0,82 3  3,60E-03 C
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T8 0,83 3  3,60E-03 C
T10 0,84 3  3,60E-03 CcC D

T9 0,84 3  3,60E-03 cC D

T1 0,85 3  3,60E-03 D E

T2 0,85 3  3,60E-03 D E

T6 0,86 3  3,60E-03 E F

T7 0,87 3  3,60E-03 F
T11 1,14 3  3,60E-03 G

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 31, se observa que tenemos siete rangos, el T5 (Beauveria nativa con
concentracion 108) se encuentra en el rango A con una media de 0,58 siendo el menor rango,
después sigue el T4 (Beauveria nativa con concentracion 107) se ubica en el rango B y por

altimo el T11 (testigo) en el rango G con una media de 1,14 siendo el mayor rango

Gréfica 25. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para los tratamientos.
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Fuente: Valeria Sotelo.

CONTRASTES ORTOGONALES.

Al tener una diferencia altamente significativa se realiza una prueba de contrastes
ortogonales, donde se compara y corrobora las diferencias existentes entre tratamientos,

testigos y cada una de sus factores.



Tabla 32. Contraste Testigo VS Tratamientos
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TRATAMIENTOS Contraste E.E. SC

gl CM

F

p-valor

Contrastel 3,44 0,04 0,32
Total 0,32

1 0,32 6983,76 <0,0001 **

-

0,32 6983,76 <0,0001

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 32, se observa que, si existe una diferencia altamente significativa entre el testigo

y los tratamientos. Eso quiere decir que tanto el testigo como los tratamientos se comportaron

diferente dentro de la investigacion.

Tabla 33. Contraste del Factor A

FACTOR A Contraste E.E. SC al CM F p-valor
Contrastel 0,09 2,20E-03 0,06 1 0,06 1844,58 <0,0001 **
Total 0,06 1 0,06 1844,58 <0,0001

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 33, se observa que, si existe una diferencia altamente significativa en el Factor A

ya que al compararlas la Beauveria Nativa obtuvo mejores resultados que la Beauveria

Comercial.

Tabla 34. Contraste del Factor B

FACTOR B Contraste E.E. SC ol CM F p-valor
Contrastel 0,27 0,01 0,02 1 0,02 611,01 <0,0001 **
Contraste2 0,3 0,01 0,04 1 0,04 1271,72 <0,0001 **
Contraste3 0,19 0,01 0,04 1 0,04 1017,68 <0,0001 **
Contraste4 0,05 3,40E-03 0,01 1 0,01 207,71 <0,0001 **
Total 0,11 4 0,03 777,03 <0,0001

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 34, se observa que, si existe una diferencia altamente significativa en el Factor B,

esto se refiere a que las concentraciones (104 10° 10° 107 y 10%) empleadas en la

investigacion se comportaron de manera diferente. Ya que la concentracion mas alta 108 fue

la que mas se destaco entre todas las demas.



Tabla 35. Contraste del Factor A* Factor B.
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FACTOR A*FACTORB Contraste E.E. SC gl CM F p-valor
Contrastel 0,59 0,08 001 1 0,01 3361 <0,0001 **
Contraste2 0,7 0,03 0,02 1 0,02 586,99 <0,0001 **
Contraste3 0,33 0,08 001 1 0,01 167,77 <0,0001 **
Contraste4 0,44 0,02 001 1 0,01 392,47 <0,0001 **
Contraste5 0,41 0,02 002 1 0,02 481,46 <0,0001 **
Contraste6 0,47 0,02 0,03 1 0,03 942,31 <0,0001 **
Contraste7 0,48 0,01 0,06 1 0,06 1670,42 <0,0001 **
Contraste8 0,4 0,01 0,08 1 0,08 2325,79 <0,0001 **
Contraste9 0,09 4,80E-03 0,01 1 0,01 376,92 <0,0001 **

Total 0,25 9 0,03 808,91 <0,0001

Fuente: Valeria Sotelo.

En la tabla 35, se observa que, si existe una diferencia altamente significativa en el Factor

A*B. La interaccion entre estos dos factores si influyo dentro de la investigacion.

11.4.Analisis de la Concentracion letal

Los resultados del porcentaje de mortalidad de Sitophilus zeamais, indicé que el T5

(Beauveria nativa con concentracion 10°) obtuvo el 100% de mortalidad.

Gréfica 28. Mortalidad de Sitophilus zeamais en las diferentes concentraciones de Beauveria

con sus respectivos rangos de la Prueba de Tukey 5%.
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En el grafico 28, se observa la mortalidad en cada concentracion, siendo la Concentracion
108 con el porcentaje de mortalidad mas alta mientras que la concentracion 10* tiene el
porcentaje de mortalidad mas bajo.

Mediante un Analisis Probit se obtuvo la correlacidn de las regresiones lineales obtenidas,

donde se encuentran los limites de confianza para el Tratamiento T5.

Tabla 36. Concentracion letal CL50 y CL90 de Beauveria para Sitophilus zeamais

Limite Limite Limite Limite
Tratamiento  Inferior CLso superior Inferior CLoo superior
5,47 x 7,42 X
T5 5,02 x 10° 10° 5,81 x 10° 7,95 x 108 108 10,02 x 108

Fuente: Valeria Sotelo.

Grafica 29. Relacion entre mortalidad de Sitophilus zeamais expresada en valores Probit y

el Log de las concentraciones.
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Fuente: Valeria Sotelo.

Los datos obtenidos de CLso concuerdan con Mancillas (2011) quien su investigacion
determino la CLso para Beauveria bassiana fue de 9.2 x 10* conidios /ml con limites de
confianza de 8.2 x 10% a 8.1 x 10°, similares de la resultados obtenidos esta investigacion ya
la CLso fue de 5,47 x 10° conidios /ml con limites de confianza de 5,02 x 10°a 5,81 x 10°

Respecto a la CLgo Valbuena & Alzate (2007) indican una concentracion de 9.94x108
conidios/ml para Beauveria bassiana con limites de confianza de 1,04 x 10" a 2,5 x 108
similares de los resultados obtenidos esta investigacion ya la CLgo fue de 7,42 x 10%conidios
/ml con limites de confianza de 7,95 x 10%a 10,02 x 108
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12. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES, ECONOMICOS)
Los impactos generados en los ambitos técnicos, sociales, ambientales y econémicos son los

siguientes:

12.1.Impactos Técnicos

Con el desarrollo de este proyecto de investigacion, marcada una alternativa para el
control de plagas en granos almacenados. Ademas de que permite transmitir a los
agricultores y estudiantes de la carrera de ingenieria agrbnoma un conocimiento en la
captura, aislamiento, multiplicacion y aplicacion del hongo entomopatégeno Beauveria
bassiana.

12.2. Impactos Sociales.

Con este proyecto de investigacion tenemos un impacto social positivo y efectivo debido
a que con los resultados obtenidos se podra hacer conciencia en los agricultores dedicados
la produccién de maiz para optar por alternativas de control amigables con el ambiente,
asi como también a los estudiantes a realizar investigacion nuevas alternativas de control

sin afectar ni dafar al ecosistema.

12.3.Impactos Ambientales
Esta investigacion contribuye en el cuidado del medio ambiente ya al proporcionar una

alternativa de control con el uso de hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana, se

contrarrestar los efectos devastadores de productos toxicos.

12.4.Impactos Economicos

La investigacion no genera un impacto negativo, pero da inicio a desarrollar un
bioinsumo que se podra comparar con productos comerciales y conocer la cantidad de
reduccion de costos. Por el momento el impacto economico que ha generado la
investigacion es aportar a la comunidad Universitaria cepas del hongo Beauveria

bassiana, para aquellos estudiantes que deseen profundizar més en el tema.



13. PRESUPUESTO

Tabla 34. Presupuesto general.
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Método de captura de insectos infectados: Salida de campo

Detalle Cantidad C.OSt(.) Costo total
Rubro general unitario
Pasaje Aloag - Santo
Transporte domingo 2 $ 350 |$ 7,00
Tarrinas plasticas De Y4 2 $ 0,20 | $ 0,40
Papel absorbente Rollo 1 $ 1,40 | $ 1,40
SUBTOTAL $ 8,80
Meétodo de aislamiento del hongo
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 $ 100 |'$ 1,00
Cajas Petri Plasticas 4 $ 030 | $ 1,20
Estuche de diseccion | De 12 piezas 1 $ 15,00 | $ 15,00
Papel aluminio Rollo 7m 1 $ 200 | $ 2,00
Marcador Tinta indeleble 1 $ 130 | $ 1,30
SUBTOTAL $ 152,86
Método de identificacion morfoldgica del hongo
Rubro general Detalle Cantidad | Costo unitario| Costo total
Caja de porta objetos | De 100 unidades 1 $ 270 | $ 2,70
Caja de cubre objetos | De 100 unidades 1 $ 130 |'$ 1,30
Agar Aldag Envase de 5009 1 $ 2400 | $ 24,00
Cajas Petri Plasticas 20 $ 030 |$ 6,00
Asa microbiolégica | Metal 1 $ 320 | $ 3,20
Mechero de alcohol | Vidrio 1 $ 420 |'$ 4,20
Alcohol Litro 1 $ 250 | $ 2,50
Cajade 100
Bisturi unidades 1 $ 10,00 | $ 10,00
Andlisis del Identificacion
laboratorio taxonémica 1 $ 105,60 | $ 105,60
SUBTOTAL $ 159,50
Método de multiplicacion del hongo
Rubro general Detalle Cantidad | Costo unitario| Costo total
Antibiédtico Gentamax 280 3 $ 1,00 | $ 3,00
Cajas Petri Plasticas 30 $ 030 | $ 9,00
Plastico film Rollo 30m 1 3$ 1,00 | $ 1,00
SUBTOTAL $ 13,00

Elaboracion de las suspensiones a diferentes concentraciones y conteo de conidios.

Rubro general Detalle Cantidad | Costo unitario| Costo total
Probeta De vidrio de 100 ml 1 $ 10,00 | $ 10,00
Tubos de ensayo De vidrio 15 $ 075 | $ 11,25
Gradilla Para tubos de ensayo 1 $ 500 | $ 5,00
SUBTOTAL $ 26,25

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 1 $ 2,00 |$ 2,00
Tul Metros 1 $ 2,00 |$ 2,00

Paquetes de 50
Ligias unidades 1 $ 1,25 | $ 1,25
SUBTOTAL $ 10,25
Implementacion del bioensayo
Rubro general Detalle Cantidad | Costo unitario| Costo total
Granos de maiz Libra 5 $ 1,00 | $ 5,00
Paquetes de 50
Tarrinas transparentes | tarrinas de 1/4 1 $ 1,30 | $ 1,30
Tul Metros 3 $ 225 |'$ 6,75
Paquetes de 50
Ligias unidades 1 $ 125 | $ 1,25
Rociadores De 75 ml 2 $ 0,75 | $ 1,50
Beauveria Comercial | Presentacion 300g 1 $ 40,00 | $ 40,00
SUBTOTAL $ 55,80
Total $ 426,46
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CAPITULO V

14. CONCLUSIONES

15.

Se obtuvo una cepa del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana a partir de
insectos infestados provenientes del sector del Congoma bajo de la Provincia de
Santo Domingo de los Tséachilas.

Se determind la concentracion letal del hongo Beauveria bassiana para el control de
Sitophilus zeamais, siendo la concentracion letal 7,42 x 108 conidios /ml con un
porcentaje de mortalidad de 100%.

El menor porcentaje de granos dafiados y péerdida de peso se obtuvo en el T5 que
corresponde a Beauveria bassiana con una concentracion 108, con un porcentaje de
granos dafiados de 25% y una pérdida de peso de 29%. EI mayor porcentaje tanto
para granos dafiados y pérdida de peso se observé en el T11 (testigo) con un 80% de
granos dafiados y el 82% de perdida de peso.

RECOMENDACIONES
Recolectar hongos entomopatégenos provenientes de la region sierra para realizar

estudios para determinar su concentracion letal.

Realizar un ensayo bajo condiciones controladas con la concentracion 108 de
Beauveria bassiana para determinar una adecuada dosificacion para el control

Sitophilus zeamais.

Realizar ensayos con la aplicacion de la concentracion 102 de Beauveria bassiana en
diferentes granos almacenados como arroz, frejol para determinar el porcentaje de

mortalidad de las plagas mas comunes en el almacenamiento de granos.
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LINEAS DE INVESTIGACION:

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

= |dentificacion, conservacién, manejo y cultivo de microorganismos con potencial biocontrolador.
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titulo versa: “EVALUACION DE Beauveria bassiana EN DIFERENTES
CONCENTRACIONES PARA EL. CONTROL DEL GORGOJO DEL MA{Z
(Sitophilus zeamais) ALMACENADOS EN GRANOS DE MAIZ (Zea mays L.),
BAJO CONDICIONES CONTROLADAS, SALACHE -LATACUNGA -
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Agropecuarias y Recursos Naturales, lo realizo bajo mi supervision y cumple con
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hacer uso del presente aval para los fines académicos legales.

Latacunga, 14 de abril del 2022
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WILMER PATRICIO
COLLAGUAZO VEGA

Mg. C. Wilmer Patricio Collaguazo Vega
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Anexo 3. Ficha técnica del producto BAUVEB

Av. Manuel Cérdova Galarza 155 y 21 de marzo,
Mitad del Mundo, Quito - Ecuador.

- | Equabioldgica, Agroindustria de Biotecnologia y Control Biologico del Ecuador C. A.

I RUC: 1791994973001
= Teléfono: (02)-2394905

Celular: 0991660279

E-mail: equabiologica@gmail.com

Egua

Saludos Cordiales.

Equabioldgica es una empresa ecuatoriana de vanguardia en la produccion de agentes de control
biolégico alternativos para la prevencion de enfermedades y plagas. Aportamos efectivamente a la
sostenibilidad, tecnologia e investigacion, asegurando un bajo impacto ambiental.

Mantenemos altos estdndares de calidad garantizando productos de alta eficiencia en el campo;
garantizamos la concentracion de UFC'’s, asi como también la constante seleccion y reactivacion
de cepas nativas permitiéndonos conservar su virulencia.

Estos productos son utilizados como preventivos de enfermedades foliares y radiculares, bio-fertilizante
orgéanico y bio-aumentacion. Asi como también para el control de plagas: nematodos e insectos.

Los productos fabricados por EQUABIOLOGICA son nativos del Ecuador lo que permite una gran
adaptacion al medio ambiente del pais logrando un mayor control de las plagas y enfermedades.
Las cepas no son organismos genéticamente modificados. Son resultado de un constante trabajo
de investigacion, reactivacion y recoleccion de cepas nativas de los diferentes microorganismos
alrededor de todo el territorio ecuatoriano asi como el desarrollo de procedimientos adecuados en
laboratorio que permiten obtener conidios que conserven su virulencia y especificidad en campo.

Nuestros productos son:

'a TRICHOEB ® TRICHOEB es un fungicida biolégico que contiene conidios del hongo
ok Trichoderma spp, siendo bio-regulador, bioestimulante y antagonista de
Wl :(.:510.G61CA fitopatgenos.
——

Su accién esta determinada por la competencia por nutrientes y espacio, parasitismo y antibiosis, protegiendo el
area radicular, también ayuda en la absorcién de micro nutrientes estimulando el crecimiento de la planta y ademas
ayuda a activar los mecanismos naturales de defensa de la planta.

R NEMATEB es un producto biolégico que contiene conidios del hongo

MA Paecilomyces lilacinus, siendo bio-regulador y controlador de nematodos

FOUABIOLOGICA patégenos. Mantiene las poblaciones de los nematodos por debajo de los
umbrales econdmicos

METAZEB: Insecticida Biolégico a base de conidios del hongo Metarhizium anisopliae controla
homépteros (salivazos, saltahojas), coledpteros (Cutzo, picudos) y lepiddpteros. Produccién Bajo
pedido.

BAUVERB: Insecticida Biolégico a base conidios del hongo Beauveria bassiana controla varios géneros de
homdpteros, lepidopteros, coledpteros, hemipteros. (Mosca blanca, gusano blanco de la papa, trips,
hormigas). Produccién Bajo pedido.

ARTHROEB: Nematicida Biolégico a base conidios del hongo depredador Arthrobotrys oligospora
controlador biolégico de larvas y nematodos adultos.

LECANICEB: Insecticida Biolégico a base conidios del hongo Lecanicillium lecannii controla varios
géneros de homopteros, lepidopteros, acaros y trips. (Mosca blanca, trips, acaros y garrapatas).
Produccién Bajo pedido.

GLIOCEB: es un fungicida biolégico que contiene conidios del hongo Gliocadium sp., siendo bio-
regulador, bioestimulante y antagonista de fitopatégenos. Produccion Bajo pedido.

MYCEB: Insecticida Biolégico a base conidios del hongo Paecilomyces fumosoroseus controla varios
géneros de homopteros, lepiddpteros, acaros y trips. Produccién Bajo pedido.

Soluciones EFECTIVAS, Soluciones NATURALES
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aapiologica o s .
Eo " ENTOMEB: Insecticida Bioldgico a base conidios de los hongos, Beauveria

bassiana, Lecanicillium lecanii, Metarhizium anisopliae y Paecilomyces fumosoroseus controla varios
géneros de homapteros, lepidopteros, acaros y trips. Produccion Bajo pedido.

Los productos de produccion bajo pedido necesitan un tiempo de fabricacion minima de 2-4 semanas, ya que son de origen
microbiano.

Equabioldgica C.A cuenta con los registros legales de operacion emitidos por el Ministerio de Agricultura y

Ganaderia de Ecuador tanto para el laboratorio como para los productos TRICHOEB y NEMATEB y la
certificacién de insumo organico otorgado por la BCS Oko Garantie.

La lista de nuestros productos es la siguiente:

PRODUCTO PRESENTACION DOSIS RECOMENDADA PRECIO
TRICHOEB 2509 2509g/ha $ 35,00
TRICHOEB 50¢g 2509/ ha $8.00
NEMATEB 200 g 200g/ha $45,00

ARTHROEB 2009 200g/ha $65,00
ENTOMEB 2509 2509/ ha $55,00
ENTOMEB 659 2509/ ha $14,80
BEAUVEB 3009 300g/ha $40,00
METAZEB 3009 300g/ha $40,00

LECANICEB 300 g 300g/ha $40,00

GLIOCEB 2009 200g/ha $ 35,00
MYCEB 300¢g 300g/ha $40,00
Cada Producto tiene una recomendacion disefiada para cada cultivo o plaga que se trate, asi también la dosis rec Jad
puede ser fraccionada en dos o tres aplicaci , Se recomienda consultar con el personal Técnico de Equabioldgica.

SE OTORGARA UNA POLITICA DE CREDITO DE 30-45 DIAS en compras mayores a los 2 kilos LA
CUAL PODRA SER RECONSIDERADA DEPENDIENDO DEL VOLUMEN DE PEDIDO.

Equabioldgica cuenta con el servicio de laboratorio en analisis micologicos, analisis de calidad de
microorganismos y pruebas de compatibilidad con agroquimicos y fertilizantes. Nuestros clientes son
acreedores a 2 andlisis micoldgicos de suelo por cada 30 unidades adquiridas de nuestros productos. De
ser requerido un mayor nimero de andlisis la finca incurrira en el costo de los mismos.

COSTO ANALISIS MICOLOGICO $15,00 (mas IVA)
Esperamos pronto poder establecer relaciones comerciales con su empresa. Equabiologica siempre se
encuentra en constante investigacion y desarrollo y estamos abiertos a llevar y disefiar en todo momento

investigaciones y ensayos de campo.

Atentamente,

Ing. Gabriel Montero
GERENTE GENERAL
EQUABIOLOGICA
0991660279

Soluciones EFECTIVAS, Soluciones NATURALES

Y
. Equabioldgica, Agroindustria de Biotecnologia y Control Biolégico del Ecuador C. A.
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Anexo 4. Resultado del andlisis de identificacion taxonémica

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. Valena 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.

Clasificaci6n taxonémica 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.
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Conidios hialinas, redondeadas o globosos o subglobosas unicelulares, con la base
apiculada de 2.5-4.5 um. 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 |
ool onsis el savsiac | Bt | ocsaie s || ngy | Acios | Omalatos
AyB et oxalicos alin
Capa 1 = = + + = + + = +
Meabottss | fcf0 [ Ao cotomicion | Efupaptisas | Bewsveroldor | Destrucioss | Esionsioss | Ciclosporins | Py
Capa 1 + —F = + + = + = -
| ENZIMAS DETECTADAS
Enzimas | Proteasas | Lipasas | Aminopeptidasas Esterasas | Quitinasa
Cepa 1 + + + + +

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

www.bdki.eu
drfalconi-labs@biosoftware.de



Anexo 5. Insectos capturados en la salida de campo
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Anexo 7. Identificacion del hongo Beauveria bassiana por medio del microscopio




Anexo 8. Elaboracién de cultivos monosparicos

Anexo 9. Multiplicacion del hongo Beauveria bassiana
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Anexo 12. Unidad experimental

Anexo 13. Aplicacion de las suspensiones con diferentes concentraciones de Beauveria

bassiana en las unidades experimentales.




Anexo 14. Insectos muertos por la infestacion de Beauveria bassiana
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Anexo 15. PROTOCOLO DE LABORATORIO PARA EL MANEJO DEL HONGO
ENTOMOPATOGENO

UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS Y RECURSOS
NATURALES

CARRERA DE INGENIERIA AGRONOMICA

PROTOCOLO DE LABORATORIO PARA EL MANEJO DEL HONGO
ENTOMOPATOGENO Beauveria bassiana

Autores:

Sotelo Erazo Valeria Michelle
Tituana Peralta José Israel
Tutora:

Toapanta Gallegos Diana Elizabeth Ing. Mg.

Latacunga - Ecuador

Marzo 2022
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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
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 obtencién 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)



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 razén de 4 — 5 cajas Petni.
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 cimara 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 sélido 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 camara 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 Petni 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) Materiales 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 mnsecto
nfectado.

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 amanllo 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 1 a2p de diametro, donde da origen a las
esporas.

Conidias 21 a 3p de diametro, son redondas y
ovaladas.

Elaborado por: (Sotelo & Tituafia, 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
antibidtico (a base de gentamicina ;cantidad?) y sellado con cinta Parafilm y debe ser
colocado en la incubadora.

A continuacion, se detalla la multiplicacién del hongo entomopatdgeno:

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 antibidtico
(Gentamax 280 presentacion de ampolleta 2 ml) con el propdsito de evitar
contaminaciones bacterianas y son colocados en cajas Petri.

2 .- Realizar cortes del hongo aislado en la caja Petri de aquellos lugares en los que se
presente esporulacion y una gran formacion 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 Petn 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 camara de flujo laminar.

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

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

101



Figura 4. A) Medio de cultivo suplementado con antibiético; B) Mezcla del medio de
cultivo con el antibiético; C) Cortes de la parte micelial del hongo entomopatogeno; D)
Cortes colocados en PDA suplementado; E) Rotulado de las cajas Petri; F) Cortes de Smm
del subcultivo limpio y G) Cajas Petr1 cubiertas con el hongo entomopatdgeno.

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 preparacion 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 entomopatdgeno.
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 coloraci6n, esporulacion 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 propésito 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 camara 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 nimero 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 Petni; 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 comdias 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 dilucion 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
dostficaciones que se va evaluar, cabe mencionar que solo se extraera el contenido en
centimetros cubico (cc).

2.- El contenido de la jeringuilla 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 soluci6n que contiene la dosis en un rociador con una capacidad de 100 ml.

Figura 8. A) Toma de la dostficacion; 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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