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RESUMEN

El gusano blanco afecta al cultivo de papa en estadio de larva al tubérculo, provocando pérdidas
de produccion entre el cincuenta y sesenta por ciento, por tal motivo el proposito de esta
investigacion fue determinar la mejor concentracidn para el control de Premnotrypes vorax e
identificar el mejor sustrato durante el proceso de investigacion. El estudio se realizd en el
laboratorio de microbiologia de la Universidad Técnica de Cotopaxi. ElI proceso de la
investigacion constd de algunas fases: la multiplicacion, elaboracidn, el conteo de conidios para
determinar las concentraciones y la ultima fase constd de la aplicacion de la concentracion de
Beauveria bassiana en las unidades experimentales. El disefio experimental fue un arreglo
factorial AxB+1 adicional con cuatro repeticiones, donde el Factor A corresponde a las
concentracion de conidios (10%,10°, 10'° conidios /ml), el Factor B corresponde a los
sustratos (esterilizado - no esterilizado), obteniendo un total de 28 unidades experimentales con
15 larvas por cada unidad experimental. La variable en estudio fue el porcentaje de mortalidad
para realizar los resultados se utilizé un programa llamado Infostat y al obtener el ADEVA con
los resultados estadisticamente significativos, se aplico la prueba Tukey al 5% para obtener los
diferentes rangos de significancia. El resultado para el porcentaje de mortalidad se determind
que el tratamiento T6 (concentracion 101° conidios /ml con sustrato sin esterilizar) con mayor
porcentaje de un 100%, siendo el mejor en comparacion con el adicional que no presento larvas
muertas, seguido del Tratamiento T5 (esterilizado con concentracion 10° conidios /ml con
un porcentaje de 91,5%. Por lo tanto, se concluye que la mejor concentracion fue 101° conidios
/ml para controlar la larva de Premnotrypes vorax, ademas que en el sustrato no existié
diferencia significativa entre los sustratos (estéril y no estéril) para el control del gusano blanco
de la papa, asi se demostrd que Beauveria bassiana no dependié del sustrato.

Palabras clave: Premnotrypes vorax, Beauveria bassiana, concentracion, sustrato, mortalidad.
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TITLE: "EVALUATION OF Beauveria bassiana FROM A MONOSPORIC CULTURE FOR
THE CONTROL OF WHITE POTATO WORM (Premnotrypes vorax) UNDER
LABORATORY CONDITIONS CAMPUS SALACHE 2022".

AUTHOR: Caillagua Tayo Kateryn Lisbeth

ABSTRACT

The white worm affects the potato crop in the larval stage to the tuber, causing production losses
between fifty and sixty percent, for this reason the purpose of this research was to determine
the best concentration for the control of Premnotrypes vorax and identify the best substrate
during the research process. The study was conducted in the microbiology laboratory of the
Technical University of Cotopaxi. The research process consisted of some phases:
multiplication, elaboration, counting of conidia to determine concentrations and the last phase
consisted of the application of the concentration of Beauveria bassiana in the experimental
units. The experimental design was an additional AxB+1 factorial arrangement with four
repetitions, where Factor A corresponds to the concentrations of conidia (108, 10%, 101°
conidia /ml), Factor B corresponds to the substrates (sterilized - not sterilized), obtaining a total
of 28 experimental units with 15 larvae for each experimental unit. The variable in the study
was the percentage of mortality to perform the results, a program called Infostat was used and
when obtaining the ADEVA with the statistically significant results, the Tukey test was applied
to 5% to obtain the different ranges of significance. The result for the percentage of mortality
was determined that the T6 treatment (concentration 10%° conidia /ml with unsterilized
substrate) with a higher percentage of 100%, being the best compared to the additional one that
did not present dead larvae, followed by the T5 Treatment (sterilized with concentration 10°
conidia /ml with a percentage of 91.5%. Therefore, it is concluded that the best concentration
was 101 conidia /ml to control the larva of Premnotrypes vorax, in addition to the fact that in
the substrate there was no significant difference between the substrates (sterile and non-sterile)
for the control of the white potato worm, thus it was shown that Beauveria bassiana does not
depend on the substrate.

Key words: Premnotrypes vorax, Beauveria bassiana, concentration, substrate, mortality
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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 generacidn de conocimiento para un mejor aprovechamiento de la
biodiversidad local, basado en la caracterizacion agronémica, morfoldgica, genémica, fisica,
bioquimica y usos ancestrales de los recursos naturales locales. Esta informacion sera
fundamental para establecer planes de manejo, de produccion y de conservacion del

patrimonio natural.

Sub lineas de investigacion de la Carrera:

Caracterizacion de la biodiversidad

Linea de vinculacion

Gestion de recursos naturales biodiversidad biotecnologia y genética para el desarrollo

humano social.

2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

Este proyecto se llevo a cabo en la facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos naturales de
la Universidad Técnica de Cotopaxi en donde se realizd la investigacion de Evaluacion de
Beauveria bassiana a partir de un cultivo monoespérico para el control de gusano blanco de
papa (Premnotrypes vorax), en condiciones de laboratorio Campus Salache 2022, para entender
los beneficios de este hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana para el control de estas plagas

ya que afectan al sector econdmico de los diferentes agricultores productores del cultivo papa.
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3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El cultivo de papa tiene altos niveles de consumo asi como de mayor produccion en Ecuador y
a nivel mundial con 341 millones de toneladas en una superficie de 20 millones de hectéareas.
China es el productor mas grande y produce entre 66 y 71 millones de toneladas. Otros
productores grandes son Rusia, La India, Polonia, EEUU, Ucrania, Alemania, Paises Bajos y
Belarus. (Yara, 2022)

En Ecuador, el cultivo de la papa es uno de los principales cultivos con la participacion de mas
de 82.000 agricultores. La produccion es principalmente para consumo interno, alrededor del
81% se comercializa para consumo en fresco y el resto es utilizado por industrias para

procesamiento. (Iniap, 2014)

En los ultimos afos, alrededor de 45.000 unidades agricolas producen un promedio anual de
520.000 toneladas por afio, en una superficie de alrededor de 60.000 ha. Produccién que se
localiza principalmente en las provincias de Carchi, Chimborazo, Tungurahua, Pichincha,
Cotopaxi y Cafiar. (Iniap, 1999)

En Cotopaxi cuenta con cerca de 5 mil hectareas dedicadas a los cultivos de papas, las plagas y
enfermedades de la papa reducen el rendimiento y afectan la calidad del producto. (Lopez,
2019)

Gusano blanco de la papa o Gorgojo de los Andes, alcanzan pérdidas hasta el 50% en los
cultivos de papa. Sus larvas perforan el tubérculo, formando tdneles en los que depositan sus
excrementos dafiando el cultivo. En Ecuador en Cafiar, Carchi, Chimborazo y Cotopaxi, las

pérdidas comerciales de tubérculos oscilan entre el 20 y 50%. (Salamanca y Vélez, 2013)

Teniendo en cuenta los dafios que provoca esta plaga varios centros de investigacion han
mostrado la necesidad de optar por nuevas estrategias para manejar las plagas como el control
bioldgico del insecto mediante el uso del hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana el cual
representa una alternativa ecoldgica sostenible para el control de gusano blanco.

4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

El beneficiario de este proyecto de investigacion sera cualquier persona interesada en el tema

de investigacion.

4.1 Beneficiarios Directos

Para material bibliografico, académico de la Universidad Técnica de Cotopaxi, a los



estudiantes de la carrera de Agronomia quienes realizan sus proyectos institucionales, a los
diferentes investigadores para que se basen en la informacidn obtenida mediante el proyecto
de investigacion y a los diferentes agricultores dandoles una alternativa para controlar el

gusano blanco de la papa con hongos entomopatogenos con es Beauveria bassiana.

4.2 Beneficiarios Indirectos

A las diferentes instituciones publicas y privadas como material con fines educativos en el
ambito de biocontroladores puesto que la investigacion es de interés para productores

agricolas y agricultores.

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta un 40% de la produccién agricola mundial se pierde por causa de las plagas que llegan a
afectar a los diferentes cultivos, de acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y la Agricultura (FAO). Las plagas no sélo reducen la produccion agricola,
sino que también desmejoran la calidad de los cultivos, lo cual supone grandes repercusiones

sobre el sector rural. (Agroasemex, 2019)

Los dafios provocados en el tubérculo se hacen evidentes en el momento de la cosecha. En las
provincias de Cafiar, Carchi, Chimborazo y Cotopaxi, los niveles de pérdida del valor comercial

de los tubérculos afectados oscilan entre 20 y 50%. (Salamanca y Vélez, 2013)

Las pérdidas en valor de venta causado por el dafio del gusano blanco en los tubérculos son: en
la provincia de Cotopaxi un promedio de 50%, en Chimborazo es del 44%, en el Carchi el 37
% y en Canar es del 22 %, en comparacion con los tubérculos sanos. Cuando el ataque de esta

plaga es severo se puede ocasionar la pérdida total del cultivo. (Gallegos et al., 1997)

Actualmente, la papa es el cultivo en el que se aplica la mayor cantidad de pesticidas en el
mundo. EI CIP estima que anualmente los agricultores gastan mas de 300 millones de ddlares

en pesticidas para proteger este cultivo. (Pefia y Bolafios, 1997)

La mayoria de los agricultores han utilizado productos quimicos como unico medio de control,
evitando el uso de otras practicas disponibles que, cuando se aplican de manera integrada,
reducen los costos de produccion, reducen los problemas ambientales y también ayudan a que
el cultivo sea mas competitivo y sostenible como también creando resistencias de las diferentes

plagas con el uso de los diferentes insecticidas.



En el presente trabajo expuesto se evaluo el control de gusano blanco de la papa mediante el
uso de Beauveria bassiana como una alternativa eficiente, econdmica para el sector productivo

y diferentes agricultores.

5.1 Formulacién del problema
¢Podré controlar la Beauveria bassiana al gusano blanco de la papa (Premnotrypes Vorax) en

diferentes concentraciones bajo condiciones controladas?
6. Objetivos

6.1 Objetivo General
Evaluar Beauveria bassiana a partir de un cultivo monoesporico para el control del gusano
blanco de la papa (Premnotrypes Vorax), en el Laboratorio Campus Salache 2022.
6.2 Objetivos Especificos
e Determinar la mejor concentracion para el control de Premnotrypes vorax.

e Identificar el mejor sustrato (esterilizado — no esterilizado), en el comportamiento de

Beauveria bassiana.



7. ACTIVIDADES Y SISTEMAS EN RELACION A LOS

OBJETIVOS

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

concentracion
para el control de
Premnotrypes

vorax.

y se vertera en las diferentes
cajas Petri.

hongo.

OBJETIVO ACTIVIDAD RESULTADOS MEDIO DE
VERIFICAC
ION

Determinar la | Elaboracion del medio de Medio de cultivo Fotografias

mejor cultivo (PDA) que se utilizara | para el desarrollo del | Cajas Petri

Esterilizacion de los diferentes
materiales que se utilizara para
multiplicar Beauveria bassiana

Materiales
Esterilizados sin
contaminacion.

Fotografias

Multiplicar Beauveria bassiana
de una cepa madre aislada a
partir de estiércol de conejo
bajo condiciones de laboratorio

Multiplicar en mas
cajas Petri

Fotografias

Colocar en la incubadora a 28 °
para la reproduccién del hongo.

Esperar de 6 a 7 dias
para que la
Beauveria bassiana
se desarrolle

Fotografias

Realizar la solucién madre de
Beauveria bassiana.

Solucion de
concentraciones de
conidios 108, 10°,
1010,

Fotografias
Libro de
Campo

Conteo de UFC (Unidades
formadoras de colonias) de

Beauveria bassiana.

Cajas Petri de
Beauveria bassiana
para la concentracion
de los conidios
requeridos para la
solucion madre.

Fotografias

Aplicacion de las diferentes Control de la Fotografias

concentraciones sobre los Beauveria bassiana | Libro de
sobre la plaga. campo

ensayos implementados

Registro de datos cada 3 dias Datos registrados los | Libro de
analisis respectivos. | campo

después de la aplicacién de

Libro exel




Beauveria bassiana.

Identificar el
mejor sustrato
(esterilizado — no
esterilizado), en el
comportamiento
de Beauveria
bassiana.

Se mezcld la tierra negra con
la turba creando una mezcla

homogénea.

Sustrato

Fotografias

Se coloco el sustrato en

bandejas de aluminio

Esterilizacion del
sustrato

Fotografias

Para el sustrato sin esterilizar
se procedid a mezclar tierra +
turba y se colocé en las
bandejas de la diferentes

unidades experimentales

Sustrato sin
Esterilizar

Fotografias

Recoleccion de larvas muertas
infectadas de Beauveria
bassiana.

En cajas Petri con
algoddn creando un
ambiente humedo.

Fotografias
Cajas Petri

Identificacion de Beauveria

Observacion

Fotografias

bassiana en larvas muertas mediante el Cajas Petri

colocando en un medio de estereoscopio y PDA

cultivo (PDA) microscopio.

Aplicacion la formula para Programa Excel Libro de

sacar la mortalidad Datos recolectados campo

Tabulacion de datos durante la Libro de
investigacion. Excel




CAPITULO 1

8. FUNDAMENTACION TEORICA

8.1 Eficacia

La eficiencia es la capacidad de lograr un efecto esperado o deseado después de realizar una
accion. (Perez y Merino, 2021)

8.2 Gusano blanco (Premnotrypes vorax.)

El gusano blanco Premnotrypes vorax es considerado como una de las plagas mas importantes
del cultivo de papa en la parte alta de la sierra ecuatoriana. Se le conoce con algunos nombres

como “el gorgojo de los andes” “cusca” o “cucarrén de la papa”. (Torres et al., 2011)

8.3 Importancia Econémica

Como sefiala (Huraca y Gallegos, 2012) el gusano blanco de la papa (Premnotrypes vorax) es
una plaga importante del cultivo de papa en las zonas altas del Ecuador. En las provincias de
Carchi, Chimborazo, Cotopaxi y Cafar, los niveles de pérdidas del valor comercial de los
tubérculos afectados oscilan entre el 20% y 50 %, la misma que puede ocasionar pérdidas totales
principalmente debido a la falta de conocimientos ya sea de los pequefios y grandes productores

para el manejo de esta plaga.

Para reducir la magnitud de los dafos, los productores utilizan altas dosis de pesticidas que
contaminan el medio ambiente, el suelo, el agua y el ecosistema en general.

8.4 Taxonomia de la plaga

Se da a conocer la taxonomia del insecto:



Tabla 2: Taxonomia del gusano blanco de la papa

Taxonomia del Gusano blanco

(Premnotrypes vorax)
Orden Coleoptera
Suborden Polyphaga

Superfamilia ~ Curculionoidea

Familia Curculionidae
Género Premnotrypes
Especie Vorax

Fuente: (Maldonado, 1993)

8.5 Ciclo de la vida del gusano

Segun (Pefia y Bolafios, 1997) la duracion del ciclo de vida del gusano blanco (Premnotrypes
Vorax), oscila entre 95 a 283 dias, dependiendo del lugar donde se reproducen y la altura sobre
el nivel del mar.

Grafico 1: Andlisis de la VVarianza para la variable mortalidad.

o2
B °33

Huevecillos
35 dfas ¥
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G

Prepupa
18 dias

Fuente: (Huraca y Gallegos, 2012)
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38 dias
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8.5.1 Huevos

Los huevos tienen forma alargada y son muy pequefios miden entre 1,7 de largo y 0,5 mm de
diametro, estan recubiertos de una sustancia pegajosa al inicio son de color blanco brilloso a
medida que va madurando tienen un color amarillo manteca, eclosionan entre 20 a 30 dias.
(Huraca y Gallegos, 2012)

8.5.2 Larvas

El gusano o larva es de color blanco cremoso, con la cabeza de color café, el cuerpo tiene forma
de “C” pasan por 5 a 6 instares larvales, midiendo 1,12 mm de longitud y al final Ilegan a medir
entre 11 a 14 mm, el dafio se hace visible cuando el gusano crece, se alimenta del tubérculo
formando taneles, esto llega a ser desagradable por la presencia de excremento y pudriciones.
(Huraca y Gallegos, 2012)

8.5.3 Pre pupa

Las larvas entran a un estado de pre pupa cuando no llega hacer algin dafio al tubérculo,
preparan una celda de tierra para pasar el estado de pupa, permaneciendo en este estado durante
20 dias. (Huraca y Gallegos, 2012)

8.5.4 Pupa

Cuando el gusano ha madurado, sale del tubérculo y se dirige al suelo para convertirse en pupa
esta cambia de forma, lo cual ocurre dentro de una celda formada con tierra, al principio toma
un color blanco cuando esté madura toma un color amarillento, en la transformacion comienza
aparecer las patas, pico y alas, la duracién de este estado es de 20 a 32 dias. (Huraca y Gallegos,
2012)

8.5.5 Adulto

Este es un insecto de aproximadamente 7 mm de largo y 4 mm de ancho. El cuerpo es de color
gris, aunque puede tomar el color del suelo dependiendo del lugar donde se encuentre haciendo
asi dificil su reconocimiento, la hembra es méas grande que el macho de aspecto redondeado, el

macho es mas pequefio y alargado. (Huraca y Gallegos, 2012)
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8.6 Habitos y dafios

Menciona (Gallegos et al., 2017) que durante el dia, los adultos prefieren esconderse en lugares
frescos, oscuros y humedos, como en terrones o debajo de los arbustos. Durante la noche, los
adultos recorren los campos en busca de alimento pueden recorrer hasta 12m en una noche y se

dice que 1 km en 6 meses.

La hembra deposita los huevecillos desde la primera semana dentro de 3 a 5 dias entre 13 a 21
huevos estos ponen un total de 260 huevecillos, estos buscan de alimento las hojas de la papa
se comen los bordes realizando una media luna causando dafios, también afectan a la base del
tallo en caso de no obtener alimento consumen parte del tubérculo cuando estos se encuentran

expuestos a la superficie del suelo. (Gallegos et al., 2017)

8.7 Manejo integrado de Premnotrypes vorax

Sefala (Barrera y Crisman, 1999) que este tiene objetivo reducir los dafios, reducir los costos
de proteccién de cultivos y reducir o evitar los efectos secundarios indeseables causados por
los pesticidas. EI mejor control del gusano blanco de la papa se basa en la aplicacion secuencial
de una serie de medidas para que cada una contribuya a una mejor sanidad del tubérculo.

8.8 Métodos culturales

Estos son métodos que involucran la manipulacién de factores ambientales. Se basan en el
conocimiento de la plaga y su relacion con el cultivo. (Bastidas et al., 2005)

8.8.1 Preparacion del suelo

Con una adecuada preparacion del suelo, las larvas y pupas pueden quedar expuestas a los
efectos de la luz solar y al ataque de pajaros u otros animales. También favorece que los adultos
se liberen de su celda pupal. (Bastidas, y otros, 2005)

8.8.2 Fechas de siembra

Al retrasar la siembra después de la labranza, se rompe el ciclo del insecto que se ha adaptado
a las diferentes etapas del cultivo. (Bastidas et al., 2005)

8.8.3 Periodo de campo limpio

La ausencia de diferentes plantas en el campo al menos 30 dias antes de la siembra afectara

la supervivencia de las larvas. (Gallegos et al., 2017)
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8.8.4 Cosecha completa

En el terreno no debe quedar ninguna planta sin cosechar, ni dejar tubérculos en la superficie
del terreno. (Gallegos et al., 2017)

8.8.5 Rotacion de cultivos

La aplicacion de este método puede interrumpir el ciclo de vida de los insectos y asi reducir su
poblacion. Lo mejor es rotar cultivos con cultivos que necesitan deshierbe. Rotar tres cultivos

consecutivos reducira el dafio en un 30%. (Gallegos et al., 2017)

8.8.6 Métodos mecanicos

Se pueden usar varias formas que permitan matar directamente a la plaga o impedir su ingreso

al campo del cultivo (Bastidas et al., 2005)

8.8.7 Trampas

Esta cumple la funcién de atraer y dar refugio a los adultos del gusano blanco durante el dia ya
que de esta manera se puede concentrar la poblacion para eliminarla con insecticidas quimicos

0 biolégicos. (Gallegos et al., 2017)

8.8.9 Plantas cebo

Su funcidn es atraer a los adultos nocturnos para alimentarlos y envenenarlos con insecticidas.
Al colocarlos después de la labranza y dado que no hay otra fuente de alimento en el campo,
los insectos se dirigen a ellas. (Gallegos et al., 2017)

8.9 Control Quimico

Se recomienda la fertilizacion foliar en las primeras etapas del cultivo y no después de la
floracién, es decir, 35, 60 y 80 dias después de la siembra. Cuando el cultivo tenga 35 dias
fertilizar todo el follaje, a los 60 dias ya los 80 dias fertilizar el tercio inferior del cultivo. En la
tercera aplicacion, no debe superar los 700 L por hectarea. Se recomienda acefato (Orthene)
75 PS 2 g/, profenofos (Curacron) EM 2,5 cc/l triflumuron (Alsystine) 1,5 cc/l. (Gallegos et
al., 2017)
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8.10 Control bioldgico

El uso de enemigos naturales ha representado un aporte a la regulacion de las poblaciones de
plagas, ya que cuando se establecen en el ambiente, acttan naturalmente sobre su hospedero.
(Lopez A., 2004)

Se puede controlar con los hongos Beauveria spp. y Metarhizium spp. Se consideran los
patdégenos méas importantes para controlar adultos del gusano blanco. (Bastidas et al., 2005)

8.11 Hongos entomopatogenos

Los hongos entomopatdgenos son el grupo mas importante en el control biolédgico de plagas
de insectos, presentes de forma natural en el ambiente, en suelos, residuos de cultivos, en
cadaveres de insectos, tomando nutrientes de organismos u otra materia organica. Los hongos
méas utilizados son Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Lecanicillium lecanii,

Beauveria brongniartii (Ramirez et al., 2014)

El modo de infeccion del hongo en el insecto comienza cuando el conidio entra en contacto con
la cuticula del insecto susceptible, formando un tubo germinativo que permite al hongo ingresar
al hemocele a través de una serie de enzimas que degradan la epidermis del huésped. Una vez
dentro del cuerpo del insecto, el hongo comienza a invadir varios 6rganos, liberando toxinas

que inhiben el crecimiento fisioldgico y eventualmente matan al insecto. (INIA, 2017)

8.12 Mecanismo de accion de los hongos entomopatdgenos

Hasta la fecha se han descrito més de 750 especies de hongos entomopatdgenos de insectos y
continua el aislamiento de nuevas cepas. Entre las especies mas utilizadas a nivel mundial se
encuentran Metarhizium anisopliae (33,9%), Beauveria bassiana (33,9%), Isaria fumosorosea
(anteriormente Paecilomyces fumosoroseus) (5,8%) y Beauveria brongniartii (4,1%). (Cuenca,
2009)

El desarrollo de la enfermedad en los insectos se divide en tres etapas:

1. Adhesidn y germinacion de esporas en la epidermis del insecto.
2. Penetracion en el hemocele.
3. Desarrollo del hongo. El resultado suele ser la muerte. insectos.

8.13 Factores que influyen en el desarrollo del hongo

Las cepas de Beauveria bassiana necesitan de las siguientes condiciones para su desarrollo:
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Tabla 3: Condiciones de crecimiento de Beauveria bassiana

Factor Descripcion
pH Entre 5.7y 5.9
Temperatura Optima entre 25 a 28 °C; limite entre 8
y 35¢C
Humedad Optima el 94%; limites entre 34 y

100% segun la temperatura

Necesidad Nutricional Fuentes de nitrégeno como peptona y
fuentes de energia como sacarosa,
glucosa, almidén, pectina.

Fuente: (Noboa y Quelal, 2015)

8.14 Beauveria bassiana

Este hongo fue descrito por primera vez por Jean Beauveria en 1911 como Botrytis bassiana.
Luego, Vuillemin lo coloc6 en su categoria actual. Pruebas enziméticas posteriores
identificaron el género como Beauveria spp. y distinguieron seis especies: B. alba, B. amorpha,

B. bassiana, B. brongniartii, B. velata y B. caledonia (Noboa y Quelal, 2015)

8.15 Clasificacién taxonémica
Segun (Noboa y Quelal, 2015) la clasificacion taxondémica es la siguiente:

Tabla 4: Taxonomia de Beauveria bassiana

Reino Myceteae

Division Amastigomycota

Subdivision Deuteromycotina

Clase Hyphomycetidae

Orden Moniliales

Familia Moniliaceae

Género Beauveria Vuillemin

Especie Beauveria bassiana. (Bals)
Vuillemin

Fuente: (Noboa y Quelal, 2015)
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8.16 Morfologia

Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Beauveria bassiana se describen a

continuacion.

8.16.1 Caracteristicas macroscopicas

Crecen como un algoddn blando al principio y luego toma un aspecto amarillento, con el paso
de los dias se vuelve de aspecto polvoriento y de color crema producto de las esporas. El reverso

es blanco o amarillo palido. (Noboa y Quelal, 2015)

8.16.2 Caracteristicas microscopicas

La Beauveria bassiana es un hongo imperfecto, posee hifas septadas que contienen las
estructuras reproductivas denominadas conidiéforos en los cuales se desarrolla las conidias.
(Fernandez, 2020)

Las conidias son células haploides e hidrofébicas, globosas y ovales de color blanco cremoso
tiene estigmas alternados en zigzag alargados en su extremo distal llamado raquis. En cultivos
solidos el hongo produce conidias de forma esférica (1-3 ums de diametro) u oval (1.5- 5.5x 1-
3 ums). Las blastosporas no son tan infecciosas como las conidias. (Fernandez, 2020)

Gréafico 2: Estructura de Beauveria bassiana; a) aparato conidial, b) células
conidiogenas, c) conidias.

Fuente: (Fernandez, 2020)

8.17 Desarrollo del hongo

En general, la penetracion en el hemocele es un proceso rapido. Aqui el hongo convierte su
crecimiento micelial en fase de levadura y una vez evadido el sistema inmune del insecto, se

produce una septicemia ocasionada por la formacion de cuerpos hifales secundarios que
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invaden diversas estructuras como tejidos musculares, cuerpos grasos, tubos de Malpighi,

mitocondrias, entre otras. (Fernandez, 2020)

Segun (Fernandez, 2020) ha demostrado que el proceso de penetracion desde la cuticula hasta
el hemocele es favorecedor, debido a que la hifa queda inmersa en proteinas, quitinas, lipidos,
melanina, di fenoles, carbohidratos, ya que este proceso favorece la nutricion y crecimiento del

hongo.

Una vez que se ha producido la invasion y el hongo esta dentro del insecto, éste debe enfrentarse
a su sistema inmunologico, producir toxinas o cambiar la estructura en sus paredes celulares, la
Beauveria bassiana secretada produce sustancias toxicas como beauvericina, beauverélidos y
basiandlidos, las cuales destruyen completamente el sistema del insecto causando convulsiones,

falta de coordinacion, cambios de comportamiento y paralisis. (Noboa y Quelal, 2015)

Cuando el huésped muere, la Beauveria bassiana continta creciendo dispersandose por los
tejidos del insecto y compitiendo con su microbiota. En esta etapa se observé un caracteristico
cadaver rojo, producido por la oosporeina, un antibidtico especifico para la secrecion de B.
bassiana. Luego, el cadaver fue completamente momificado y cubierto con micelio. (Noboa y
Quelal, 2015)

8.18 PAPA (Solanum tuberosum)

La papa es una planta herbacea, su hébito de crecimiento varia dependiendo de las especies y
dentro de cada especie. Cuando todas las hojas (o casi todas) se encuentran cerca de la base o
en la base de tallos cortos, y estan cerca del suelo, se dice que la planta tiene habito de

crecimiento arrosetado o semi arrosetado. (Torres et al., 2011)
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8.18.1 Taxonomia y Morfologia de la papa

Tabla 5: Papa (Solanum tuberosum)

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum
Especie: S. Tuberosum

Fuente: (Guirola y Valdés, 2009)

El tallo, grueso, fuerte, anguloso, con una altura que varia entre 0,5y 1 m, se origina en las
yemas del tubérculo. Las hojas son imparipinnadas. Consta de nueve o mas foliolos, cuyo
tamafio es tanto mayor cuanto mas alejados se encuentran del nudo de insercién. El fruto es una

baya redondeada de color verde, que se vuelve amarilla al madurar (Guirola y Valdés, 2009)

8.19 Sustrato
8.19.1 Tierra Negra

La tierra negra es de color oscuro y es el resultado de la descomposicidn de la materia organica,
ya sea de cadaveres de animales o de restos de hojas caidas, que se absorben como nutrientes.
Cuando hablamos de las propiedades del suelo negro podemaos referirnos a que contiene materia
organica que se ha descompuesto en particulas muy pequefias, mejora su textura al darle la
capacidad de retener suficiente agua y también proporciona buena circulacion entre las raices

de las plantas, fundamental para su crecimiento. (Portal Fruticola, 2019)
8.19.2 Turba

La turba es uno de los sustratos mas utilizados para las plantas y aunque es muy pobre en
nutrientes como el nitrégeno, sus propiedades son ideales para el crecimiento y crecimiento de
la gran mayoria de especies vegetales. La turba es uno de los materiales de sustrato mas
utilizados en la horticultura y la agricultura. Todos hemos oido hablar de este tipo de suelo, es

muy utilizado en la mayoria del caso en jardineria. (Acosta, 2021)
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Capitulo 1

9. HIPOTESIS
9.1 Hipdtesis Nula= HO

Con la aplicacion de al menos una de las concentraciones de Beauveria bassiana se logrard la

mortalidad del gusano blanco de la papa (Premnotrypes vorax)

9.2 Hipotesis Alternativa =H1

Con la aplicacién de al menos una de las concentraciones de Beauveria bassiana no se lograra

la mortalidad de gusano blanco de la papa (Premnotrypes vorax)
10. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

10.1 Localizacién del ensayo

Este ensayo se realizd en el barrio Salache, parroguia Eloy Alfaro, cantdén Latacunga, en la
provincia de Cotopaxi en el laboratorio de Microbiologia de la carrera de Agronomia
perteneciente a la Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales perteneciente a la

Universidad Técnica de Cotopaxi.

i6n del proyecto

=

Gréfico 3: Ubicac

kil
it.

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

10.2.1 Experimental

Esta investigacion es experimental, consiste en hacer cambios en el valor de una o mas variables
independientes, para el disefio de este proyecto tenemos como variables independientes las
dosis de concentracion de Beauveria bassiana que permitird observar su efecto en la variable

dependiente que es capacidad de adaptacion.

Se aplicara un disefio experimental de blogues completamente al azar (DBCA) obteniendo siete
tratamientos incluido el testigo con cuatro repeticiones.

10.2.2 Cualitativa- Cuantitativa

Recibe el nombre de cualitativo porque describe los sucesos complejos en su medio natural y
cuantitativo porque se tomd datos los cuales incluye mediciones sistematicas ya que se

empleara un analisis estadistico en el programa Infostat.
10.3 Modalidad bésica de investigacién

10.3.1 Campo

Esta investigacion es de campo, ya que se recopilan datos durante la vida de la plaga, este
proceso nos permite recopilar nuevos conocimientos en campo para luego vincularlos a la

realidad de los productores afectados por esta plaga.

10.3.2 Laboratorio

La investigacion es de fase laboratorio porque se lleva a cabo en un ambiente controlado (tipo
laboratorio) donde se aplican diferentes técnicas y reactivos para obtener valores cuantitativos

de los componentes como biolégicos, organicos, etc.

10.3.3 Bibliografica

El estudio tuvo un proceso de recopilacion de datos consistente para construir el proyecto, y se

implemento un proceso de abstraccion cientifica.
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10.4 Técnicas e instrumentos para la recoleccién de datos

10.4.2 Observacion de campo

Esto permitio tener contacto directo con el objeto en estudio para una recopilacién de los
respectivos datos.

10.4.3 Registro de datos

Se registrd los datos en una libreta de campo en la cual se apunto los respectivos resultados.

10.4.4 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos durante la investigacion se tabularon y se realizé el analisis estadistico con

el programa Infostat.
10.5 MATERIALES Y EQUIPOS

10.5.1 Material biologico

e Larvas de gusano blanco
e Cepas de hongos entomopatdgenos (Beauveria bassiana)

e Tubérculos de papa “variedad uvilla”

10.5.2 Materiales de campo

e Libreta de campo
e Boligrafos

e Lapiz

e Cinta métrica

e Cinta adhesiva

e Ligas

e Mallas

e Bandejas de aluminio

10.5.3 Materiales de oficina

e Papel bond
e Laptop



10.5.4 Materiales de laboratorio

Cajas Petri

Frascos de laboratorio 50,100,500 ml
Probetas 50,1000 ml

Pinzas entomoldgicas

Estuche de diseccion

Laminas porta objetos

Laminas cubre objetos

Vasos de precipitacion 50,100, 200 ml
Mechero

Matraces de Erlenmeyer 50, 100, 200 ml
Pipetas

Tubos de ensayo

Pipetas Pasteur

Micropipetas 100, 200 ul

Gradilla

Mandil

Guantes de laboratorio

Papel

Azas

Marcadores para rotular

Insumos y reactivos

Medio de cultivo (Papa Dextrosa Agar)
Gentamax

Alcohol al 90

Papel parafilm

Plastico film

Agua destilada

Equipos
Camara de flujo laminar
Incubadora

Microscopio
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e \ortex

e Refrigeradora

e Cdamara de Neubauer

e Autoclave

e Balanza

e Agitador magnético de laboratorio

e Estereoscopio

10.6 Disefio experimental

10.6.1 Unidad Experimental
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En cada unidad experimental se colocé 15 larvas del gusano blanco de la papa (Premnotrypes

vorax) en su primer instar larval con 5 tubérculos de la variedad uvilla, ubicados en bandejas

de aluminio con 500 gramos del sustrato (tierra negra + turba) esterilizada y no esterilizada.

10.7 Factores de estudio

Factor A: Dosis de concentracion

» Al: Concentracion 108
» A2: Concentracion 10°

> A3: Concentracion 101°

Factor B: Sustratos

> B1: Esterilizada

> B2: No esterilizada

10.8 Tratamiento en estudio

Se presenta los tratamientos que seran empleados en el ensayo experimental

Tabla 6: Tratamientos, codigos, descripcion

Tratamiento  Codigos Descripcion
T1 AlB1 108 conidios ml-L / Esterilizada
T2 AlB2 108 conidios ml-L /No Esterilizada
T3 A2B1 10° conidios ml-L / Esterilizada
T4 A2B2 10° conidios ml-L /No Esterilizada
T5 A3B1 1019 conidios ml-L /Esterilizada
T6 A3B2 100 conidios ml-L /No Esterilizada
T7 AO0BO Adicional




10.8.1 Distribucion del ensayo

Tabla 7: Disefio de Bloques Completamente al Azar

R1 R2 R3 R4
T1(A1B1) T7(A0BO0) T6(A3B2) T5(A3B1)
T2(A1B2) T6(A3B2) T7(A0B0) T4(A2B2)
T3(A2B1) T5(A3B1) T4(A2B2) T7(A0BO0)
T4(A2B2) T4(A2B2) T5(A3B1) T6(A3B2)
T5(A3B1) T3(A2B1) T2(A1B2) T1(A1B1)
T6(A3B2) T2(A1B2) T1(A1B1) T3(A2B1)
T7(A0B0) T1(A1B1) T3(A2B1) T2(A1B2)
10.9 ADEVA
Tabla 8: Cuadro adeva

F.B GL
Repeticiones 3
Tratamientos 6
Facto A 2
Factor B 1
Factor A*B 2
Tratamientos 1
vs Adicional
Error 18
Total 27
10.10  Operacion de variables
Tabla 9: Definicion de variables e indicadores
TIPO DE NOMBRE INDICADOR INDICE
VARIABLE
DEPENDIENTE Mortalidad Mortalidad  del % de mortalidad
gusano blanco de de las larvas
la papa
INDEPENDIENTE Beauveria Concentracion de Dosis de 10ml por
bassiana conidios 108, unidad
10°, 1010 experimental
10.11 Manejo especifico del experimento

Esta investigacion consta de las siguientes fases:
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10.11.1Fase de recoleccién de larvas de gusano blanco de la papa.

Se realizé la captura de las larvas, el cual se adapt6 el método de “coleccion de larvas”, para
este método se realizo la visita a diferentes cultivos de cosecha de productores de papas, se
recolectaron tubérculos infestados con larvas, estas muestras fueron recolectadas en el canton
Pujili, barrio Luis Felipe Chavez, fueron acondicionadas en un costal con papa infectada y
poca tierra, para después ser trasladada al laboratorio de microbiologia en el Campus Salache

perteneciente a la Universidad Técnica de Cotopaxi.

Graéfico 4: Ubicacion geografica del lugar donde se recolectaron las larvas

Fuente: (Google Earth, 2022)

Tabla 10: Datos geograficos de la recoleccion

Lugar de colecta Altitud (m.s.n.m)  Coordenadas
Latitud Longitud

Canton Pujili barrio
Luis Felipe Chavez 2.996 0°57'01.9"S 78°41'39.0"W

10.11.2Fase de laboratorio
10.11.2.1 Medio de cultivo

La preparacién del medio de cultivo PDA (papa dextrosa agar) se realizo6 de la siguiente manera
La cantidad correspondiente de agua destilada es de: 100ml para 5 cajas Petri

1) En un frasco de vidrio tomamos 400 ml de agua destilada.

2) En la balanza digital pesamos 15,6 gramos de PDA, la cual pasamos al frasco de vidrio
y mezclamos los 400ml de agua destilada con los 15,6 gramos de PDA.

3) Agitamos el frasco de vidrio hasta obtener una muestra homogénea.

4) Llevamos el frasco de vidrio hasta la autoclave para esterilizar la mezcla a 35°C por 35

minutos.



5)

6)

7)

8)
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Al terminar la esterilizacion sacamos el frasco de vidrio, se dejo que la temperatura
llegue a 21 °C y se aplico antibidtico Gentamax.

Se utiliza 50ul de Gentamax por cada 100ml la mezcla, tomar en cuenta que la mezcla
del medio de cultivo no tiene que estar muy caliente ya que esto provoca que el
antibiotico bajara su efectividad.

La utilizacion de la ampolla de gentamax es para evitar la contaminacion de bacterias
en el medio de cultivo este proceso es realizado en la camara laminar.

Vertimos la solucion a las respectivas cajas Petri y dejar solidificar.

10.11.2.2 Método de multiplicacién

Esta fase se realizd con el método de (Ramirez et al., 2017) basado desde un cultivo

monoesporico para multiplicar Beauveria bassiana.

Se realizé los siguientes pasos:

1)

2)

3)

4)

5)

6)
7)

8)

9)

Se preparé medio de cultivo PDA (papa dextrosa agar), se procedid a llevar a la
autoclave al terminar dejamos el medio de cultivo en la cdmara laminar.

Cuando el medio de cultivo estd en una temperatura de 21° se procedié a poner el
antibiotico gentamax.

En papel aluminio envolvemos azas, pinzas, porta bisturi, puntas de micropipeta y
esterilizamos 35 minutos, al terminar lo dejamos en la cdmara laminar.

Procedemos a limpiar la camara laminar con hipoclorito de sodio y alcohol.

En un vaso de precipitacion ponemos agua destilada, en otro vaso de precipitacion
dispensamos alcohol, esto lo Ilevamos a la cAmara laminar incluyendo el mechero, esto
nos sirvio para flamear el bisturi y evitar contaminacion.

En las cajas Petri vertemos el medio de cultivo y dejamos solidificar.

Seleccionamos la mejor muestra de Beauveria bassiana, esta la llevamos a la camara
laminar, hicimos cortes con el bisturi en cuadrados, seleccionando donde mejor esté el
micelio, con una pinza la pasamos a las cajas Petri con el medio de cultivo ya
solidificado.

Se procedio a sellar las cajas con papel parafilm, con un boligrafo marcamos la caja
Petri esta debe tener los siguientes datos: fecha y nombre del hongo, después sellamos
con plastico film y lo llevamos a la incubadora a unos 25°.

Finalmente, durante los 7 dias se observo las cajas Petri cubiertas de Beauveria

bassiana.
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10.11.2.3 Método para el conteo de UFC (Unidad formadora de colonias)

Siguiendo el protocolo de (Sanchez et al., 2017) esta consiste en hacer diluciones seriadas 1:10

y extender 0.1 mL de cada dilucién en una placa; las placas se incuban hasta que las colonias

son apreciables para su recuento.

1)
2)
3)
4)
5)
6)

7)

8)
9

Elegimos la caja Petri con Beauveria bassiana con la cual vamos a realizar el conteo.
En la caja Petri donde esté el hongo de Beauveria bassiana colocamos agua destilada.
Con una aza raspamos el hongo.

En un vaso de precipitacion colocamos la solucion del hongo que raspamos.
Colocamos 4 tubos de ensayo cada tubo con 9 ml de agua destilada esterilizada.
Tomamos 1 ml de la solucion madre, procedemos a poner en el primer tubo de ensayo
con el vortex agitamos unos 4 minutos, del primer tubo de ensayo tomamos 1ml; lo
ponemos al segundo tubo de ensayo procedemos a agitar, realizamos el mismo
procedimiento hasta llegar al ultimo tubo de ensayo.

Con la micropipeta obtenemos 1 ml del ultimo tubo de ensayo mezclado con el agitador
vortex.

Colocamos la muestra en la cdmara de Neubauer y la cubrimos.

La muestra la colocamos en el microscopio y observamos.

10) Ya enfocada la muestra procedemos a observar los cuadrantes los cuales deben

contener conidios los cuales se procedié a contar.

10.11.2.4 Concentracion de conidios (Cuantificacion en la camara de Neubauer)

Se siguié el protocolo de (Focosi, 2014)

1)
2)

3)

4)

Con una micropipeta de 100 pl se extrae la solucion de la muestra madre.

Se traslada la muestra a la cdmara de Neubauer, se coloca el cubre objetos y por efecto
de la capilaridad se llena los cuadrantes de la camara.

Se lleva la muestra al microscopio y se observa con el lente que mejor se pueda
visualizar los conidios.

Contar los cuadrantes de las esquinas donde como se muestra en la imagen sefialadas

con las flechas.
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""""""

Fuente: (Focosi, 2014)

Para identificar unidades formadoras de colonias se tomé la metodologia de (Ramos, 2017)

N° de celulas x 10000
N° de cuadros x disolucion

Conteo de esporas =

Donde:

El nimero de células es la suma de todas las células contadas en todos los cuadros.

El nimero de cuadros son los cuadros donde hemos hecho el recuento.

Disolucion por el namero de disoluciones que utilizamos.

10.11.2.5 Elaboracion de la soluciéon madre

Siguiendo la metodologia de (Gomez et al., 2014) menciona, para realizar la solucion madre

se utiliza agua destilada estéril y el hongo entomopatdgeno de Beauveria bassiana.

1.

Se selecciona las mejores cajas Petri con Beauveria bassiana observando que su
esporulacion sea la adecuada para utilizar, para la solucion de 108se utilizé 11 cajas,
para la solucion de 10° conidios/ml se utilizd 14 cajas y para la solucion 101° conidios
/ml se utilizaron 17 cajas.

En un vaso de precipitacion obtenemos agua destilada, la cual vertemos en poca
cantidad sobre las cajas Petri.

Con una aza procedemos a limpiar el hongo que se encuentra en la caja Petri.

La mezcla del agua destilada estéril con el hongo lo deposit6 sobre una probeta aforando
a los 240 ml.

Se procedio a mezclar la concentracion con el agitador magnético de laboratorio.
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10.12
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Este proceso lo realizamos para todas las concentraciones.

Implementacion del disefio experimental

10.12.1Esterilizacion de sustratos

Materiales

>
>
>
>

Autoclave
Recipientes de aluminio
Papel aluminio

Sustrato (Tierra Negra + Turba)

Procedimiento:

1.
2.

Se mezclo la tierra negra con la turba creando una mezcla homogeénea.

En las bandejas de aluminio llenamos el sustrato

Con el papel aluminio cubrimos la parte superior de la bandeja creando una especie de
tapa.

Procedimos a colocar las bandejas de aluminio en la autoclave por unos 45 minutos para

asi esterilizar el sustrato.

10.12.2Desinfeccion de larvas

Materiales

>

vV V V VY

Larvas de gusano blanco de la papa
Probeta

Agua destilada

Cloro

Papel de cocina

Procedimiento:

1)
2)

3)
4)

En una probeta se colocd 95 ml de agua destilada, con 0.5 aforamos para llegar al 100%.
Con el hipoclorito de sodio al 0.5% procedemos a lavar las larvas de gusano blanco de
la papa.

En el hipoclorito de sodio se dejo por 1 minuto a las larvas.

Se procedi0 a sacar las larvas y se las coloco en el papel de cocina para secarlas.
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10.12.3Rotulado de las bandejas

Con papel adhesivo y un boligrafo se procedio6 a poner los diferentes codigos de tratamientos y

repeticiones a las bandejas.

10.12.4Acondicionamiento de gusano blanco de la papa (Premnotrypes vorax)

En la ejecucion de esta fase se adaptd la metodologia utilizada por (Pérez et al., 2009) se

realizaron algunas modificaciones para el acondicionamiento del gusano blanco de la papa.
Materiales

> Sustrato (Tierra negra + Turba) Esterilizado
Sustrato (Tierra negra + Turba) Sin Esterilizar
Larvas del gusano blanco de la papa desinfectados
Bandejas de aluminio 24x17

Rétulos con los diferentes codigos

vV V. V V VYV

Tubérculo de papa (Variedad uvilla)
Procedimiento:

1. Primero se coloc6 500 g de sustrato en las bandejas de aluminio.

2. Se procedi6 a humedecer el sustrato con un frasco aspersor.

3. Se colocd en cada bandeja 15 larvas del gusano blanco de la papa.

4. Luego se empled los tubérculos de papa “Variedad uvilla” 5 por cada unidad

experimental, sirviendo este como alimento para los gusanos.
10.13  Aplicacion de Beauveria bassiana
La aplicacion de Beauveria bassiana se realizd de la siguiente manera:

Materiales

> Solucion madre
> Vasos de precipitacion

> Frasco aspersor pequefio
Procedimiento:

1) En el frasco de aspersion pequeiio colocamos 10 ml de la solucion madre Beauveria

bassiana.
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2) Se procedio a fumigar en cada unidad experimental guiandonos por el tratamiento
plateado en el ensayo.

3) Se realizo este procedimiento para cada uno de los tratamientos.
10.14 Datos a evaluar

10.14.1Mortalidad de larvas

Se realizé el conteo de las larvas muertas después de haber aplicado Beauveria bassiana esto se
ejecutd por cada unidad experimental, se contabilizo las larvas retirando cuidadosamente el
sustrato y los tubérculos, se llevo un registro de datos cada 3 dias durante toda la investigacion,
la aplicacion de las concentraciones de Beauveria bassiana se realizd durante un mes cada 5

dias.

Se utiliz6 la siguiente formula para el calculo del % de mortalidad:

Total de larvas muertas

% de mortalidad = x 100

Poblacién inicial
Para identificar la muerte del insecto se colocé la larva en un medio de cultivo PDA (papa

dextrosa agar), se lo llevo a la incubadora y asi determinar que muri6 por Beauveria bassiana.

10.5 Anélisis estadistico

Se utiliz6 el software INFOSTAT para la obtencidn de analisis de varianza y pruebas de tukey
al 5% para los factores en estudio y también con el programa de Excel para el analisis de los
resultados obtenidos por medio de las hojas de calculo ajustadas con las funciones necesarias

para la investigacion y elaboracion de gréficas.
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CAPITULO IV

11. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

11.1 ANALISIS DE MORTALIDAD

En las siguientes tablas se presentan los datos de mortalidad de Premnotrypes vorax controladas

con Beauveria bassiana en diferentes concentraciones bajo condiciones de laboratorio.

Graéfico 5: Porcentaje de mortalidad total de los tratamientos
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En el grafico #, se observa la mortalidad de los tratamientos, siendo el tratamiento T6(Sin
esterilizar con concentracion 101°), el mayor porcentaje con un 100% mientras que le

tratamiento 7 (Testigo) obtuvo un 0 % de mortalidad.

Cuadro 1: Andlisis de la Varianza para la variable mortalidad.

F.V. SC Gl CM F p-valor
Repeticiones 1052,86 3 350,95 6,86  0,0028n.s
Tratamientos 25272,5 6 4212,08 82,35<0,0001 **
FACTOR A

(Concentraciones). 8181,75 2 4090,88 37,31<0,0001 **
FACTOR B (sustrato) 32,67 1 32,67 0,3 0,5919n.s
FACTOR A*B

(Concentraciones). 258,08 2 129,04 1,18  0,3308n.s
FactorialvsTestigo 16800 1 16800 328,47<0,0001 **
Error 920,64 18 51,15

Total 27246 27

CV% 11,92

En el cuadro #1 del anélisis de porcentajes de mortalidad para los tratamientos se observa que
si existe diferencias altamente significativas para el Factor A (concentraciones), para los

tratamientos y el testigo vs los tratamientos. En la investigacion se obtuvo un coeficiente de
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variacion de 11,92% lo que se interpreta que existié un correcto manejo de las unidades

experimentales durante toda la fase de estudio.

Cuadro 2: Prueba de Tukey para tratamientos.

Tratamientos Medias

100A

91,5A
63,5
58,25
56,75
50

0 C

NN PR whsoOo
W www

En el cuadro 2, se observa la prueba de Tukey al 5% para los tratamientos donde los resultados
muestran tres rangos de significancia estadisticos, teniendo al Tratamiento 6 (Sin esterilizar con
concentracion de 10%° conidios /ml ), en el rango A con una media de 100% de mortalidad
siendo el mayor, (Lucero et al., 2004) sustentan con una investigacién que trata de la evaluacion
de la actividad biocontroladora de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae sobre larvas
de Ancognatha scarabaeiodes (Coleoptera: Scarabaeidae) muestra que los aislamientos que
presentaron mayor actividad biocontroladora a nivel de laboratorio fueron los aislamientos Mt1,
Mt2 y Bb cosmo, los cuales arrojaron porcentajes de mortalidad acumulada de 100% a la
concentracion de 1 x 101° conidios /ml, resultados obtenidos para el tratamiento T5(Sin
esterilizar con concentracion de 101° conidios /ml) son similares con los datos obtenidos por
(Torres Rocio, 1997) donde obtiene un dato de mortalidad del 91,5% de acuerdo con los
resultados de este trabajo ,las cepas de B.bassiana brindan amplias perspectivas para el control

microbiologico del “gusano blanco de la papa” en condiciones de campo.

Para la concentracion de 1x108 conidios /ml de suelos sin esterilizar (T2) se obtuvo un 50%
de mortalidad de Premnotrypes vorax similar a los resultados obtenidos por (Rivera y Pinto,
2001)en el cual uno de los aislamiento Bb9728 presenté mortalidades mucho menores en
las dos primeras fases de evaluaciones, alcanzando un maximo de 56% de mortalidad con

la concentracion mas alta (1x 108 e/ml)

Las concentraciones 108, 10° y 1019 conidios /ml de Beauveria bassiana causan la muerte
del gusano blanco de la papa aumentado la mortalidad conforme aumenta la concentracion de

aplicacion del hongo entomopatdgenos empleado.
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Cuadro 3: Prueba de Tukey para el factor A

FACTOR A

(Concentraciones). Medias n E.E.
3 95,75 8 3,7A
2 60,88 8 3,7 B
1 53,38 8 3,7 B

Fuente: (Caillagua, 2022)

En el cuadro 3, se observa que tenemos dos rangos de significancia estadistica donde, la
concentracion 1 x 101° conidios /ml con una media de 95.75% siendo la mayor, mientras que
la concentracion 1 x 108 conidios /ml se ubica en el rango B con una media de 53,38% siendo

el menor.

Gréfico 6: Prueba de Tukey para el Facto A

Al A2 A3
Factor A

Cuadro 4: Prueba de Tukey para el Factor B

FACTOR B (sustrato) Medias
2 71,17A
1 68,83A
En el cuadro 4, se observa que tenemos un rango de significancia estadistica, lo que se interpreta

que no existio diferencia en la utilizacion de un suelo esterilizado con un suelo no esterilizado,

lo que nos indica que el Factor B depende del Factor A (Concentraciones).
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Grafico 7: Prueba de Tukey Factor B

71.17

68.83

Bl B2

Sustrato

Cuadro 5: Prueba de Tukey para Factor A*B

FACTOR A FACTOR B

(Concentraciones).. (sustrato) Medias
3 2 100A
3 1 91,5A
2 2 63,5 B
2 1 58,25 B
1 1 56,75 B
1 2 50 B

En el cuadro 5, se observa que tenemos dos rangos de significancia estadistica donde, el suelo
no esterilizado con A3 (Concentracion 101°) se encuentra en el rango A con una media de
100% siendo el mayor rango, después sigue el suelo esterilizado con A3(Concentracion 101°)
se ubica de igual manera en el rango A y por ultimo tenemos al suelo no esterilizado con Al

(Concentracion 108) con una media de 50% de mortalidad.

Gréfico 8: Prueba de Tukey para Factor A*B

L 100
56.75 - 58.25
1 2 3 4 5 6

Axis Title
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Se determiné que la mejor concentracion fue 10° conidios /ml para controlar
Premnotrypes vorax.

Se identificd que no existio diferencia significativa entre los sustratos (esterilizado y no
esterilizado) para el control del gusano blanco de la papa en condiciones de laboratorio,
asi se demostrd que Beauveria bassiana no depende del sustrato.

El tratamiento seis fue el mejor con la aplicacion de Beauveria bassiana con una
concentracion 1019 conidios /ml, con el sustrato no Esterilizado obteniendo un 100

% de mortalidad de Premnotrypes vorax.

RECOMENDACIONES

Limpiar correctamente los equipos de laboratorio para evitar contaminacion del hongo
entomopatogeno en estudio.

Difundir el uso de Beauveria bassiana para el control bioldgico del gusano

blanco de la papa (Premnotrypes vorax) evitando asi el uso excesivo de
plaguicidas.

Realizar nuevos estudios con Beauveria bassiana probando con la
concentracion 10° conidios /ml en un cultivo de papa en condiciones de

laboratorio.
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14. PRESUPUESTO

Tabla 11: Presupuesto de la investigacion

Actividad 1
Rubro General Detalle Tamarno Canti Costo Costo
dad Unitari Total
0
Compra de Beauveria| Cepa madre Mediana 1 25 25
bassiana (Cepa
Madre)
Cajas Petri de Mediana 200 0,25 44
plastico
Medio de Pequefio 1 80 80
cultivo PDA
Papel Parafilm Pequefio 1 67 67
Multiplicar
Beauyerla Marcador Mediano 1 0,80 0,80
bassiana
Antibibtico Mediana 9 1,25 11.25
Gentamax 280
Papel Mediano 3 1.25 3,75
Aluminio
Plastico de Mediano 1 3.60 3,60
cocina
Subtotal Actividad 2354
0
Objetivo 2
Actividad 1
Rubro General Detalle Tamario Canti Costo Costo
dad Unitari Total
0
aza Mediana 1 3,00 3,00
Conteo UFC
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tubos de pequefios 5 0.90 4,5
ensayo
Bandejas Mediana 28 0,83 23,24
de
aluminio
Insumos de
Tierra Negra Quintal 1 2.50 2,50
Turba libras 40 0,35 14
Papas Quintal 2 4,00 8,00
infectadas
de larvas
(gusano
blanco de la
papa)
Papa chola Arroba 1 7,00 7,00
Subtotal de Actividades 62,24
Actividad 2
Toma de datos e Libreta A4 1 1,25 1,25
|dent|f|CIaC|on O.le Cajas Petri pequefio 28 0,25 7
Beauveria bassiana
Esfero Mediano 1 0,50 0,50
Subtotal de Actividades 8,75
Actividad 3
Rubro General Detalle Tama
fio
Transporte Bus Integrante s 1 0,30 20,00
Subtotal Actividad 20,00
TOTA 326,3
L 9
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16.ANEXOS

Anexo 1: Adquisicion de cepa madre de Beauveria bassiana
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Anexo 3: Esterilizacion del sustrato
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Anexo 6: Implementacion de tubérculos en las unidades experimentales
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Anexo 8: Conteo de conidios para la elaboracién de las concentraciones
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Anexo 9: Aplicacion de las concentraciones de Beauveria bassiana

I N '
Anexo 10: Registro de mortalidad del gusano blanco de la papa

TEMA: “EVALUACION DE Beauveria bassiana A PARTIR DE UN CULTIVD MONOSPORICO EN GUSANO BLANCO DE LA PAPA (Premnotrypes vorax] EN CONDICIONES DE LABORATORIO, SALA
FECHA DE APLICACION: 20 de junio del 2022

o |Repeticion Dia 1 Diad Dia7 Dia 10, Dia 13 Dia 16 Dia 19 Dia 22 Dia 25, Dia 28
M ™ Il W M ™ ™ ™ M M
1 1 AIBIRL | 0 | 15| 0 [ 15[ 0 |45 1 [ 14 [ 1 |13[ 1 |12a[ 1 |1[0o |1 |[w0|[z]|38
H T2 AIBZRI | 0 | 15 | 1 |18 | 0 |#@ | 0 |1 | 1 |18| 0 || 2|11 |1 |06 || 1|7
€l T3 BIRI [ 0 |15 | 1 |8 0 |W@ | 4 |0 |0 || 0 [0 [T ] % 0% 1|81
B 1 T4 AZBZR1 | 0 | 15| 0 | 15| 0 |15 | 0 [ 15| 2 [13| 0 |13 | 1 |12 |1 |1 |1 |0 z]|38
B T ABIRL | 0 | 15 | 1 |18 | 1 |13 | 0 |13 | 2 |11 | 1 |W | 2| 8 | 2| 6] 2| 2] 2] 3
& T8 AL | 0 |15 | 1 || 1 [13| z |11 |2 | 9| 2|7 |25 23]z [T]|T1]a
7 77 AOBORL | 0 | 15 | 0 | 15| O [15| 0 |15 | 0 |15 | 0 |15 | 0 [15]| 0 [15] 0 |15] 0 | 15
E 77 ADBORZ | 0 | 15 | O | 15 | O |15 | O |15 | 0 |15 | 0 |15 | 0 |15 | 0 | 15| 0 | 15| 0 | 1&
7 76 ARz | 0 |15 | 1 |18 1 [13| 2z |11 ]| 2| 9| 2|7 |2]5 23]z |[T]1]0
5] T A2 |0 |15 | 0 |6 1 |HA| 2|10 ] 5| 7| 18228 0|65 1]2
1 2 T AZBIRZ | 0 | 15 | O | 15| 0 |15 | 1 |14 | 1 |18 | 1 |12 | 1 |11 |1 || 2 |8 | 2| &
Z 73 ABIRZ | 0 |15 | 1 |18 | 1 |13 | 0 |13 | 2 || 0 |W |0 |10 1| % | 1|8 | 2|56
3 T2 AlBZRZ [0 |15 | 1 (18| 0 |[#@ | 0 || 1 |W| 0 [W |2 |11 |[W|a 0|17
jE) T L5 15 o I I O e T O O I 0 O L N A
i 76 ABZa | 0 | 15| 1 |18 1 |13| 1 |1Z2| 2 || 2| 8|2 ]|¢&6|2|a]|z2|2]|2]|a
i) 77 ADBOR3 | 0 | 15 | 0 | 15| 0 |15 | 0 |15 | @ |15 | 0 |5 |0 |15 | 0 |5 | 0 15| 0 | &
7 T AEFA [0 |51 |@| 1 [ 1|22 |W|1[F [T ]8T 7] 16| 1]¢%
] 3 75 ABIRA | 0 |15 | 1 | 18| 2 |12| z (0| 1 |11| 2 | ¢ | 1|8 |17 ]| 2|5 ]|2]|a
) T2 AlBZR3 | 0 |15 | 1 |18 | 0 | | 1 |13 |0 |18| 2 || 2| % |0 |9 | 1|8 | 1|7
Ei) T3 ABIRA | 0 | 15| 0 |15 1 @ | 1 |13| 1 |1Z| 1 |W [0 |11 |W] 2|8 2|58
7T T AERI [0 |5 [ 1 [B |0 A | Z |2 [0 |21 [O[0 T[T [0 1T [7]2
E2] T AIRA | 0 |15 | 1 |18 | 1 |18 | 1 |12 | 2 |®| 2 | 8 | 1|7 |1 |6 3|3 ]|2]|a
Ex) T AIBZRA | 0 |15 | 1 |18 | 0 | W@ | 0 |18 ]| 2 |12| 2 || 2|8 | 1|7 ]| 2|5 ]| 2|3
EZ) 7 AOBORA | 0 |15 [0 (15| 0 |65 | 0 |5 |0 |15| 0 | &[0 [15 |0 [E]|0|15]|0]|%
3 4 To A3BZRA | 0 |15 | 1 |1a| 1 |13 | 2 |11 |2 | 9| 2|7 |2 |5 |2 [|a|z|[1]|]1]a0

Anexo 11: Identificacién de Beauveria bassiana en las larvas muertas.
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Anexo 12: Insectos infestados de Beauveria bassiana en PDA
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Materiales

Materiales de laboratorio

Cajas Petri

Frascos de laboratorio 50,100,500 ml
Probetas 50,1000 ml

Pinzas entomoldgicas

Estuche de diseccion

Laminas porta objetos

Laminas cubre objetos

Vasos de precipitacion 50,100, 200 ml
Mechero

Matraces de Erlenmeyer 50, 100, 200 ml
Pipetas

Tubos de ensayo

Pipetas Pasteur

Micropipetas 100, 200 ul

Gradilla

Mandil

Guantes de laboratorio

Papel

Azas

Marcadores para rotular

Insumos y reactivos

Medio de cultivo (Papa Dextrosa Agar)
Gentamax

Alcohol al 90

Papel parafilm

Plastico film

Agua destilada

Equipos

Camara de flujo laminar

Incubadora

48
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Microscopio

Vortex

Refrigeradora

Céamara de Neubauer

Autoclave

Balanza

Agitador magnético de laboratorio

Estereoscopio

+ Medio de cultivo

La preparacion del medio de cultivo PDA (papa dextrosa agar) se realiza de la siguiente manera

La cantidad correspondiente de agua destilada es de: 100ml para 5 cajas Petri

1.
2.

En un frasco de vidrio tomamos 400 ml de agua destilada.

En la balanza digital se pesa 15,6 gramos de PDA, la cual pasamos al frasco de vidrio y
mezclamos los 400ml de agua destilada con los 15,6 gramos de PDA.

Agitamos el frasco de vidrio hasta obtener una muestra homogénea.

Se debe llevar el frasco de vidrio hasta la autoclave para esterilizar la mezcla a 35°C por
35 minutos.

Al terminar la esterilizacion sacamos el frasco de vidrio, se deja que la temperatura
llegue a 21 °C y se aplica antibidtico Gentamax.

Se utiliza 50ul de Gentamax por cada 100ml la mezcla, tomar en cuenta que la mezcla
del medio de cultivo no tiene que estar muy caliente ya que esto provoca que el
antibiotico bajara su efectividad.

Se utiliza la ampolla de gentamax es para evitar la contaminacion de bacterias en el
medio de cultivo este proceso es realizado en la camara laminar.

Vertemos la solucion a las respectivas cajas Petri y se deja solidificar.
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+ Maétodo de multiplicacion

Esta fase se realiza con un cultivo monoesporico para multiplicar Beauveria bassiana.

Se realizé los siguientes pasos:

1)

2)

3)

4)

5)

6)
7)

8)

9)

Se prepara medio de cultivo PDA (papa dextrosa agar), se procede a llevar a la autoclave
al terminar se deja el medio de cultivo en la cdmara laminar.

Cuando el medio de cultivo estd en una temperatura de 21° se procede a poner el
antibiotico gentamax.

En papel aluminio envolvemos azas, pinzas, porta bisturi, puntas de micro pipeta y
esterilizamos 35 minutos, al terminar se deja en la cAmara laminar.

Se procede a limpiar la cdmara laminar con hipoclorito de sodio y alcohol.

En un vaso de precipitacion se debe poner agua destilada, en otro vaso de precipitacion
dispensamos alcohol, esto se lleva a la camara laminar incluyendo el mechero, esto nos
sirve para flamear el bisturi y evitar contaminacion.

En las cajas Petri vertemos el medio de cultivo y dejamos solidificar.

Seleccionamos la mejor muestra de Beauveria bassiana, esta se lleva a la camara
laminar, hacemos cortes con el bisturi en cuadrados, debemos seleccionar donde mejor
esta el micelio, con una pinza se debe pasar a las cajas Petri con el medio de cultivo ya
solidificado.

Se procede a sellar las cajas con papel parafilm, con un boligrafo se debe marcar la caja
Petri esta debe tener los siguientes datos: fecha y nombre del hongo, sellamos con
plastico film y se lo lleva a la incubadora a unos 25°.

Durante los 7 dias se observa las cajas Petri cubiertas de Beauveria bassiana.
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Gréficos protocolo 1

+ Meétodo para el conteo de UFC (Unidad formadora de colonias)

Las colonias son apreciables para su recuento:

a)

Debemos elegir la caja Petri con Beauveria bassiana con la cual vamos a realizar el
conteo.

En la caja Petri donde esta el hongo de Beauveria bassiana colocamos agua destilada.
Con una aza se debe raspar el hongo.

En un vaso de precipitacion se debe colocar la solucion del hongo que raspamos.
Colocamos 4 tubos de ensayo cada tubo con 9 ml de agua destilada esterilizada.
Tomamos 1 ml de la solucién madre, procedemos a poner en el primer tubo de ensayo
con el vortex agitamos unos 4 minutos, del primer tubo de ensayo se toma 1ml; lo
ponemos al segundo tubo de ensayo procedemos a agitar, realizamos el mismo

procedimiento hasta llegar al ultimo tubo de ensayo.



9)

h)

)

7
L X4
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Con la micro pipeta obtenemos 1 ml del ultimo tubo de ensayo mezclado con el agitador
vortex.

Se debe colocar la muestra en la camara de Neubauer y la cubrimos.

La muestra se coloca en el microscopio y observamos.

Ya enfocada la muestra procedemos a observar los cuadrantes los cuales deben contener
conidios los cuales se debe contar.

Concentracién de conidios (Cuantificacion en la cAmara de Neubauer)

Con una micro pipeta de 100 pl se extrae la solucién de la muestra madre.

Se pasa la muestra a la camara de Neubauer, se coloca el cubre objetos y por efecto de
la capilaridad se llena los cuadrantes de la camara.

Se debe llevar la muestra al microscopio y se observa con el lente que mejor se pueda
visualizar los conidios.

Contar los cuadrantes de las esquinas donde como se muestra en la imagen sefialadas

con las flechas.

I SO o= ST, O

.......

Para identificar unidades formadoras de colonias se utiliza la siguiente formula:

N°de celulas x 10000
N° de cuadros x disoluciéon

+ Conteo de esporas =



Gréficos protocolo
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Anexo 15: Abstract
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