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RESUMEN

Entre las plagas mas importantes que atacan al maiz esta la mosca de los estigmas que
disminuye notablemente el rendimiento hasta un 90% en la etapa reproductiva (R3) lechoso
(tierno) si no se realiza un control adecuado. El proposito de la investigacion es identificar el
mejor tipo de Beauveria bassiana y determinar la mejor concentracion para el control de la
mosca de los estigmas en estadio adulto, bajo condiciones controladas. Planteando una
alternativa de control del insecto para reducir las pérdidas de produccién en la etapa
reproductiva. La investigacion se lo realizd en el Laboratorio de Agronomia de la
Universidad Técnica de Cotopaxi, realizando un arreglo factorial AxB+1 adicional
implementado en un DBCA con cuatro repeticiones, donde el Factor A corresponde a tipos
de Beauveria bassiana (nativa y comercial) y el Factor B a las concentraciones (10°, 107, 10°
esporas/ml), obteniendo un total de 28 unidades experimentales con 15 insectos por cada
unidad experimental. Las variables determinadas fueron el porcentaje de mortalidad y tiempo
para controlar Euxesta stigmatias empleando Beauveria bassiana. Los resultados obtenidos
se analizaron en el programa InfoStat y tras obtener en el ADEVA resultados significativos,
se realiz6 la prueba de Tukey al 5% para la obtencion de los diferentes rangos de
significancia. El resultado para el porcentaje de mortalidad se determind que el tratamiento
seis (T6) que corresponde a la aplicacion de Beauveria bassiana nativa con una
concentracion de 10° esporas/ml alcanzé el 100% de mortalidad, siendo el mejor en
comparacion con el adicional que no presento insectos muertos. Con respecto a la variable
tiempo para controlar al insecto se obtuvo que el tratamiento tres (T3) que corresponde a la
aplicacion de Beauveria bassiana comercial con una concentracion 10° esporas/ml con un
promedio de 11 dias fue el mejor, seguido del tratamiento seis (T6) que corresponde a la
aplicacion de Beauveria bassiana nativa con una concentracion de 10° esporas/ml que obtuvo
un promedio de 13 dias. Por lo tanto, se concluye que el mejor tipo fue Beauveria bassiana
nativa para controlar la mosca de los estigmas en estadio adulto, ademaés, la mejor
concentracion fue 10° esporas/ml.

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

Among the most important pests that attack corn is the stigma fly, which significantly reduces
yields up to 90% in the reproductive stage (R3) milky (tender) if adequate control is not
carried out. The purpose of the research was to identify the best type of Beauveria bassiana
and determine the best concentration for the control of the stigma fly in the adult stage, under
controlled conditions. This is an alternative to control the insect in order to reduce production
losses in the reproductive stage. The research was carried out in the Agronomy Laboratory of
the Technical University of Cotopaxi, using an additional AxB+1 factorial arrangement
implemented in a DBCA with four replications, where Factor A corresponds to types of
Beauveria bassiana (native and commercial) and Factor B to the concentrations (10°, 107, 10°
spores/ml), obtaining a total of 28 experimental units with 15 insects for each experimental
unit. The variables determined were the percentage of mortality and time to control Euxesta
stigmatias using Beauveria bassiana. The results obtained were analyzed in the InfoStat
program and after obtaining significant results in ADEVA, the Tukey test at 5% was
performed to obtain the different ranges of significance. The result for the percentage of
mortality was determined that treatment six (T6), which corresponds to the application of
native Beauveria bassiana with a concentration of 10° spores/ml, reached 100% mortality,
being the best in comparison with the additional one that did not present dead insects. With
respect to the variable time to control the insect, treatment three (T3) which corresponds to
the application of commercial Beauveria bassiana with a concentration of 10° spores/ml with
an average of 11 days was the best, followed by treatment six (T6) which corresponds to the
application of native Beauveria bassiana with a concentration of 10° spores/ml that obtained
an average of 13 days. Therefore, it is concluded that the best type was native Beauveria
bassiana to control the stigma fly in the adult stage, in addition, the best concentration was
10° spores/ml.

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

Titulo:

“Evaluacion de dos tipos de Beauveria bassiana para el control de la mosca de los estigmas
(Euxesta stigmatias) del cultivo de maiz (Zea mays), bajo condiciones controladas, Salache —
Latacunga - Cotopaxi — 2022”

Fecha de inicio:

Abril del 2022

Fecha de finalizacion:

Agosto 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 Agronomia

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. Diana Elizabeth Toapanta Gallegos, Mg.

Autora: Carina Fernanda Caiza Chiguano

Lector A: Ing. Edwin Chancusig Espin, PhD.

Lector B: Ing. Santiago Jiménez Jacome, Mg.

Lector C: Ing. Emerson Jacome Mogro, Mg.

Area de Conocimiento.

Agricultura- Agricultura, Silvicultura y Pesca — Agricultura.

Linea de investigacion:

Anadlisis, conservacion y aprovechamiento de la biodiversidad local.

La biodiversidad forma parte intangible del patrimonio nacional: en la agricultura, en la

medicina, en actividades pecuarias, incluso en ritos, costumbres y tradiciones culturales. Esta
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linea estd 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 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 gestion para el desarrollo

humano y social.
2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

En el manejo del cultivo de maiz, uno de los principales problemas que enfrentan los

agricultores en el campo son las plagas, que atacan durante su fase reproductiva y al no ser

controlados a tiempo puede llegar a terminar con la produccién del cultivo con un nivel de

infestacion muy alto. En respuesta a esta situacion se realizé la presente investigacion

evaluando el control de la mosca de los estigmas (Euxesta stigmatias), empleando el hongo

entomopatogeno Beauveria bassiana en diferentes concentraciones.

Para la investigacion se realiz6 las siguientes actividades en el laboratorio:

e Lareactivacion y la multiplicacién del hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana.

¢ Elaboracion de la suspension madre y contabilizacion del nimero de esporas, a partir de
ello se prepard las suspensiones a diferentes concentraciones.

e Aplicacién sobre las unidades experimentales para posteriormente evaluar la mortalidad

de la mosca de los estigmas (Euxesta stigmatias) y el tiempo para controlar el insecto.
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 obtener producciones con altos

rendimientos y bajos indices de ataques de plagas durante su ciclo reproductivo.
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Entre las principales plagas se encuentra la mosca de los estigmas (Euxesta stigmatias) que
en poblaciones altas puede llegar ocasionar pérdidas del ochenta al noventa por ciento del
cultivo.

El desconocimiento de los agricultores sobre el uso de microorganismos del suelo (hongos
entomopatogenos) para controlar plagas en diversos cultivos.

De acuerdo a lo mencionado esta investigacion esta enfocada en el control mediante el uso
del hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana para Euxesta stigmatias, plaga de los granos
de maiz que ataca en la fase reproductiva R1 (barbas) y R3 (lechoso - tierno), este hongo ha
demostrado ser un excelente controlador de plagas en estado adulto del orden Diptera.
Ademas, al utilizar el hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana se contribuye al cuidado
del medio ambiente y se disminuye el riesgo de contaminacion a la salud de los seres

humanos y de los animales por residuos de los insecticidas de sintesis quimico.
4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

4.1. Beneficiarios Directos

Los beneficiarios directos son los agricultores que se dedican al cultivo de maiz de la
provincia de Cotopaxi, debido a que el proyecto se encuentra ubicado en esta provincia,

ademas otros beneficiarios directos son los productores de maiz a nivel nacional.

4.2. Beneficiarios Indirectos

Los beneficiarios indirectos son: la Carrera de Agronomia de la Universidad Técnica de

Cotopaxi, el estudiantado de la misma y cuerpo docente de la carrera.
5. PROBLEMATICA

A nivel mundial el maiz constituye en uno de los principales cultivos con fines alimenticios y
comerciales. En el Ecuador segun la Corporacion Financiera Nacional para el afio 2020, la
superficie total cosechada de maiz fue de 355,913 hectareas, siendo una produccién de 1,
358,626 toneladas métricas de la cuales la provincia de Los Rios abarco el 47% (144,109ha)
de la produccion nacional, seguido de Manabi con el 21% (90,749ha) y Guayas con el 18%
(55,511ha).
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Arenillo, (2017), menciona que la mosca de los estigmas es una plaga de importancia en los
maices cultivados en la Sierra ecuatoriana, debido al ataque en la etapa reproductiva
disminuyendo notablemente la produccién, afectando la calidad y cantidad del grano en
mazorcas de maiz en estado lechoso, provocando que el agricultor no pueda comercializar el
maiz cuando tiene dafios en los granos, lo que ocasiona una pérdida econémica para ellos.
Estudios realizados por el INIAP en el afio 2002 las pérdidas ocasionadas por la mosca de los
estigmas en la mazorca de maiz en estado lechoso (tierno) en la Region Sierra del pais, se
encontraba entre el 80 — 90%. Mientras que, en la provincia de Pichincha, otro estudio
realizado por (Arenillo, 2017), determina que el porcentaje de dafio que ocasiona la mosca
de los estigmas esta entre 60 — 71%. De acuerdo con lo mencionado, la especie Euxesta
stigmatias es considerada una de las plagas méas perjudiciales para el maiz en estado lechoso
(tierno), se presenta especificamente en la mazorca de maiz dulce, (Garcia y Camacho,
2010).

Por tal razon los agricultores han optado con frecuencia a la utilizacion de insecticidas de
sintesis quimico, segln el INEC para el afio 2020, el uso de insecticidas en el pais fue de
setenta y nueve por ciento, mientras que, el uso de insumos organicos para el mismo afo fue
de cuatro por ciento.

En la presente investigacion se evalud el control biol6gico para combatir este insecto con
ayuda de Beauveria bassiana que permita disminuir pérdidas durante la cosecha de las
mazorcas en estado lechoso a los agricultores, generando un impacto positivo tanto ambiental

como econémico.
6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General

Evaluar dos tipos de Beauveria bassiana para el control de la mosca de los estigmas (Euxesta

stigmatias) del cultivo de maiz (Zea mays), bajo condiciones controladas.

6.2. Objetivos Especificos

e Identificar el mejor tipo de Beauveria bassiana para el control de la mosca de los
estigmas (Euxesta stigmatias) en estadio adulto.
e Determinar la mejor concentracion para el control de la mosca de los estigmas (Euxesta

stigmatias) en estadio adulto.
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7. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS

PLANTEADOS

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

OBJETIVO

ACTIVIDAD

RESULTADO

MEDIO DE
VERIFICACION

Identificar el mejor
tipo de Beauveria
bassiana para el
control de la mosca de
los estigmas (Euxesta
stigmatias) en estadio

adulto.

Reactivacion de una
cepa de Beauveria
bassiana del
laboratorio de

Agronomia.

Cepa activa de
Beauveria bassiana
inoculada en Agar-

Insecto.

- Cajas Petri con el
hongo activo.

Multiplicacién de

Beauveria bassiana.

Subcultivos del
hongo

entomopatdgeno.

- Cajas Petri con

Beauveria bassiana

Elaboracion de la
suspension madre
del hongo

entomopatdgeno.

Suspension madre

del hongo.

- Conteo de esporas
en la cdmara de

Neubauer.

Verificacién de la
viabilidad del

producto comercial.

Numero de esporas
del producto

comercial.

- Fotografias
- Conteo de esporas
en la cdmara de

Neubauer.

Determinar la mejor
concentracion para el
control de la mosca de
los estigmas (Euxesta
stigmatias) en estadio

adulto.

Elaboracion de

suspensiones a

Suspensiones con

diferentes

- Fotografias

- Conteo de esporas

diferentes concentraciones en la camara de
concentraciones a (10%,107,10°) del | Neubauer.
partir de la hongo

suspension madre. entomopatogeno.

Implementacion del | Unidades - Fotografias

ensayo y Aplicacion

experimentales

- Libreta de




de suspensiones a rociadas con el laboratorio
diferentes hongo

concentraciones del | entomopatogeno en

hongo diferentes

entomopatégeno en | concentraciones.

cada unidad

experimental

Conteo de insectos | Porcentaje de - NUmero de

muertos despues de | mortalidad insectos muertos
la aplicacion. aplicando la - Tabla de
formula: resultados
% Mc
X (100)
X
Registro de nimero | Tiempo para - NUmero de

de dias a la muerte

del insecto.

controlar Euxesta
stigmatias en
relacion a la
concentracion
aplicada y el
nimero de dias a la

muerte.

insectos muertos.
Tabla de datos




CAPITULO 1
8. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
8.1. El maiz

8.1.1. Generalidades del maiz

El maiz es uno de los cereales méas consumidos a nivel mundial conjuntamente con el arroz y
el trigo, perteneciente a la familia de las gramineas o poaceas. Es una monocotiledénea con
un ciclo vegetativo anual. El ciclo del cultivo dura de 80 a 200 dias, desde la siembra hasta la

cosecha, dependiendo de la variedad utilizada, (Grande y Orozco, 2012).

8.1.2. Origen del maiz

Segun Otegui, (2004), el maiz es de origen mesoamericano con varios centros de diversidad,
desde los incas y los quechuas de la regién andina de América del Sur. Se menciona ademas
que, hace méas de 8000 afios los indigenas americanos realizaron una seleccion y
transformacion (domesticacion) mediante la misma el maiz ha adquirido varias cualidades

nutricionales, pero perdio la capacidad de sobrevivir en forma silvestre.

8.1.3. Importancia del maiz en el mundo

El maiz es un cereal que tiene una importancia econdmica alta a nivel mundial por tener
varios destinos finales, ya sea consumo alimentario para el hombre, como alimento animal o
fuente de productos industrializados. La capacidad de adaptacion del maiz a diferentes
altitudes es otra de sus cualidades a ser un cereal de importancia, siendo una de las opciones

principales a elegir los agricultores por el rendimiento de grano por hectéarea, (FAO, 2022).

8.1.4. Importancia del maiz en Ecuador

El maiz en el pais es de gran importancia debido al papel que cumple en la alimentacion de la
poblacion. Ecuador en los ultimos veinte afios ha tenido un crecimiento en produccion de
maiz duro con un ochenta por ciento destinados para alimento y balanceados de animales
principalmente esta variedad se cultiva en las zonas costeras, mientras el maiz suave o

harinoso en la region andina, no ha registrado aumento en su produccion esta variedad es
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destinada en su mayoria para la alimentacion familiar de los pequefios productores,

(Hernandez, 2019).

8.1.5. Taxonomia del maiz

Tabla 2. Clasificacion taxondmica del maiz segun, (Valladares, 2010).

Reino
Division
Clase
Familia
Género
Especie

8.1.6. Descripcion morfologica

Plantae
Magnoliophyta
Liliopsida
Poaceae

Zea

Mays

El maiz es de ciclo anual, su altura puede ser de 1mt hasta mayor de 4mts segun la variedad.

La raiz es fasciculada que sirve de soporte y canal de ingreso de nutrientes para el resto de la

planta, presenta un tallo erecto y macizo en su interior. Sus hojas son largas con su nervio

central marcado se disponen abrazando al tallo, la inflorescencia masculina (panicula) y

femenina (espiga compuesta) se encuentran en una misma planta, (Hidalgo, 2018).

8.2. Desarrollo del cultivo

Segun Fassio y Carriquiry, (2008), el desarrollo del cultivo es una secuencia de etapas en un

orden irreversible. Estas etapas van desde la germinacion de la semilla hasta la floracién y

formacion del fruto. Este ciclo comprende dos etapas: desarrollo vegetativo y desarrollo

reproductivo.



Tabla 3. Etapas vegetativas y reproductivas de la planta de maiz

VEGETATIVA REPRODUCTIVA
VE: Emergencia R1: barbas
V1: Primera hoja R2: ampolla
V2: Segunda hoja R3: lechoso
V3: Tercera hoja R4: pastoso
V(N): Enésima hoja R5: dentado
VT: Panojamiento R6: madurez fisioldgica

Fuente: Fassio y Carriquiry, (2008)

8.2.1. Etapas reproductivas

Las fases reproductivas se refieren al desarrollo del grano y sus partes. La fase R1 comienza
con la polinizacion, cuando las barbas se encuentran visibles, en condiciones adversas como
controles no realizados para plagas en esta fase se reducira el rendimiento. En la siguiente
fase R2, la mazorca estd por alcanzar o ya alcanzd su tamafio completo y empieza el
desarrollo de los granos. Las barbas han completado su funcién de floracion se oscurecen y
comienzan a secarse. En la fase R3 los granos presentan un color amarillo en la parte exterior
y blanco lechoso en el interior debido a la acumulacion de almidén.

Debido a la continua acumulacion de almiddn en la R4 el grano presenta una consistencia
pastosa en su interior y el grano ha alcanzado su tamafio ideal. En la pendltima fase R5, los
granos se secan comenzando por la parte superior y finalmente en la R6 se define cuando

todos los granos han alcanzado su maximo peso seco, (Fassio y Carriquiry, 2008).

8.3.  Principales plagas del maiz

El maiz (Zea mays), al igual que otros cultivos explotados a nivel mundial es atacado por
numerosos insectos plagas. Varios son los insectos que causan dafios a este cultivo, ya sea

atacando la semilla, las raices, el tallo, las hojas y el fruto.
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8.3.1. Mosca de los estigmas (Euxesta stigmatias)

Puede ocasionar dafios muy graves a los cultivos de maiz. De hecho, en los campos de
cultivo en los que no se controla la mosca durante los estadios reproductivos iniciales podria

haber una pérdida de rendimiento total, (Giles, 2014).

8.3.2. Gusano de la mazorca (Heliothis zea)

Es una plaga que ataca en estado de larva alimentdndose de los granos de la mazorca. Al
inicio, la larva consume los granos lechosos de la punta de la mazorca, luego conforme va

madurando el grano es consumido hasta su estado pastoso.

8.3.3. Gusano cogollero (Spodoptera frugiperda)

Los dafios pueden afectar a varias gramineas como sorgo, arroz; empezando desde las hojas
tiernas dejando huecos irregulares, posteriormente pueden llegar atacar a la mazorca cuando

estd en formacidn de granos hasta que su fase larval termine.

8.3.4. Gusano alambre (Agrotis spp.)

Su dafio al cultivo de maiz se presenta en las primeras etapas del cultivo, afecta directamente
a los granos que conduce a problemas de emergencia provocando marchitamiento de las

plantulas (2-3 hojas) en caso de ataque precoz y después desaparicién de las plantas.

8.3.5. Barrenador del tallo (Diatraea saccharalis)

Las larvas ocasionan las pérdidas por dafios fisioldgico y mecénico. Las larvas producen
galerias dentro de la cafa, lo que reduce el flujo de agua y nutrientes e induce al quebrado de

plantas y espigas. La produccion se ve muy afectada, especialmente en siembras tardias.

8.4. Mosca de los estigmas (Euxesta stigmatias)

Los Ulidiidae son una gran y diversa familia de insectos del orden Diptera, que atacan al
cultivo de maiz. Euxesta stigmatias se presentan con mayor frecuencia en este cultivo. Huepe
y Vargas, (1986) mencionan que, en un principio era considerada una plaga de caracter
secundario, pero después, debido a las investigaciones concluyeron que estos insectos

causaban perjuicios que podian alcanzar un nivel alto, desde el punto bioloégico y econémico.
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Esta plaga ataca a los granos de la mazorca del maiz, este insecto esta en toda América y se

ha convertido en una amenaza seria en los valles altos de la region andina.

8.4.1. Origen de Euxesta stigmatias

La presencia de por lo menos doce diminutas larvas en un solo grano de maiz nuevo arrojé
los primeros datos, confirmando la presencia de una nueva plaga de importancia econémica.
La presencia de la plaga fue reportada por primera vez, hace méas de una década, en México,
Estados Unidos (Florida) y Argentina, donde es considerada una plaga primaria explico,
(Barraza, 2008). En los paises sudamericanos, el insecto también es conocido como gusano
de la mazorca o mosca pinta. En el pais sus primeros hallazgos fue entre los afios 1959 y
1977, junto a la colaboracion de Insect Identification and Parasitec Introduction Research
Branch, (Merino, 2003).

8.4.2. Clasificacion taxonémica

Tabla 4. Taxonomia de la mosca de los estigmas

Reino Animalia
Phylum Anthropoda
Clase Insecta
Orden Diptera
Familia Ulidiidae
Genero Euxesta
Especie E. stigmatias

Fuente: Reyes, (2015)

8.4.3. Descripcion morfoldgica

Las caracteristicas generales son: las patas de color café o negras, presentan 4 bandas oscuras
en las alas, la parte superior el primer flagelomero antenal es redondo, la vista frontal tiene

varias setas o aristas cruciales, el ovipositor es angosto suave y no laminado apicalmente.
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8.4.4. Ciclo bioldgico

El ciclo bioldgico de la mosca inicia después de aparearse, busca una planta de maiz donde
los estigmas estén emergidos de la mazorca ovipositando hasta 95 huevecillos, entre los

estigmas y en la base de la mazorca.

8.4.5. Estadios de desarrollo de Euxesta stigmatias

Segln Guitierréz, (2014), describe cuatro estadios de la mosca de los estigmas que se

detallan a continuacién:

8.45.1. Huevo

Los huevecillos duran dos dias, son alargados, color blanco traslucido, miden 0.80
milimetros de longitud y 0.20mm de ancho, los podemos encontrar de forma individual o en
grupos, y eclosionan a las 48 horas a temperatura ambiente 25-34 °C.

8.45.2. Larva

Son de forma alargada y cilindrica, sin patas ni pseudépodos, la parte apical es mas ancha
que la parte posterior, tienen ganchos bucales en la cabeza y dos espirdculos anales
uniformes de color negro. La larva vive de 13 a 15 dias, es de color blanco-amarillento y
alcanza una longitud maxima de 7mm. Se encuentran dentro de la mazorca durante toda la

etapa reproductiva y hasta antes de la madurez fisioldgica.

8.45.3. Pupa

Es también alongada y cilindrica, con un extremo mas redondeado y con una elevacion que
sobresale; en el extremo contrario presentan dos apéndices. La pupa dura 7 dias. El cuerpo es

de color amarillento al principio, luego se torna rojizo brillante.

8.4.5.4. Adulto

Presenta cuatro bandas oscuras transversales en las alas, patas negras, con amarillo en el
extremo superior del tarso en la parte inferior del fémur; la hembra es de mayor tamafio.

Duran 90 dias y alcanzan una longitud méaxima de 10mm.
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8.4.6. Comportamiento y ataque caracteristico de Euxesta stigmatias

La mosca de los estigmas al ovipositar alrededor de 90 a 95 huevecillos es considerada una
plaga de gran importancia para el cultivo de maiz.

Los dafios que ocasionan las larvas que oviposita la mosca pueden ser directos e indirectos.
Directos cuando las larvas afectan al grano de maiz, alimentandose del pericarpio, dejando la
epidermis del grano. Indirectos cuando las larvas, una vez que emergen del huevecillo, se
alimentan de los estigmas inhibiendo la polinizacion y la formacion del grano en el maiz.

La mayor presencia de moscas en los cultivos de maiz se presenta en verano, ya que durante
este ciclo se tienen las condiciones ambientales de humedad y temperatura adecuadas para el
buen desarrollo de la mosca de los estigmas. Esta plaga no tiene conductas canibales, es por
ello que en una mazorca pueden vivir de 12 a 15 larvas sin atacarse entre ellos, (Guitierréz,
2014).

8.4.7. Métodos de control

Existen varios métodos para controlar las plagas en el cultivo de maiz, a continuacién, se

mencionan:

8.4.7.1. Control Cultural

Guitierréz, (2014) recomienda:
e Utilizar trampas amarillas cuando el cultivo de maiz empiece su estadio reproductivo
como un control preventivo para las moscas.
e Otras investigaciones mencionan utilizar aceite vegetal, empleada incluso para

controlar otras plagas este se debe aplicar sobre los estigmas del maiz.

8.4.7.2. Control Quimico

La mosca de los estigmas afios atras era controlada quimicamente con insecticidas efectivos
(por ejemplo, clorpirifos), que se han reducido en gran medida y otros insecticidas han sido
eliminados del mercado (ejemplo: metal paration y endosulfan) pero con el pasar de los afios
la mosca ha ganado resistencia.

Mediante investigaciones realizadas por (Giles, 2014), resalta que la plaga es resistente por el
uso de piretroides, de manera inicial aparentemente controla el 60% de la poblacion de

Euxesta stigmatias. Pero la plaga puede recuperarse en cuatro horas junto con las nuevas
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moscas que vuelven a infestar los campos tratados, el problema de resistencia a los
piretroides ayuda a explicar muchos de los problemas que estan enfrentando los productores
para controlar las moscas.

INIAP, (2021), recomienda el uso de mezclas de insecticidas con melaza, a manera de cebos.

Para ello se debe realizar un coctel con cipermetrina.

8.4.7.3. Control Bioldgico

Albarracin, (2007), indica que la mosca de los estigmas tiene su propio depredador o
parasito, el cual interrumpe su ciclo reproductivo. Para la mosca de los estigmas la avispa
Spalangia (Hymenoptera: pteromalidae), es un paréasito en su estado de pupa, depositando un

huevecillo dentro de ella completando su desarrollo hasta adulto en 15 dias.

8.5. Hongos Entomopatdgenos

Los hongos entomopatégenos son reguladores naturales, han atraido la atencion como
agentes de control biol6gico para los insectos plaga. Los érdenes de insectos que suelen ser
mas propensos a los hongos son Hemiptera, Diptera, Coledptera, Lepidoptera, Hymenoptera
y Ortoptera. Encontrandolos de forma natural en el ecosistema, en el suelo, en restos de
cultivos, sobre los cadaveres de insectos o sobre materia organica.

Se conocen aproximadamente 100 géneros y 700 especies de hongos entomopatdgenos. Entre
los mé&s importantes estdn: Metarhizium, Beauveria, Aschersonia, Entomophthora,
Zoophthora, Erynia, Eryniopsis, Akanthomyces, Hirsutella, Hymenostilbe, Paecelomyces y

Verticillium, (Ramirez, et al., 2014).

8.5.1. Beauveria bassiana

Es un hongo imperfecto de la clase Deuteromicetes, capaz de infectar a mas de 200 especies
de insectos es de apariencia polvosa de color blanco algodonoso o amarillento cremoso. El
hongo fue expuesto por Jean Beauverie en 1911 con el nombre de Botrytis bassiana.
Posteriormente, Vuillemin la clasific6 en su clase actual. Investigaciones posteriores,
determinaron el género como Beauveria spp., y registraron seis especies: B. alba, B.
amorpha, B. bassiana, B. brongniartii, B. velata y B. caledonica, (Noboa y Quelal, 2015).
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8.5.2. Clasificacion taxondmica
Tabla 5. Taxonomia de Beauveria bassiana

Roberts y Humber, (1981), citado en la Sociedad Mexicana de Control Biologico (1995), dan

a conocer la siguiente clasificacion:

Reino Fungi

Division Deuteromycotina
Clase Deuteromycetes
Orden Moniliales
Familia Moniliaceae
Género Beauveria
Especie Bassiana

8.5.3. Caracteristicas morfoldgicas de Beauveria bassiana

8.5.3.1. Caracteristicas macroscépicas

La Beauveria bassiana sembrada en PDA (Papa Dextrosa Agar), al trascurso de 7 dias
presenta un micelio algodonoso blanco al principio y luego se torna amarillento o rosa
palido, con el paso de los dias se vuelve polvoriento de color crema producto de las esporas,
(Noboa y Quelal, 2015).

Gréfico 1. Vista macroscopica de Beauveria bassiana
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8.5.3.2. Caracteristicas microscopicas

Beauveria bassiana al ser un hongo imperfecto, posee hifas septadas que contienen las

estructuras reproductivas denominadas conidiéforos, sobre los cuales se desarrollan las

esporas (células unicas

haploides e hidrofdbicas, globosas y ovales de color blanco cremoso

posee esterigmas alternados en zigzag alargados en su extremo distal llamados raquis),

(Ortiz, 2009).

Gréfico 2. Vista microscopica de Beauveria bassiana

8.5.4. Condiciones de crecimiento de Beauveria bassiana

FACTOR DESCRIPCION

pH
Temperatura
Humedad rel

Necesidades

Crecimiento: 5,7 a 5,9

Crecimiento y esporulacion: 24 a 28 °C

ativa Crecimiento: 92,5 % a 94 %

nutricionales | Sacarosa

Fuentes de carbono (glucosa, almidon vy
pectina)

Nitrégeno

Fuente: Noboa y Quelal, (2015)

8.5.5. Modo de accidn de la Beauveria bassiana

El ciclo de vida de este hongo consta de dos fases: la patogénica y la saprofitica, el desarrollo

del hongo se puede dividir en las siguientes fases.
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La primera fase o también denominada infectiva, inicia cuando las esporas entran en contacto
con la cuticula del hospedero (insecto), la penetracion del hongo al hospedero ocurre a traves
de la cuticula o por via oral. Cuando la penetracién se da por una cuticula, intervienen las
lipasas, quitinasas y proteasas. Dentro del insecto, el hongo se ramifica y reside en las
cavidades del huésped. Produce una toxina llamada Beauvericina que destruye el sistema
inmunologico del patégeno, permitiendo que el hongo ataque todos sus tejidos. La invasion
de los tejidos por parte del micelio del hongo causa la muerte del insecto. Durante el proceso
de invasion del hongo se produce una gran variedad de metabolitos téxicos. Cuando el
insecto muere queda momificado. Algunas veces se pueden presentar zonas de pigmentacion
localizadas que corresponden a los sitios de penetracion de las esporas. Por Gltimo, ocurre la
esporulacion y el inicio de un nuevo ciclo. EI micelio del hongo se observa primero en las
articulaciones y partes blandas del insecto y en dias posteriores se incrementa a todo el

cuerpo hasta finalmente cubrirlo, (Gomez, 1992).

8.5.6. Aplicacién de Beauveria bassiana para controlar la mosca de los estigmas

El periodo 6ptimo para aplicar el insecticida biologico es cuando el cultivo de maiz se
encuentra en el estadio reproductivo (R1 — R3), formacion y llenado de grano, debido a que
es el momento en el que se encuentra la mayor abundancia del insecto en su forma mas
susceptible (larva), la mayor poblacion de adultos, que también son susceptibles al ataque de
los hongos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae. Para el control de la mosca son
necesarias tres aplicaciones en los primeros quince dias de presencia del insecto con

Beauveria bassiana y Metarhizium, (Guitierréz, 2014).
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CAPITULO 111
9. HIPOTESIS

Ho: Con la aplicacion de al menos una de las concentraciones de Beauveria bassiana, se
lograra la mortalidad de insectos adultos de Euxesta stigmatias.
Ha: Con la aplicacion de al menos una de las concentraciones de Beauveria bassiana, no se

lograré la mortalidad de insectos adultos de Euxesta stigmatias.
10. METODOLOGIAS Y DISENO EXPERIMENTAL

10.1. Localizacién del ensayo

El ensayo se ubico en el Laboratorio de microbiologia 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, canton 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 3. Croquis de ubicacion del proyecto

ceypsa

» :

N
.

Fuente: (Earth, 2022)
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10.2. Tipos de Investigacion

10.2.1.  Experimental
Se manipuld variables experimentales en condiciones controladas para observar y describir
su comportamiento.

10.3. Métodos de Investigacion

10.3.1.  Observacion Cientifica
La observacion cientifica permitidé obtener una percepcion directa del objeto de
investigacion.

10.3.2.  Cuantitativo
Se obtuvo datos que son procesados, los mismos proporcionaron una fuente veridica de los
resultados obtenidos.

10.3.3.  Inductivo
Se obtuvo conclusiones generales a partir de premisas particulares que se procesaron a lo
largo de la investigacion.

10.4. Técnicas de Investigacion

10.4.1. Observacion directa

Permitid estar en contacto con el insecto plaga (Euxesta stigmatias) que se emplearon en esta
investigacion y a su vez se observo el comportamiento de los mismos al ser expuestas a las

diferentes concentraciones de Beauveria bassiana.
10.5. Materiales, Reactivos y Equipos

10.5.1. Materiales de laboratorio

- Papel Parafilm
- Cajas Petri (plastico / vidrio)
- Plastico film

- Papel aluminio



Papel absorbente

Pinzas metalicas

Porta bisturi

Bisturi

Tubos de ensayo de 15cm
Pipetas de plastico de 5ml

Asas metélicas de cien

Frascos graduados 500ml
Mechero

Vasos de precipitacion de 300ml
Cepa de Beauveria Bassiana
Mazorcas infestadas con larvas de Euxesta stigmatias
Mazorcas de maiz (en etapa reproductiva R1 — R3)
Larvas de Phyllophaga spp.
Tarrinas de plastico

\/asos cerveceros

Medias nylon

Elastico

Algodon

Cinta adhesiva doble faz

Estilete

Marcador permanente
Mascarillas y guantes quirdrgicos
Jeringuillas de 10ml

Miel

Rociadores

10.5.2. Reactivos

Agar Papa Dextrosa (PDA)
Agar — Agar
Glucosa

Tween 80

20



21

- Agua destilada
- Antibiotico (Gentamax ampolla)
- Vitaminas Ay E

10.5.3.  Equipos de laboratorio

- Microscopio

- Autoclave

- Balanza digital

- Cémara de Flujo Laminar
- Cémara de Incubacion

- Cémara de Neubauer

- Agitador

- Vortex

- Estereoscopio

- Micropipetas de 20 y 200 ul

10.6. Disefio experimental

Se realizé un arreglo factorial AxB + 1 adicional implementado en un DBCA, con cuatro
repeticiones por cada tratamiento planteado, dando un total de 7x4 = 28 unidades

experimentales.

10.7. Unidad Experimental

Cada unidad experimental consté de 15 moscas las cuales se encontraban en tarrinas

plasticas.

10.8. Factores en estudio

El presente ensayo consto de dos factores en estudio:
Factor A: Beauveria bassiana

B1 = Beauveria bassiana nativa

B2 = Beauveria bassiana comercial

Factor B: Concentracion

C1=10°



C2=10’
C3=10°

10.9. Tratamientos en estudio

22

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

experimental:

Tabla 6. Tratamientos en estudios acorde al disefio experimental planteado

Tratamientos Beauveria bassiana Concentraciones Simbologia
T1 Comercial 10° B2C1
T2 Comercial 107 B2C2
T3 Comercial 10° B2C3
T4 Nativa 105 B1C1
T5 Nativa 107 B1C2
T6 Nativa 10° B1C3
T7 Adicional
10.10. ADEVA

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

Tabla 7. Esquema del ADEVA

FdeV al
Repeticiones 3
Tratamientos 6
Factor A (Beauveria bassiana) 1
Factor B (Concentraciones) 2
Factor A*Factor B 2
Arreglo factorial vs Adicional 1
Error 18
Total 27




10.11.

Variables en estudio

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

Tabla 8. Variables a evaluar

107 esporas/ml

10° esporas/ml

Tipo de . o .
_ Nombre Indicador Indice Técnica | Instrumentos
variable
Numero de ]
% de mortalidad N
) moscas de ) Conteo Observacion
Mortalidad _ de insectos )
los estigmas directa
(adultos)
muertas
Dependiente NUmero de .
i Tiempo para ]
diasala Control Registro de
) controlar
Tiempo muerte de la datos
Euxesta
mosca de los ) )
_ stigmatias
estigmas
Suspensiones a
diferentes Formula Camara de
) Beauveria | Numerode | concentraciones Neubauer
Independiente )
bassiana | esporas/ml 10° esporas/ml

10.12.

10.12.1.

Manejo del Experimento

Fase de reactivacion y multiplicacion de Beauveria bassiana

Las distintas fases se realizaron en base a protocolos establecidos, tanto para el método de

reactivacion, asi como el método de multiplicacion.

10.12.1.1.

Meétodo de reactivacion de B. bassiana en un medio de Agar - Insecto

Para la reactivacion del hongo entomopatdgeno se utilizd la metodologia empleada por

(Chiriboga, Gomez, y Garcés, 2015), donde indica que se debe considerar para este método

insectos vivos al momento de ser recolectados. Para esta investigacion empleamos la gallina

ciega (Phyllophaga spp.).
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A continuacion, se detalla el procedimiento cabe mencionar que esta metodologia se

modifico en el laboratorio de Agronomia.

Materiales

70 gr de Insectos

18 gr de AGAR — AGAR
15 gr de Glucosa

1000 ml de Agua destilada

Procedimiento

1.

Se desinfecto los insectos con hipoclorito de sodio al 0,5 % en agua destilada,
sumergiéndoles durante 5 a 10 minutos. Luego se procedid a lavar en agua destilada
para retirar el exceso de hipoclorito.

Los insectos desinfectados se procedié a licuarlos con 500 ml de agua destilada.

Los 500 ml restantes colocamos en un vaso de precipitacion de 1000 ml, en eso
depositamos los 18 gr de Agar — Agar, los 15 gr de Glucosa y diluimos totalmente.

En el mismo vaso de 1000 ml colamos el licuado de los insectos y realizamos una
mezcla homogénea.

Finalmente depositamos en frascos graduados para ser esterilizados en la autoclave
por 45 minutos para obtener el medio de cultivo Agar — Insecto, donde se sembro

Beauveria bassiana.

10.12.1.2. Método de multiplicacién del hongo

La multiplicacion del hongo entomopatégeno se basé en la metodologia utilizada por

(Caballero, 2014), quien menciona que existen diversos métodos de multiplicacion de hongos

en medios de cultivos, para esta investigacion se utilizé el medio de cultivo Papa Dextrosa
Agar (PDA).

A continuacion, se enumera los materiales y el procedimiento:

Materiales

- 60 gr de PDA

- 1400 ml de agua destilada
- 70 Cajas Petri

- 1 Pinza metalica

-1 Asa de cien
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- Papel Parafilm

- Alcohol

- Bisturis

- Plastico film

- Papel aluminio

- 3 Antibidtico (Gentamax 280 ampolla)

Procedimiento

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 razén de 4 — 5 cajas Petri.

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

Cantidad para el antibidtico: 50 pl a razon de 200 ml de medio de cultivo

2.- Se esterilizé en la autoclave el medio de cultivo junto con los deméas materiales y cajas
Petri en el caso que sean de vidrio envueltos en papel aluminio, en un periodo de tiempo de
45 minutos.

3.- Mientras tanto se desinfect6 la camara de flujo de laminar con cloro y luego con alcohol,
una vez que el medio y los materiales se esterilizaron totalmente se los colocé en la cdmara
dejandolos enfriar el mismo a temperatura ambiente y se colocd el antibidtico, en este caso se
ocup6 el medicamento “Gentamax 280 en su presentacion de ampolleta, el mismo que se
mezclé con el medio de cultivo y posteriormente el medio se lo depositd en cada caja Petri.
4.- De la caja Petri que contenia el hongo activado, se realizé un frotis con la asa de la parte
que contenga mayor proporcion del micelio y se colocd en la caja Petri realizando
movimientos en zigzag sobre el medio, seguidamente se colocd una cinta Parafilm y se
identificd la caja Petri, finalmente se colocd en la camara de incubacion a una temperatura
promedio de 24°C.

5.- Al transcurso de 7 dias se observé la caja Petri cubierta con B. bassiana. La misma que
sera considerada como la primera cepa activada.

6.- Al obtenerse la primera cepa activada limpia y sin contaminacion, se preparé nuevamente
medio de cultivo suplementado con el antibidtico.

7.- De la cepa activada de B. bassiana se realizd cortes de 5 mm con el bisturi y cada corte se
colocd en una caja Petri respectivamente, seguidamente se sell con la cinta Parafilm y se

identifico.
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8.- Finalmente se envolvio en plastico film y se colocd las cajas en la cAmara de incubacién y
al transcurso de 5 — 7 dias se observé que las nuevas cajas se encuentran cubiertas con B.

bassiana.

10.12.2. Elaboracion de suspensiones a diferentes concentraciones y conteo de

esporas.

Antes de realizar la aplicacion en las unidades experimentales, se realizd una prueba del
ndmero de rociadas que podria alcanzar en toda el &rea de una mazorca. El resultado
obtenido fue de 60 roseadas que equivale a 10ml por cada mazorca.

Por cada unidad experimental = 10 ml

Total, volumen a utilizar = 24 unidades experimentales x 10 ml = 240 ml|

Volumen con diferentes Beauveria bassiana:

Beauveria bassiana nativa = 120 ml

Beauveria bassiana comercial = 120 ml

10.12.2.1.  Suspensién madre

En la ejecucion de esta fase se adaptdé la metodologia utilizada por (Garcia, 2002),
mencionando en primera instancia la preparacion de la suspension madre con un volumen de
Agua Destilada Estéril de 120 ml que a partir de la cual se realizaron las respectivas
diluciones del hongo Beauveria bassiana.
Materiales

- Cajas Petri con el hongo entomopatdgeno

- Asas de cien

- Tubos de ensayo

- Vasos de precipitacion

- Agua destilada estéril

- Tween 80

- Pipetas

- Gradilla

- Micropipeta

- Cémara de Neubauer

- Agitador
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La elaboracion de la suspension madre se lo realizé de la siguiente manera:

1. Para la investigacion utilizamos Tween 80 el cual nos ayudara a un mejor conteo de

esporas. Utilizando la siguiente férmula obtuvimos la cantidad adecuada
C1V1 =C2V2

Donde:
C1 = la concentracion de la solucion inicial (80%)
V1 = volumen que debemos utilizar en la dilucién
C2 = concentracion que deseamos (0,05%)
V2 = volumen final de dilucién (120 ml)
La cantidad de Tween 80 fue extraida con una micropipeta y depositada en el vaso de
precipitacion donde se hizo la solucion madre, posteriormente fue disuelto
correctamente con la ayuda del agitador.

2. Se selecciond 6 cajas Petri que presenten las mejores caracteristicas del hongo como
su coloracion, esporulacion y libre de contaminacion.

3. En cada caja Petri se colocd agua destilada estéril para realizar un raspado con la asa
de cien del contenido micelial.

4. El agua destilada estéril con los restos del hongo se depositd en un vaso de

precipitacion hasta alcanzar los 120 ml.

10.12.2.2. Conteo de esporas

El conteo de esporas de cepas del hongo B. Bassiana, se lo realiz6 de la siguiente manera:

1. La suspensién madre se agitd por 4 minutos en el agitador a 300 rpm (revoluciones
por minuto) para obtener una muestra homogénea.

2. Se extrajo con la micropipeta 60 ul (microlitro) y se depositd en la Camara de
Neubauer finalmente se coloc6 un cubre objeto y posteriormente se observé en el
microscopio enfocando a 10X.

3. El conteo se realizé 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.

Finalmente se aplico la siguiente formula:
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# total de esporas 10.000
# de cuadrantes contabilizados . # de subcuadrantes contabilizados

Conteo de esporas =

Nota: El resultado obtenido de la aplicacion de la férmula se lo coloca en notacién cientifica.

10.12.2.3. Elaboracion de suspensiones a diferentes concentraciones

Una vez determinada la concentracion de la suspension madre se realizo diluciones para
obtener las suspensiones a diferentes concentraciones de esporas requeridas, las mismas que
fueron realizadas de la siguiente manera:

1. En tubos de ensayo enumerados se colocé 9 ml de agua destilada en cada uno.

2. Se realizé diluciones con la ayuda de una pipeta, extraer 1 ml de la suspension madre y
colocar en el tubo de ensayo #1, posteriormente de la dilucion #1 se extrae 1 ml y es
depositado en el tubo de ensayo #2, después se extrae 1 ml de la dilucion #2 y es depositado
en tubo de ensayo #3 de esta manera se continua la secuencia hasta obtener el nimero de
diluciones requeridas. Cada dilucion es agitada en el vortex durante 2 - 4 minutos con el
proposito de obtener una muestra homogénea.

3. Se volvio a realizar el conteo de esporas para cada dilucién. Procedimiento en el que se
establecid las concentraciones 10°, 107, 10°,

Para obtener las concentraciones utilizadas para una aplicacion en la investigacion se
requirio:

Concentracion 10° 6 cajas Petri con el hongo B. bassiana.

Concentracion 107 4 cajas Petri adicionales a las anteriores con el hongo B. bassiana.

Concentracion 10° 5 cajas Petri adicionales a las anteriores con el hongo B. bassiana.

10.12.2.4. Elaboracion de suspensiones a diferentes concentraciones y conteo de

esporas de la Beauveria bassiana comercial

Para la utilizacion de la B. bassiana comercial se basé en el procedimiento anterior, con unos
pequefios cambios por el estado en que se encontro la B. bassiana comercial (liquido).

Para la suspension madre se empezé tomando 1 ml del producto en 120 ml de agua destilada
estéril, obteniendo en el conteo de esporas la concentracion de Beauveria bassiana comercial
corresponde a 10*. Para obtener las concentraciones requeridas para la investigacion se
realizd diluciones afiadiendo de 0,5ml del producto a la suspension madre hasta obtener lo
deseado.

Concentracion 10° 1,5 ml de B. bassiana comercial
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Concentracion 107 1ml adicional a lo anterior de B. bassiana comercial

Concentracion 10° 1,5 ml adicional a lo anterior de B. bassiana comercial

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

Previamente se realizé la colecta y alimentacion de la plaga, bajo condiciones de laboratorio.

10.12.3.1. Colecta y alimentacion de la plaga en sus estadios de larva, pupa y

adulto

Para la colecta y la alimentacién de la plaga se tomd en cuenta el estadio a evaluarse (adulto)
en la investigacion, la plaga fue alimentada desde su estadio larval hasta adulto en el
laboratorio. A continuacién, se describe el proceso y los materiales utilizados para la colecta
y alimentacién de la plaga:
Materiales:

- Mazorcas de maiz infestadas con larvas de la mosca de los estigmas

- 50 Tarrinas de pléastico

- 25 Vasos cerveceros

- 1 Caja acrilica

- 5 Medias nylon

- 5m Elastico

- 1 Algoddn

- 1000ml Agua purificada

- 600ml Miel

- 30ml Vitamina Ay E

- 1lb Az(car

- Estigmas de maiz

- 1 Rociador
Procedimiento:

1. Las mazorcas infestadas con la plaga se los obtuvo de pequefios agricultores de la

parroquia de Aloasi perteneciente al canton Mejia, Pichincha.
2. Se coloco en los vasos cerveceros seguidamente se cubrié con un trozo de media
nylon y se lo sujetd firmemente con el elastico.

3. Los vasos fueron trasladados inmediatamente al laboratorio de Agronomia.
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Para su alimentacion se empled la metodologia utilizada por (Cipriano et al, 2010), donde
menciona que las larvas y adultos se alimentaron con miel de abeja, azlcar, vitaminas y agua.
- Alimentacion para la plaga en estadio larval
La dieta fue elaborada con miel de abeja, azucar, vitaminas A y E y agua (600ml)
La plaga fue alimentada tres veces por semana con un rociador sobre las mazorcas
recolectadas.
- Mantenimiento para la plaga en estadio de pupa
La plaga en estadio de pupa fue trasladada a una camara humeda (algodon + agua purificada
(400ml)) hasta que llegue a su estadio adulto.
- Alimentacion de la plaga en estadio adulto
Los insectos fueron alimentados con la dieta empleada en el estadio larval.
El insecto al llegar a su estadio adulto fue trasladado a tarrinas plasticas donde contenia
estigmas de maiz para asimilar su territorio en el campo, durante 10 dias se les tuvo en

adaptacion.

10.12.3.2.  Implementacion del ensayo y Aplicacion de Beauveria bassiana

A continuacion, se describe el proceso y materiales utilizados:
Materiales:
- 28 Mazorcas de maiz que se encuentren en el estadio reproductivo R1 - R3.
- 28 Tarrinas plasticas blancas
- 7 Medias nylon
- 4 Cinta adeshiva doble faz
- 3m Elastico
- 3lt Agua purificada
- 2 Algodones
- 2 Rociadores
Procedimiento:
1. Serealizd una camaréd humeda y sobre ella se colocé una mazorca de maiz.
2. La aplicacion se realizd por aspercion, se tom6 10ml de la concentracion y se
depositd en un rociador pequefio.
3. La aspercion se realizd6 en dos lugares de cada unidad experimental, 5ml (30

roceadas) sobre la mazorca, luego se colocd trozos de cinta adeshiva doble faz en las
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esquinas de la tarrina, después se cubrio con un trozo de media nylon donde se aplico
los 5ml (30 roceadas) restantes de la concentracion.

4. Se introduci6 los insectos (15 moscas) por una abertura pequefia entre la tarrina y la
media nylon y finalmente se sujetd correctamente con elastico para evitar que el
insecto se escape.

Este proceso se utilizé con B. bassiana nativa y B. bassiana comercial con diferente rociador.

La aplicacion de las diferentes concentraciones de Beauveria bassiana se realizd tres veces.
10.13. Datos a Evaluar

10.13.1. Porcentaje de mortalidad de Euxesta stigmatias

Se realizo el conteo de insectos muertos diariamente de cada unidad experimental, se retiré a
los insectos por una pequefia abertura entre la tarrina y la media nylon y se verifico la
cantidad de insectos muertos.

Para calcular el porcentaje de mortalidad se emple6 la siguiente férmula, (Delgado, 2014).
X—-Y
% Mc = —— (100)

Donde:
%Mc = Porcentaje de Mortalidad corregida.
X = Numero de insectos vivos en el testigo.

Y = NUmero de insectos vivos en la unidad experimental.

10.13.2. Tiempo para controlar Euxesta stigmatias

Esta variable se registr6 mediante la relacion que existe entre la suspension a diferente
concentracion aplicada y el nimero de dias a la muerte de los insectos en cada unidad

experimental, hasta lograr un control de Euxesta stigmatias.

10.14. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron registrados de forma ordenada 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.

Se realizo la Prueba de Tukey al 5% para determinar los rangos de significancia.
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CAPITULO IV
11. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

11.1. Andlisis de Mortalidad Euxesta stigmatias

En las siguientes tablas se presentan los datos de mortalidad de Euxesta stigmatias

controladas con Beauveria bassiana en diferentes concentraciones bajo condiciones

controladas.

Grafico 4. Porcentaje de mortalidad total de los tratamientos
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En el gréfico 4, se observa la mortalidad de los tratamientos, siendo el tratamiento 6 que
corresponde a la aplicacion de Beauveria bassiana nativa con la concentracion 10°
esporas/ml, el mejor con 100% de mortalidad de los insectos, seguido del tratamiento 3 con

96,65% de mortalidad en comparacion al tratamiento 7 (Adicional) que obtuvo un 0% de

mortalidad.
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Tabla 9. ADEVA para la variable de porcentaje de mortalidad de Euxesta stigmatias

F.V. SC Gl CM F p-valor
Repeticiones 30,22 3 10,07 0,62 0,6103 n.s
Tratamientos 29594 6 4932 304,16 <0,0001 **
Factor A (Beauveria bassiana) 150,00 1 150,00 8,38 0,0096 *
Factor B (Concentraciones) 801,74 2 400,87 22,4 <0,0001 **
Factor A * Factor B 10,89 2 5,45 0,30 0,7414 n.s
Factorial vs Adicional 28632 1 28632 1766 <0,0001 **
Error 2919 18 16,22
Total 29916 27
CV% 514

En la tabla 9, se puede observar que, si existen diferencias altamente significativas para los

tratamientos, Factor B (concentraciones), para el factorial vs adicional y el Factor A

(Beauveria bassiana). En el cual se muestra un coeficiente de variacion de 5,14% lo que se

interpreta que existié un correcto manejo de las unidades experimentales durante toda la fase

de estudio.

Tabla 10. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos en la mortalidad de Euxesta

stigmatias
Tratamientos Medias Rangos
T6 Beauveria b. nativa C3 100 A
T3 Beauveria b. comercial C3 96,65 A B
T5 Beauveria b. nativa C2 94,98 A B
T4 Beauveria b. nativa C1 88,33 B
T2 Beauveria b. comercial C2 86,68
T1 Beauveria b. comercial C1 81,68 D
T7 Adicional 0 E

En la tabla 10, se observa la prueba de Tukey al 5% para los tratamientos donde los

resultados muestran cinco rangos de significancia estadistica, teniendo al T6 que corresponde
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a la aplicacion de Beauveria nativa con la concentracion 10° esporas/ml en el rango A con
una media de 100% de mortalidad siendo el mayor, estos resultados son iguales con lo
observado por (Guitierréz,2014), quien en su experimento con Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae revelé que estos hongos con una concentracion de 10° esporas/ml
causan de 97 a 100 % de mortalidad. También existe resultados similares obtenidos por
(Lopez et al, 2014), quien en su experimento controlo un insecto del genero diptera
obteniendo resultados similares (100%) con una aplicacion por aspersion a una concentracion

de 10° esporas /ml.

Los resultados obtenidos para el tratamiento T5 que corresponde a la aplicacién de Beauveria
bassiana nativa con la concentracion 107 esporas /ml, son similares a los datos obtenidos por
(Cova et al, 2009), en su investigacion con B. bassiana y B. brongniartii a una concentracion
de 107 esporas/ml, que alcanza un 95% de mortalidad. La misma concentracion se empled en

la investigacion, alcanzando un 94,98% de mortalidad en insectos.

Para la concentracion 10° esporas/ml de Beauveria bassiana nativa (T4) se obtuvo un
88,33% de mortalidad de Euxesta stigmatias similar a los resultados obtenidos en una
investigacion realizada por (Segura y Carbajal, 2014), donde emplean la misma

concentracion obteniendo un 76% de mortalidad de las moscas.

Las concentraciones 10° ,10” y 10° esporas/ml de Beauveria bassiana causan la muerte de la
mosca de los estigmas del maiz aumentando la mortalidad conforme aumenta la

concentracion de aplicacion del hongo entomopatdgeno empleado.

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

porcentaje de mortalidad de Euxesta stigmatias.

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

Factor A Medias Rangos
Beauveria b. nativa Bl 93,88 A
Beauveria b. comercial B2 88,88 B

En la tabla 11, se observa la prueba de Tukey al 5% para el Factor A, donde los resultados

muestran dos rangos de significancia estadistica donde, la Beauveria bassiana nativa se
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encuentra en el rango A con una media de 93,88% siendo la mayor, mientras que la
Beauveria bassiana comercial se ubica en el rango B con una media de 88,88% de

mortalidad siendo el menor.

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

Factor B Medias Rangos
Concentracion 10° esporas/ml C3 98,33 A
Concentracion 107 esporas/ml C2 91,65 B
Concentracion 10° esporas/ml C1 84,18 C

En la tabla 12, se observa la prueba de Tukey al 5% para el Factor B donde los resultados
muestran tres rangos de significancia estadistica donde, la C3 (Concentracion 10° esporas/ml)
se encuentra en el rango A con una media de 98,33% siendo el mayor, mientras que la C2
(Concentracion 107 esporas/ml) se ubica dentro del rango B con una media de 91,65% y

finalmente la C1 (Concentracion 10° esporas/ml) con una media de 84,18% siendo el menor.



Graéfico 6. Prueba de Tukey, para la comparacion de rangos para el Factor B
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Tabla 13. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para la interaccion entre el

Factor Ay Factor B.

Factor A Factor B Medias Rangos
Beauveria b. nativa 10° esporas/ml 100 A
Beauveria b. comercial 10° esporas/ml 96,65 A
Beauveria b. nativa 107 esporas/ml 94,98 A C
Beauveria b. comercial 107 esporas/ml 88,33 B C
Beauveria b. nativa 10° esporas/ml 88,68 C
Beauveria b. comercial 10° esporas/ml 81,68

En la tabla 13, se observa la prueba de Tukey al 5% para la interaccion entre Factor A y

Factor B donde los resultados muestran cuatro rangos de significancia estadistica donde, la

Beauveria bassiana nativa con 10° esporas/ml se encuentra en el rango A con una media de

100% siendo el mayor rango, después esta la Beauveria bassiana comercial con 10°

esporas/ml se ubica en el rango A-B con una media de 96,65% y por Gltimo tenemos al rango

D con una media de 81,68% con la aplicacion de Beauveria bassiana comercial con 10°

esporas/ml.
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Grafico 7. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para la interaccion entre el

Factor Ay el Factor B
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11.2. Analisis del tiempo para el control de Euxesta stigmatias
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En las siguientes tablas se presentan los datos de tiempo transcurrido para el control de

Euxesta stigmatias empleando Beauveria bassiana en diferentes concentraciones bajo

condiciones controladas.

Graéfico 8. Promedio de tiempo para controlar Euxesta stigmatias
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En el grafico 8, se observa el tiempo que se requiere para controlar Euxesta stigmatias de los
diferentes tratamientos, siendo el tratamiento 3 que corresponde a la aplicacion de Beauveria
bassiana comercial con la concentracion 10° esporas/ml el mejor con un promedio de 11 dias,
sequido del tratamiento 6 que corresponde a la aplicacién de Beauveria bassiana nativa con
la concentracion 10° esporas/ml con 13 dias para controlar al insecto, mientras que el
tratamiento 4 con la aplicacion de Beauveria bassiana nativa con 10° esporas/ml obtuvo un

promedio de 19 dias.

Tabla 14. ADEVA para la variable tiempo para controlar Euxesta stigmatias

F.V. SC gl CM F p-valor
Repeticiones 0,68 3 0,23 0,21 0,8895 n.s
Tratamientos 288,71 6 48,12 44,26 <0,0001 **
Factor A (Beauveria bassiana) 9,38 1 9,38 8,33 0,0098 *
Factor B (Concentraciones) 174,33 2 87,17 77,48 <0,0001 **
Factor A * Factor B 12 2 6 5,33 0,0152 *
Factorial vs Adicional 93,01 1 9301 8554 <0,0001 **
Error 19,57 18 1,09
Total 308,96 27
CV% 6,71

En la tabla 14, se puede observar que, si existe diferencias altamente significativas para los
tratamientos, el Factor B, para el factorial vs adicional, Factor A y Factor A * Factor B. En el
cual se muestra un coeficiente de variacion de 6,71% lo que se interpreta que existiéo un

correcto manejo de las unidades experimentales durante la fase de estudio.
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Tabla 15. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos de promedio de tiempo para

controlar Euxesta stigmatias

Tratamientos Medias Rangos
T3 Beauveria b. comercial C3 11 A
T6 Beauveria b. nativa C3 13 A B
T5 Beauveria b. nativa Cc2 14
T2 Beauveria b. comercial C2 15
T1 Beauveriab. comercial C1 17 C
T4 Beauveria b. nativa C1l 19 C D

En la tabla 15, se observa la prueba de Tukey al 5% para los tratamientos, donde los
resultados muestran cuatro rangos de significancia estadistica, teniendo al tratamiento 3 que
corresponde a la aplicacion de Beauveria bassiana comercial con la concentracion 10°
esporas/ml en el rango A con un promedio de 11 dias siendo el mejor, mientras que el
tratamiento 6 con la aplicacion de Beauveria bassiana nativa con la concentracion 10°
esporas/ml se ubica en el rango A-B con un promedio de 13 dias y finalmente se encuentra el
tratamiento 4 con la aplicacion de Beauveria bassiana nativa con la concentracion 10°
esporas/ml en el rango C-D con un promedio de 19 dias para el control de la mosca de los

estigmas.

Los resultados para la concentracion 10° esporas/ml obtenidos no son similares al resultado
obtenido por (Rimachi, 2018), en su ensayo con Beauveria bassiana nativa obtuvo un
promedio de 11 dias para controlar, y al comparar con el resultado obtenido en la presente

investigacion se puede observar que existe 2 dias de diferencia.

El tiempo para controlar Euxesta stigmatias empleando Beauveria bassiana nativa con la
concentracion 107 esporas/ml son similares a los resultados obtenidos por (Segura y Carbajal,
2014), en su ensayo con Beauveria bassiana nativa, obtuvieron un promedio de 14 dias.
Ademas, se observa que en un promedio de 19 dias se controla Euxesta stigmatias con la

aplicacion de la concentracion 10° esporas/ml.

A continuacidn, se aplicé 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 tiempo para controlar Euxesta stigmatias.
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Tabla 16. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para el Factor A

Factor A Medias Rangos
Beauveria bassiana comercial B2 14 A
Beauveria bassiana nativa B1 16 B

En la tabla 16, se observa la prueba de Tukey al 5% para el Factor A donde los resultados
muestran dos rangos de significancia estadistica, donde la Beauveria bassiana comercial se
encuentra en el rango A con un promedio de 14 dias para controlar Euxesta stigmatias,
mientras que, la Beauveria bassiana nativa se ubica en el rango B con un promedio de 16

dias para controlar, existiendo una diferencia de dos dias.

Gréfico 9. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para el Factor A
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Tabla 17. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para el Factor B

Factor B Medias Rangos
Concentracion 10° esporas/ml C3 12 A
Concentracion 107 esporas/ml C2 14 B
Concentracion 10° esporas/ml C1 18 C

En la tabla 17, se observa la prueba de Tukey para el Factor B, donde los resultados muestran

tres rangos de significancia estadistica, donde la C3 (Concentracion 10° esporas/ml) se
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encuentra en el rango A con un promedio de 12 dias, mientras que la C2 (Concentracion 10’

esporas/ml) se ubica en el rango B con un promedio de 14 dias y por ultimo, tenemos la C1

(Concentracion 10° esporas/ml) con un promedio de 18 dias para controlar Euxesta

stigmatias.

Graéfico 10. Prueba de Tukey 5%, para la comparacién de rangos para el Factor B

20

18
16
g 14 .|.
S
[9p]
2 |
o 10
Ll
2 3 12

C3

14

C2

FACTOR B

18

C1

Tabla 18. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para la interaccion entre el

Factor A 'y Factor B.

Factor A Factor B Medias Rangos
Beauveria b. comercial 10° esporas/ml 11
Beauveria b. nativa 10° esporas/ml 13 B
Beauveria b. nativa 107 esporas/ml 14
Beauveria b. comercial 107 esporas/ml 15
Beauveria b. comercial 10° esporas/ml 17
Beauveria b. nativa 10° esporas/ml 19

En la tabla 18, se observa la prueba de Tukey para la interaccion entre el Factor A y el Factor

B donde los resultados muestran tres rangos de significancia estadistica, teniendo a

Beauveria bassiana comercial con 10° esporas/ml se encuentra en el rango A con un

promedio de 11 dias siendo el mejor, posteriormente la Beauveria bassiana nativa con 10°

esporas/ml se ubica en el rango A-B con un promedio de 13 dias y finalmente el rango C con
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un promedio de 19 dias con la aplicacion de la Beauveria bassiana comercial con 10°

esporas/ml.

Gréfico 11. Prueba de Tukey 5%, para la comparacion de rangos para la interaccion entre el

Factor Ay el Factor B
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En el grafico 12, se observa el comportamiento de B. bassiana nativa y B. bassiana
comercial durante los dias de control para Euxesta stigmatias con tres aplicaciones en un
intervalo de cuatro dias observando que, sus comportamientos se asimilan, lo que se puede
interpretar que la Beauveria bassiana que se mantiene en el Laboratorio de Agronomia es

competitiva con la comercial para controlar Euxesta stigmatias.

Hentz y Nuessly, (2007), realizaron un ensayo con adultos de Euxesta stigmatias, donde con
una aplicacion de cuatro diferentes insecticidas de sintesis quimica (organofosforados)
obtuvieron una mortalidad de 30% de los insectos. Otra investigacion realizada por (Arenillo,
2017), con dos aplicaciones en un intervalo de 3 dias, de los mismos grupos de insecticidas
empleados en el ensayo anterior obtuvo un 58,86% de mortalidad, el mismo autor menciona
que, para el control de la mosca de los estigmas del maiz se debe realizar tres aplicaciones
durante los primeros 15 dias para llegar a un control de 90 — 100% de mortalidad de Euxesta

stigmatias.

Para esta investigacion se empleo tres aplicaciones con intervalos de 4 dias obteniendo un
95% de mortalidad con Beauveria bassiana nativa y un 88,90% de mortalidad con Beauveria

Bassiana comercial.
12. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES, ECONOMICOS)

12.1. Impactos Técnicos

La utilizacion de Beauveria bassiana para controlar plagas como la mosca de los estigmas
(Euxesta stigmatias) es considerado una biotecnologia, con esta investigacion y con sus
resultados se puede transmitir a los agricultores con el propoésito que les beneficie; ademas a
los estudiantes de la carrera de agronomia un conocimiento en la reactivacion, multiplicacion

y aplicacion del hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana.
12.2. Impactos Sociales

Con este proyecto de investigacion tenemos un impacto social positivo debido a los
resultados obtenidos con los cuales se podra hacer conciencia en los docentes de la carrera de
agronomia, estudiantes a realizar investigaciones nuevas para el control de plagas de

diferentes cultivos, a los agricultores que se dedican a la produccion de maiz para optar por
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un control bioldgico respetando el ambiente que nos rodea, asi como también a los

consumidores.
12.3. Impactos Ambientales

Con el desarrollo de esta investigacion se contribuye en el cuidado del medio ambiente al
proporcionar una alternativa de control de plagas. Con el uso del hongo entomopatégeno
Beauveria bassiana, permitird contrarrestar los efectos arrasadores de productos toxicos para

el medio ambiente, alimentos sanos, saludables y sin contaminates.
12.4. Impactos Econdémicos

Al utilizar el hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana se esta amparando la integridad del
cultivo a ser cosechado, lo que beneficiaria directamente al agricultor al contrarestar pérdidas
econdmicas al presentarse Euxesta stigmatias. Ademas, se reduciria los costos de produccion

con respecto a la compra de los insecticidas de sintesis quimico.
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CAPITULO V

13. CONCLUSIONES

Se identifico que el mejor tipo fue Beauveria bassiana nativa para el control de la
mosca de los estigmas (Euxesta stigmatias), en estadio adulto.

Se determind que la mejor concentracion fue 10° esporas/ml para el control de la

mosca de los estigmas (Euxesta stigmatias), en estadio adulto.

El tratamiento seis fue el mejor con la aplicacion de Beauveria bassiana nativa con la

concentracion 10° esporas/ml, obteniendo un 100% de mortalidad de los insectos.

14. RECOMENDACIONES

Establecer métodos de conservacion de hongos con potencial biocontroladores para
futuras investigaciones.

Realizar una investigacion bajo condiciones controladas con la concentracion 10°
esporas/ml de Beauveria bassiana para determinar una adecuada dosificacion para el
control de Euxesta stigmatias.

Realizar un ensayo en campo empleando la concentracion 10° esporas/ml de
Beauveria bassiana, para comparar si los resultados obtenidos bajo condiciones

controladas se asimilan o su eficiencia disminuye.



46

15. BIBLIOGRAFIA

Albarracin, V. G. (2007). Produccion de Spalangia sp. (hymenoptera: pteromalidae), para el
control bioldgico de moscas. Obtenido de
https://www.engormix.com/avicultura/articulos/produccion-spalangia-hymenoptera-
pteromalidae-t26986.htm

Arenillo, R. (2017). Evaluacion de dafios producidos por Euxesta spp. (Diptera:Ulidiidae), en
la mazorca de maiz suave, en dos localidades de Pichincha - Ecuador. Obtenido de
file:///D:/TESIS/T-IASA%201-005359.pdf

Arenillo, R. (2017). Evaluacion de dafios producidos por Euxesta ssp. (Diptera: Ulidiidae) en
la mazorca de maiz suave, en dos localidades de Pichincha - Ecuador. Obtenido de
http://repositorio.espe.edu.ec/bitstream/21000/13585/1/T-1ASA%201-005359.pdf

Barraza, E. (2008). La mosca de los estigmas, la nueva plaga de la mazorca. Obtenido de
https://www.laestrella.com.pa/cafe-estrella/planeta/180204/mosca-nueva-plaga-
mazorca-estigmas

Caballero, W. d. (2014). Produccién y aplicacion del hongo Beauveria bassiana en el
Laboratorio de control bioldgico del ITZM. Obtenido de
http://www.itzonamaya.edu.mx/web_biblio/archivos/res_prof/for/for-2014-5.pdf

Chiriboga, H., Gomez, G., & Garceés, K. (2015). Protocolos para formulacion y aplicacion del
bioinsumo. Beauveria bassiana, hongo entomopatdgeno para el control bioldgico de
hormigas cortadoras.

Cova, L. J. (2009). Efecto de Beauveria bassiana y Beauveria brongniartii en el control de
moscas (Musca domestica) en condiciones de laboratorio y en galpones avicolas.
Obtenido de http://ve.scielo.org/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1690-
46482009000100012

Delgado, N. (Mayo de 2014). Evaluacion de la eficacia de un insecticida biol6gico mediante
analisis Probit.
http://www.ucv.ve/fileadmin/user_upload/facultad_agronomia/Zoologia_Agricola/Ma
nejo_Integrado/Competencia3/Metodos_para_realizar_Analisis_Probit_-
_GU%C3%8DA.pdf.

Earth, G. (2022). Mapa de la Universidad Técnica de Cotopaxi Campus Salache. Obtenido de

https://earth.google.com/web/search/Universidad+T%c3%a9cnica+de+Cotopaxi,+Ca



47

mpus+Salache/@-0.9994491 -
78.6191374,2704.123722964a,1056.36232403d,35y,0h,45t,0r/data=CpsBGnESawolM
Hg5MWQONjILINJNhMzVhYTk50jB4Y TNhMDU5YWRhZTkwZmE2MxIDiNCtfP
vvwyHALnnyn6dTwCowVW5pd

FAO. (2022). Introduccion al maiz 'y su importancia. Obtenido de
https://www.fao.0rg/3/x7650s/x7650s02.htm.

Fassio, A., & Carriquiry, A. (2008). Aspectos sobre fenologia del maiz. Obtenido de
http://www.ainfo.inia.uy/digital/bitstream/item/2844/1/111219240807135855.pdf

Garcia, C., & Camacho, J. (2010). Mosca de los estigmas del maiz: comportamiento ycontrol
bioldgico. Obtenido de
file:///C:/Users/pao%?20caiza/Downloads/Mosca%20de%20l0s%20estigmas%20del%
20maiz,%20comportamiento%20y%?20control%?20biologico.pdf

Garcia, M. R. (Abril de 2002). Desarrollo de formulados asperjarles de Beauvera bassiana
utilizando diversos polimeros. Obtenido de
http://eprints.uanl.mx/7235/1/1080087092.PDF

Giles, F. (mayo de 2014). Control de la Mosca de los estigmas del maiz durante las ultimas
etapas del ciclo de cultivo. Obtenido de https://www.hortalizas.com/proteccion-de-
cultivos/control-de-la-mosca-de-los-estigmas-del-maiz-durante-las-ultimas-etapas-
del-ciclo-de-
cultivo/#:~:text=La%20Moscas%20de%20los%20estigmas,una%20p%C3%A9rdida
%20de%20rendimiento%20total.

Gomez, H. (1992). Programa Nacional de Control Bioldgico con hongos entomopatogenos.
15-16. Obtenido de http://dspace.utb.edu.ec/bitstream/handle/49000/1069/T-UTB-
FACIAG-AGR-000207.pdf?sequence=1&isAllowed=y

Grande, C., & Orozco, B. (2012). Produccién y procesamiento del maiz en Colombia. 97 -

110.
Guitierréz, D. C. (2014). Control biologico de la mosca de los estigmas del maiz. Obtenido
de https://mail-

attachment.googleusercontent.com/attachment/u/2/?ui=2&ik=699574fe46 &attid=0.2
&permmsgid=msg-
£:1738729985102380144&th=182135h59258fc70&view=att&disp=inline&saddbat=



48

ANG;jdJ85rQIj8TL-ukLshxdL2-
bKIzbXtRx_Tec10Ob6cqtrRUvVSUji9SBvJIhTt5auzZVAeGgQTmMAUYXR

Hernandez, J. (2019). Situacion del cultivo de maiz en Ecuador. 2-3. Obtenido de
https://repositorio.iniap.gob.ec/bitstream/41000/5457/1/iniapeeppdf62.pdf

Hidalgo, M. (2018). Evaluacion morfologica y fisioldgica de arqueotipos de maiz. 3-11.
Obtenido de https://www.biopasos.com/biblioteca/Evaluacion-morfologica-
fisiologica-maiz-tesis.pdf

Huepe, S., & Vargas, H. (1986). Estudio morfologico y ecoldgico de Euxesta en cultivares de
maiz. Obtenido de
http://www.insectachile.cl/rchen/pdfs/1986v14/Huepe_et al 1986.pdf

INIAP. (1974). Periodo de la emisién de estigmas de cuatro variedades de maiz y
susceptibilidad de las mismas al ataque de Helicoverpa sp. y Euxesta eluta Loewe.
Obtenido de https://repositorio.iniap.gob.ec/handle/41000/4964

INIAP. (2021). Guia para la produccion sustentable de maiz en la Sierra ecuatoriana. 71- 73.

Lopez, P. A. (2014). Efecto de Beauveria bassiana sobre la mosca Anastrepha sp. y larvas del
cogollero Spodoptera frugiperda en condiciones de laboratorio. Obtenido de
file://IC:/Users/pao%20caiza/Desktop/Downloads/644-
Text0%20del%20art%C3%ADculo-1491-1-10-20140829%20(2).pdf

Merino, G. (2003). Identificacion cientifica, Investigaciones y observaciones sobre algunos
insectos del Ecuador. Quito. Obtenido de
repositorio.iniap.gob.ec/bitstream/41000/5138/1/iniapsc364.pdf

Noboa, G., & Quelal, A. (2015). Este hongo fue descrito por primera vez por Jean Beauverie
en 1911 con el nombre de Botrytis bassiana. Obtenido de
https://dspace.ups.edu.ec/bitstream/123456789/9400/1/UPS-QT07115.pdf

Nuessly, G., & Hentz, B. (2007). Resistencia de Spodoptera frugiperda y Euxesta stigmatias
en maiz dulce a diferentes insecticidas de sintesis quimica. Florida.

Ortega, I. S. (2014). Aspectos botanicos y taxonomicos del maiz. 152-153. Obtenido de
https://eprints.ucm.es/id/eprint/27974/1/MAIZ%201.pdf

Ortiz, C. (2009). Produccion artesanal de un bioinsecticida a base del hongo entomopatogeno
Beauveria bassiana. 16.

Otegui, F. (2004). Origen del maiz (Zea mays).



49

Ramirez, H., Granja, A., Aguila, E., & Cantoral, M. (2014). Manual de produccién y uso de
hongos entomopatogenos. 6. Obtenido de
https://www.senasa.gob.pe/senasa/descargasarchivos/2017/09/Manual-de-
Producci%C3%B3n-y-Uso-de-Hongos-Entomopat%C3%B3genos.pdf

Reyes, C. (Febrero de 2015). Mosquita pinta - Euxesta stigmatias. Obtenido de
https://panorama-agro.com/?p=543

Rimachi, M. (2018). Virulencia de una cepa nativa de Beauveria bassiana sobre un
crisomélido fitdfago (Syphrea sp.) del cultivo de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.).
Obtenido de https://repositorio.unsm.edu.pe/handle/11458/3025

Segura, S., & Carbajal, A. (2014). Efecto de tres concentraciones de Beauveria bassiana
(balsamo) vuillemin sobre el desarrollo de larvas de Stegasta sp. (chambers), en
condiciones de laboratorio. Obtenido de
file:///C:/Users/pao%20caiza/Desktop/Downloads/1806-
Text0%20del%20art%C3%ADculo-5239-1-10-20180424.pdf

Téllez, J., & Cruz, R. (2009). Mecanismos de Accion y Respuesta en la Relacion de Hongos
Entomopatdgenos e Insectos. Revista Mexicana de Micologia.

Uriarte, J. (Marzo de 2019). Caracteristicas del maiz. Obtenido de
https://www.caracteristicas.co/maiz/#ixzz7Z2EjiFTI

Valladares, C. A. (Julio de 2010). Taxonomia y Botanica de los Cultivos de grano. Obtenido
de https://curlacavunah.files.wordpress.com/2010/04/unidad-ii-taxonomia-botanica-y-
fisiologia-de-los-cultivos-de-grano-agosto-2010.pdf

Yusmaira, E., & Yaracelis, H. (Febrero de 2011). Morfologia de la planta de maiz. Obtenido
de http://elmaizdelzulia.blogspot.com/2011/02/morfologia-de-la-planta-de-maiz.html



16. ANEXOS

Anexo 1. Hoja de vida del Tutor

Diana Elizabeth Toapanta Gallegos

LUGAR Y FECHA DE NACIMIENTO: 6 de julic de 1979, Quito - Ecuader

LUGAR DE RESIDENCIA: Av. Rio Coca y Av. Seis de Diciembre,
Condominios San lsidro, Quito - Ecuador
TELEFONO: 0584730356 - 062651205
E-MAIL: diana_toapanta@hotmail.com
FORMACION ACADEMICA
TITULO OBTENIDO: Magister en Ciencias Agrondmicas mencion Produccion y Proteccion Vegetal,

Universidad de Concepcion, junio 2015, Chillan - Chile.

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

TITULO OBTENIDO: Ingeniera Agropecuaria, Escuela de Ciencias Agricolas y Ambientales,
Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador Sede Ibarra, julio 15, 2007,
Ibarra - Ecuador.

PERFIL PROFESIONAL

Profesional en el area de la proteccion vegetal y control biolégice con participacién en proyectos de investigacidn
para la conservacion de especies vegetales y forestales, responsable de liderar actividades de monitoreo e
investigacion de campo.

LINEAS DE INVESTIGACION:

® |dentificacion y manejo de enfermedades.
®* [Diagnostico y manejo de plagas.
*  (Control biclogioo de plagas v enfermedades en frutales.

& |dentificacion, conservacion, manejo y cultivo de microorganismos con potencial biocontrolador.

50



EXPERIENCIA PROFESIONAL

Universidad Yachay Tech

Encargada del drea de vinculacion con la sociedad a cargo de la planificacion, ejecucian y difusion de actividades
referentes a la participacion efectiva de la institucidn en la sociedad, de noviembre 2019 a diciembre 2020.

UC Davis Chile Life Sciences Innovation Center

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

Fundacién Charles Darwin

Asistente de Investigacion para |a restauracion ecolégica de especies vegetales endémicas de Galapagos, a cargo
de liderar actividades de monitoreo en campo, difusién y recaudacion de fondos para el proyecto Galapagos
Verde 2050, de julic a septiembre 2015,

Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de |a Calidad y el Agro
Laboratorista a cargo del andlisis e identificacion de microorganismos fitopatogenos, [virus, hongos, bacterias)

de material vegetal, agua y suelo, de julic a diciembre 2011.

Ministeric de Ambiente y Agua
Proyecto “Revisidn de las concesiones de agua de riego Demarcacion Hidrografica Cuenca del Rio Mira®, de julio
a septiembre del 2010.

EXPERIENCIA DOCENTE

Universidad Central del Ecuador

Docente de Nivelacidn de las carreras de Medicina Veterinaria y Agronomia, de abril a julio 2019,

ESTANCIAS DE INVESTIGACION

Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias - Chile
Banco de la Coleccion de Recursos Microbianos Genéticos Microbianos de Chile, actividades de tesis de

posgrado y conservacion de accesiones, de marzo 2013 a junic 2015.

Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias - Ecuador
Departamento Macional de Biotecnologia, actividades de tesis de posgrado en el area de biologia molecular e
identificacion de patégenos de plantas, de abril 2009 a abril de 2010.

51



Anexo 2. Hoja de vida del Lector 1

INFORMACION PERSONAL
Nombres: Edwin Marcelo Chancusig Espin
Fecha de nacimiento: 10/02/1962

Cédula de ciudadania: 0501148837
Estado civil: Casado

Namero telefonico: 0997391825

Tipo de discapacidad: Ninguna

# De carnet CONADIS: Ninguna

E-mail: edwin.chancusig@utc.edu.ec

FORMACION ACADEMICA

Ingeniero Agrénomo UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO
Magister en Desarrollo Humano y Sostenible UNIVERSIDAD BOLIVARIANA
Magister en Gestién En Desarrollo Rural Y Agricultura Sustentable

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA DE LA SELVA-TINGO MARIA- PERU

HISTORIAL PROFESIONAL

52

Facultad Académica en la que labora: Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales

(CAREN)

AREA DEL CONOCIMIENTO EN LA CUAL SE DESEMPENA:

Docente de las Asignaturas de: Agroecologia y Agricultura Organica y MIC, Seminario de

Agroforesteria.



Anexo 3. Hoja de vida del Lector 2

INFORMACION PERSONAL
Nombres: Cristian Santiago Jiménez Jacome
Fecha de nacimiento: 05/06/1980
Cédula de ciudadania: 050194626-3
Estado civil: Casado
NUmero telefonico: 32723689
Tipo de discapacidad: Ninguna
# De carnet CONADIS: Ninguna
E-mail: santiago.jimenez@utc.edu.ec

FORMACION ACADEMICA

53

TERCER NIVEL: Universidad Técnica de Cotopaxi: Ing. Agronomo: Agricultura: Ecuador.

4TO NIVEL - Diplomado: Universidad Tecnologica Equinoccial: Diploma Superior en

Investigacion y Proyectos: Investigacion: Ecuador.

HISTORIAL PROFESIONAL

Facultad Academica en la que labora: Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales

AREA DEL CONOCIMIENTO EN LA CUAL SE DESEMPENA:

Agricultura- investigacion.



Anexo 4. Hoja de vida del Lector 3
INFORMACION PERSONAL
Nombres: Emerson Javier Jocome Mogro
Fecha de nacimiento: 11/06/1974
Cédula de ciudadania: 050197470-3
Estado civil: Casado
Numero telefonico: 0987061020
Tipo de discapacidad: Ninguna
# De carnet CONADIS: Ninguna
E-mail: emerson.jacome@utc.edu.ec

FORMACION ACADEMICA

TERCER NIVEL: U. Central del Ecuador: Ingeniero Agronomo: Agricultura:Ecuador.

4TO NIVEL:Maerstria: U. Técnica de Cotopaxi: Magister en Gstion de la Produccion.

Diplomado en educacion intercultural y desarrollo sustentable.

HISTORIAL PROFESIONAL

Facultad Academica en la que labora: Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales

AREA DEL CONOCIMIENTO EN LA CUAL SE DESEMPENA:

Agricultura-Investigacion

54


mailto:emerson.jacome@utc.edu.ec

Anexo 5. Ficha técnica del producto Ento — Bass

||||1

%

ENTO-BASS

Controlador Bioldgico de Insectos Patdgenos -

FICHA TECNICA

ENTO-BASS es un insecticida bioldgico de uso agricola compuesto por esporas del hongo entomopatégeno Beauveria

bassigna en unaconcentracon mayaor a 1x10% UFC/ml. Este producto no es un organismao genéticamente modificado.

COMPOSICION
Beauverio bassiana ..ococeens 2 1% 106 UFC/ml
CARACTERISTICAS GENERALES

ENTO-BASS es un bioinsecticida que actiia por contacto, mediante acddn mecdnica destruyendo la cuticula de los
insectos, provoando su deshidratacion y absorbiendo los nutrientes del interior de sus células.

Beauverio bassiana es un hongo capaz de infectar a mas de 200 especies de insectos. Es de apariencia polvosa, de color
blanco algodonoso o amarillento cremoso. El delo de vida de este hongo consta de dos Fases: la patogénica y la saprofitica.
Adiferencla de bacterias y virus, B, bassiana puede Infectar al insecto, no solo a través del intestino, sino también por los
espirdculos y aberturas naturales, especialmente en forma directa por penetradon del integumento, lo que le permite
infestara los huéspedes (insectos) independientemente de sus habitos alimenticios.

El desarrollo del hongo se puede dividir en varias etapas:

«  Adhesion: contacto entre el hongo v el insecto cuando la espora es depositada en la superficie del insecto.

v Germinacion: inicia el desarrollo de su tubo germinativo y un drgano sujetador (Hamado apresorio), que le permite
fijarse a la superficie del insecto.

¢ Penetracion: mediante mecanismos fsicos (acddn de presion sobre la superficie de contacto] y quimicos [acddn
de enzimas: proteasas, lipasas y quitinasas), el hongo ingresa en el insecto a través de las partes blandas.

¢ Produccion detoginas: el hongo ramifica sus estructuras y coloniza las cavidades de hos pedante. Produce la toxina
llamada Beauvericina que ayuda a destruir el sistema inmunolégico del patdgenn, lo que facilita la invasion del
hongo atodos los tejidos, Otras toxinas que secreta son beauvericn, beauve rolides, bassianolide, isarolides, &ddo
odilico y los pigmentos tenellinay bassianina que han mostrado derta actividad insecticida,

o Muertedel insecto; Muerte del patdgenno, fin de la fase parasitica, dando asi inicio a la fase saprofitica.

«  Multiplicacion v crecimiento. el hongo multiplica sus unidades infectivas (hifas) y estas de manera simultinea
crecen, terminando por invadir todos los tejidos del insecto y haciéndose resistente a la descomposicdn,
aparentemente por los antibidticos segregados por el hongo.

o Penetraciin del interjor hacia el exterjor: Solo s las condidones ambientales lo permiten el hongo penetra las
partes blandas del insecto y emerge hacia el exterior.

«  Produecidn denuevas unidades veproductivas: Al contar conlas condiciones para su desarrollo inicia la producddn

de nuevas unidades reproductivas o conidios.

PRESENTACION

ENTO-BASS es una formulacién liquida de suspension concentrada (= 1x10% UFC/ml] disponible en envases de 1, 10 y
20 litros.

DOSIS RECOMENDADA
Manten{miento:
2« 4 litros/ hectirea cada 15 dias

Infecciones fInfestaciones:
fi- B litros § hectdrea cada 7 dias

MODO DE EMPLEO
Agitar el producto antes de usar. Diluir la dosis de aplicacidn en 100-200 litros de agua para una hectirea.

PRECAUCIONES

Lsar ropa de proteccian, protector fadal y guantes durante la aplicacion del producto. Evitar el contacto con la piel v ojos.
Mo ingerir alimentos, fumar o beber durante el manejo del producto,
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)
ENTO-BASS GR"

Controlador Bioldgico de Insectos Patdgenos T —

RECOMENDACIONES DE USO

Evaluar ¢l nivel de infestacdn de la pobladdn de la plaga en el cultivo, antes de la aplicacion de ENTO-BASS. La
programacion de aplicacion no debe de coincidir con aplicacones de fungicidas o azufrados. Utilizar agna potable, de rioo
de poeo [las aguas turbias, de oo de pozo, se debe ndejar reposar por lo menos 30 minutos antes de utilizarla). Para obtener
mejores resultados, la aplicacion debe hacerse en horas de la tarde cuando la radiacion solar no es muy fuerte. Se utilizan
equipos [mochilas) convencionales, que no deben tener desgaste ni daios en el orificio de la bogquilla de tal manera que se
ohtenga una aplicacion uniforme. Los equipos deberan ser nuevos olimpios, libres de residuos quimicos, los cuales inhiben
la viabilidad de las conidias. Al ser un insecticda de contacto, se debe asegurar que cubra de forma homogénea la planta,
sobre todo en las partes donde estd la plaga. Se recomiendan boquillas dealta presion para que se forme una niebla y gotas
finas. El mejor momento de aplicacion es al inicio de la infestacion. Tener en cuenta la velocidad del viento al momento de
aplicar, viento suave o sin ella favorece la aplicacion. En caso de contacto prolongado con la piel, lavarse con agua y jaban.
Mo es irritante Después de la aplicacion, banese con abundante agua v jabdn v cimbiese la ropa antes de consumir agua o
alimentos. Lave la ropa v los zapatos antes de volver a usarlos. En caso de contacto con los ojos, lavar inmediatamente los
o0jos conabundante agua, por lo menos durante 15 minutos, manteniendo los pdrpados abiertos v recibir atencion médica
5ies necesaria. En caso de ingestian, tomar abundante agua, ¥ consulte al médico si es necesario y muestre la etiqueta del
producto.

COMPATIBILIDAD
ENTO-BASS es un producto amigable con el ambiente, es inofensivo para la planta, humanos y animales.

Es compatible con insecticidas, fertilizantes foliares, bacteriddas v productos hiologicos a base de bacterias y hongos. El
producto no debe ser mezclado con fungicidas ni productos quimices alcalinos.

ALMACENAMIENTO
Almacenar ENTO-BASS en un lugar fresco, ventilado v que no este expuesto ala luz directa del sol

CLASIFICACION TOXICOLOGICA: Grupo IV, Ligeramente toxico,

REGISTO AGROCALIDAD: en tramite

ELABORADO Y COMERCIALIZADO POR:

Gmengw ‘

para Flantas
CONTACTOS:
Ventas
VEn EEISEI}EFEIEI!'I["IJHEI L0 EFEren cla@m‘nenr‘u M. COETY
Telf, 0988771614 Telf. 0987273132

n @groenruna

@ @groenruna

Quito - Ecuador
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Anexo 6. Ciclo bioldgico de Euxesta stigmatias adaptada a condiciones de Laboratorio

En la investigacion realizada tambien se logro identificar el tiempo de cada estadio de plaga
Euxesta stigmatias adaptada a las condiciones del Laboratorio de Agronomia.




Anexo 9. Elaboracién de la Suspension madre

A
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Anexo 10. Conteo de esporas
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Anexo 12. Colecta y Alimentacion de la plaga

Anexo 13. Unidad Experimental
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Anexo 14. Implementacion del bioensayo y Aplicacion de Beauveria bassiana

Anexo 15. Introduccién de la plaga a cada Unidad Experimental (15 insectos plaga)
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Anexo 16. Insectos muertos por la infestacion de Beauveria bassiana




Anexo 18. Presupuesto general
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Método de Reactivacion del hongo

Rubro general Detalle Cantidad | Costo unitario | Costo total
Agar PDA Envase de 500g 1 $ 76,16 | $ 76,16
Papel Parafilm Rollo 1 $ 70,73 | $ 70,73
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Plastico film Rollo 30m 1 $ 150 $ 1,50
Cajas Petri Vidrio 5 $ 250 | $ 12,50
Cajas Petri Plastico 10 $ 0,30 | $ 3,00
Porta bisturi Metalico 1 $ 250 | $ 2,50
Bisturis Hoja n°14 2 $ 025 $ 0,50
Pinza Metalica 1 $ 250 | $ 2,50
Alcohol 96% Envase de 1It 1 $ 3,003 3,00
Alcohol Envase de 300ml 1 $ 1,00 | $ 1,00
Papel aluminio Rollo 7m 1 $ 200 | $ 2,00
Papel absorbente Rollo 50m 1 $ 450 | $ 4,50
Marcador Tinta indeleble 1 $ 2251 % 2,25
Tijera Plastico 1 $ 045 | % 0,45
SUBTOTAL $ 182,59
Meétodo de multiplicacion del hongo
Rubro general Detalle Cantidad | Costo unitario | Costo total
Alcohol 96% Envase de 1lt 2 $ 300 | $ 6,00
Alcohol Envase de 300ml 2 $ 1,00 | $ 2,00
Cloro Sachet de 400ml 1 $ 050 | $ 0,50
Antibidtico Gentamax 280 3 $ 1,00 | $ 3,00
Cajas Petri Plasticas 70 $ 030 $ 21,00
Asa de cien Metalica 1 $ 250 | $ 2,50
Bisturis Hoja n°14 5 $ 025 % 1,25
Papel aluminio Rollo 7m 2 $ 200 | $ 4,00
Plastico film Rollo 30m 2 $ 150 $ 3,00
SUBTOTAL $ 45,25
Elaboracion de las suspensiones a diferentes concentraciones y conteo de esporas.
Rubro general Detalle Cantidad | Costo unitario | Costo total
Tubos de ensayo De vidrio 10 $ 1,10 | $ 11,00
Agua destilada Envase de 5t 1 $ 350 | $ 3,50
Beauveria b. comercial | Envase de 1lt 1 $ 15,00 | $ 15,00
Adhesivos Papel 1 $ 1,00 | $ 1,00
SUBTOTAL $ 30,50
Colecta y alimentacion en los diferentes estadios

Rubro general Detalle Cantidad | Costo unitario | Costo total
Tarrinas de plastico Paquete de 25 unidades 1 $ 200 | $ 2,00
Vasos cerveceros Paquete de 50 unidades 1 $ 375 % 3,75
Medias nylon Unidades 5 $ 1,30 | $ 6,50
Cordon elastico Metros 5 $ 0,20 | $ 1,00
Miel Envase de 1lt 2 $ 250 | $ 5,00
Vitamina A Cépsula liquida 2 $ 030 $ 0,60
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Vitamina E Capsula liquida 2 $ 0,75| $ 1,50
Rociador Plastico 1 $ 050 | $ 0,50
Agua purificada Envase de 1It 1 $ 0,60 | $ 0,60
Jeringuilla De 10ml 1 $ 050 $ 0,50
Algodon Paquete 1 $ 200 | $ 2,00
Azlcar Libras 1 $ 0,60 | $ 0,60
Caja Acrilico 1 $ 15,00 | $ 15,00
SUBTOTAL $ 39,55
Implementacion del bioensayo

Rubro general Detalle Cantidad | Costo unitario | Costo total
Mazorcas de maiz Y quintal 1 $ 4,00 | $ 4,00
Tarrinas de plastico Paquete de 25 unidades 2 $ 380 | $ 7,60
Medias nylon Unidades 7 $ 1,30 | $ 9,10
Cordon elastico Metros 3 $ 020 | $ 0,60
Rociadores Plastico 2 $ 050 $ 1,00
Algodén Paquetes 2 $ 200 | $ 4,00
Agua purificada Envase de 1It 3 $ 0,60 | $ 1,80
Cinta doble faz Rollo 4 $ 150 | $ 1,50
Estilete Unidad 1 $ 1,00 | $ 1,00
SUBTOTAL $ 30,60

Total $ 328,49

Anexo 19. Costos de produccién de Beauveria bassiana

A continuacidn, se muestra los costos de produccion de Beauveria bassiana nativa para la

concentracion 10° esporas/ml

COSTOS DE PRODUCCION DE Beauveria bassiana NATIVA (1lt)
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MATERIALES VALOR ($)
39g de PDA 5,30
1m de Papel Parafilm 1,20
1 antibiotico 1,00
45 cajas Petri 8,77
TOTAL 16,27

El precio de 1 litro de Beauveria bassiana comercial (Ento- Bass) es de $18, adquirida para

el uso en la investigacion.

COSTOS DE PRODUCCION
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Nativa Comercial

Beauveria bassiana

En la tabla se observa los costos de produccién de Beauveria bassiana nativa y comercial
para obtener un litro a una concentracion de 10° esporas/ml, donde los resultados muestran
que la Beauveria bassiana comercial tiene un mayor costo ($18), mientras la Beauveria
bassiana nativa tienen un costo de $16,27, lo que nos confirma que Beauveria bassiana

nativa es la mejor en comparacion con el producto Ento — Bass.

Anexo 20. Protocolo de manejo en Laboratorio de Beauveria bassiana y Alimentacion de
Euxesta stigmatias
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PROTOCOLO DE MANEJO EN LABORATORIO DE Beauveria bassiana

1.1. Protocolo de reactivacion de B. bassiana en un medio de Agar - Insecto

Para la reactivacion del hongo entomopatogeno se utilizd la metodologia empleada por

(Chiriboga, Gomez, y Garces, 2015) donde indica que se debe considerar para este método

insectos vivos y activos al momento de ser recolectados. Para esta investigacion empleamos

la gallina ciega (Phyllophaga spp.).

A continuacién, se enumera los materiales y el procedimiento cabe mencionar que esta

metodologia se modificé en el laboratorio de Agronomia.

Materiales

70 gr de Insectos

18 gr de AGAR — AGAR
15 gr de Glucosa

1000 ml de Agua destilada
Cajas Petri

Papel Parafilm

Bisturi

Cepa a ser activada

Procedimiento

1.

Se desinfecta los insectos con hipoclorito de sodio al 0,5 % en agua destilada,
sumergiéndoles durante 5 a 10 minutos. Luego se procede a lavar en agua destilada
para retirar el exceso de hipoclorito.

Los insectos desinfectados se proceden a realizar un extracto (licuado) con 500 ml de
agua destilada.

Los 500 ml restantes colocar en un vaso de precipitacion de 1000 ml, en eso depositar
los 18 gr de Agar — Agar, los 15 gr de Glucosa y diluir totalmente.

En el mismo vaso de 1000 ml colar el extracto de los insectos y realizamos una
mezcla homogénea.

Finalmente depositar en frascos graduados para ser esterilizados en el autoclave por
45 minutos para obtener el medio de cultivo Agar — Insecto, donde se debe sembrar la

cepa del hongo Beauveria bassiana a ser reactivada.
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6. La siembra del hongo se debe realizar en cortes de 5mm con ayuda de un bisturi
posterior se debe dejar en la incubadora (T° promedio de 24°C) al transcurrir de 7 — 8

dias se obtendré la cepa del hongo Beauveria bassiana activa.

<
4

a0

Figura 1. A) Desinfeccion; B) Elaboracion del Extracto; C) Glucosa y Agar — Agar; D)
Mezcla homogénea; E) Esterilizacion; F) Siembra del hongo; G) Cepa activa.

1.2. Protocolo de multiplicacién del hongo
La multiplicacion del hongo entomopatégeno se basé en la metodologia utilizada por
(Caballero, 2014), quien menciona que existen diversos métodos de multiplicacion de hongos
en medios de cultivos, para esta investigacion se utilizé el medio de cultivo Papa Dextrosa
Agar (PDA).

A continuacion, se enumera los materiales y el procedimiento:
Materiales

- 39grdePDA

- 1000 ml de agua destilada
- Cajas Petri

- Pinzas metalicas

- Asas de cien

- Papel Parafilm
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- Alcohol

- Bisturis

- Plastico film

- Papel aluminio

- Antibiotico (Gentamax 180 ampolla)

Procedimiento

1.- Se elabora un medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA), teniendo en cuenta las

cantidades recomendadas tanto para agua destilada y para PDA.

Cantidad para el agua destilada: 100 ml a razon de 4 — 5 cajas Petri.
Cantidad para el agar: 39 gr. a razén de 1000 ml de agua destilada.
Cantidad para el antibiotico: 50 pL a razon de 200 ml de medio de cultivo

2.- Se esteriliza en la autoclave el medio de cultivo junto con los demas materiales y cajas
Petri en el caso que sean de vidrio envueltos en papel aluminio, en un periodo de tiempo de

45 minutos.

3.- Mientras tanto se debe desinfectar la camara de flujo de laminar con cloro y luego con
alcohol, una vez que el medio y los materiales se esterilicen totalmente se debe colocar en la
camara dejandolos enfriar hasta tener una temperatura ambiente y se procede a colocar el
antibidtico, en este caso se ocupd el medicamento “Gentamax 280 en su presentacion de
ampolleta, el mismo que se debe mezclar con el medio de cultivo y posteriormente el medio

se lo deposita en cada caja Petri.

4.- De la caja Petri que contenga los cultivos del hongo activado, se debe realizar un frotis
con el asa de la parte que contenga mayor proporcion del micelio y sembrar en la caja Petri
realizando movimientos en zigzag sobre el medio, seguidamente se debe sellar con una cinta
Parafilm y se debe identificar la caja Petri, finalmente colocar en la cdmara de incubacion a
una temperatura promedio de 24°C.

5.- Al transcurso de 7 dias se observara la caja Petri cubierta con B. bassiana. La misma que

sera considerada como la primera cepa madre activada.

6.- Al obtenerse la primera cepa madre activada limpia y sin contaminacion, se prepara

nuevamente medio de cultivo suplementado con el antibiotico.
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7.- De la cepa madre activada de B. bassiana se realiza cortes de 5 mm con el bisturi y cada
corte se coloca en una caja Petri respectivamente, seguidamente se debe sellar con la cinta

Parafilm y realizar su respectiva identificacion.

8.- Finalmente se debe envolver en plastico film para evitar su contaminacion y se coloca las

cajas en la cdmara de incubacion y al transcurso de 5 — 7 dias se observara que las nuevas

cajas se encuentran cubiertas con B. bassiana.

Figura 2. A) Preparacion del medio de cultivo; B) Desinfeccién Camara de Neubauer; C)
Antibiotico; D) Siembra; E) Incubacion; F) Cajas Petri con el hongo

1.3. Protocolo para la Elaboracién de la suspensién madre y Conteo de esporas
Antes de realizar la aplicacién en las unidades experimentales, se debe realizar una prueba
del nimero de rociadas que podria alcanzar en toda el area de una mazorca o la unidad

experimental a ser aplicada.

1.3.1. Suspension madre
En la ejecucion de esta fase se adaptd la metodologia utilizada por (Garcia, 2002),
mencionando en primera instancia la preparacion de la suspension madre con un volumen de
Agua Destilada Estéril de 120 ml que a partir de la cual se realiza las respectivas diluciones

del hongo Beauveria bassiana.
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.3.1.1. Uso de Tween 80

Utilizar Tween 80 nos ayudara a un mejor conteo de esporas. Utilizando la siguiente formula

se obtiene la cantidad adecuada

Donde:

Clvl=C2Vv2

C1 = la concentracion de la solucién inicial (80%)

V1 = volumen que debemos utilizar en la dilucién

C2 = concentracion que deseamos (0,05%)

V2 = volumen final de dilucién (120 ml)

La can

tidad de Tween 80 se extrae con una micropipeta y se deposita en el vaso de

precipitacion donde se va a realizar la suspension madre, posteriormente se debe disolver

correctamente con la ayuda del agitador.

Materiales

Cajas Petri con el hongo entomopatdgeno
Asas de cien

Tubos de ensayo
Vasos de precipitacion
Agua destilada estéril
Tween 80

Pipetas

Gradilla

Micropipeta

Céamara de Neubauer
Agitador

Microscopio

Procedimiento:

1.

Se debe seleccionar 5 cajas Petri que presenten las mejores caracteristicas del hongo
como su coloracion, esporulacion y libre de contaminacion.

En cada caja Petri se coloca agua destilada esteril para realizar un raspado con la asa
de cien del contenido micelial.

El agua destilada estéril con los restos del hongo se debe depositar en un vaso de

precipitacion hasta alcanzar los 120 ml (suspension deseada).



75

Figura 3. A) Conteo de rociadas; B) Seleccion de las mejores muestras; C) Uso del Tween
80; D) Raspado del hongo; E) Suspension madre

1.3.2. Conteo de esporas
El conteo de esporas de cepas del hongo B. Bassiana, se debe realizar de la siguiente manera:

1. La suspension madre se agita por 4 minutos en el agitador electrénico a 300 rpm
(revoluciones por minuto) para obtener una muestra homogénea.

2. Se debe extraer con la micropipeta 60 pl (microlitro) y depositar en la Camara de
Neubauer finalmente se coloca un cubre objeto y posteriormente se observa en el
microscopio enfocando a 10X.

3. Para facilitar el proceso de conteo de esporas se sugiere dividir la Camara de

Neubauer como indica la figura.

g s

(o i o]

Figura 4. Camara de Neubauer
4. EI conteo se puede realizar de varias formas en nuestra investigacion se realiz6 en
forma de zigzag es decir que de cada cuadrante lateral se contd de esta manera. Cabe
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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.

Finalmente se aplica la siguiente formula:

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

Conteo de esporas =

Nota: El resultado obtenido de la aplicacion de la férmula se lo coloca en notacién cientifica.

Figura 5. A) Suspension agitdndose; B) Uso de la Camara de Neubauer; C) Conteo en el
microscopio; D) Observacion en un cuadrante de la Camara de Neubauer

1.4. Protocolo para la elaboracion de suspensiones a diferentes las

concentraciones

Una vez determinada la concentracion de la suspension madre se debe realizar diluciones

para obtener las suspensiones a diferentes concentraciones de esporas requeridas.
Materiales

- Suspension madre
- Agua destilada

- Tubos de ensayo

- Vortex

- Gradilla
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- Cémara de Neubauer
- Vasos de precipitacion
- Microscopio

1. En tubos de ensayo enumerados se coloca 9 ml de agua destilada en cada uno.

2. Se debe realizar diluciones con la ayuda de una pipeta, extraer 1 ml de la suspension
madre y colocar en el tubo de ensayo #1, posteriormente de la dilucion #1 se extrae 1 ml y es
depositado en el tubo de ensayo #2, después se extrae 1 ml de la dilucion #2 y es depositado
en tubo de ensayo #3 de esta manera se continua la secuencia hasta obtener el nimero de

diluciones requeridas. Cada dilucion debe ser agitada en el vortex durante 2 - 4 minutos con

el propdsito de obtener una muestra homogénea.

Figura 6. A) Diluciones en tubos de ensayo; B) Tubos agitdndose; C) Conteo de esporas; D)
Suspensiones a diferentes concentraciones.
2. PROTOCOLO PARA COLECTA Y ALIMENTACION DE PLAGAS EN SUS
ESTADIOS DE LARVA, PUPAY ADULTO
2.1. Protocolo para la colecta de Euxesta stigmatias
Para la colecta de la plaga se tomé en cuenta el estadio a evaluarse (adulto) en la
investigacion, la plaga fue alimentada desde su estado larval hasta adulto en el laboratorio. A
continuacion, se describe el proceso y los materiales para la colecta de la plaga:
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Materiales:

- Mazorcas infestadas con larvas de la mosca de los estigmas
- Tarrinas de pléastico en diferente tamafio

- \Vasos cerveceros

- Cajaacrilica

- Medias nylon

- Elastico

Procedimiento:

1. Se debe colocar en los vasos cerveceros seguidamente se cubre con un trozo de media
nylon y se sujeta firmemente con el elastico.
2. Los vasos deben ser trasladados inmediatamente al laboratorio donde se realizara el

estudio.

Figura 7. Colecta de la plaga

2.2.  Alimentacion de la plaga en sus diferentes estadios
Para su alimentacion se empled la metodologia utilizada por (Cipriano et al, 2010) donde
menciona que, las larvas y adultos se alimentaron con miel de abeja, azucar, vitaminas y

agua.

2.2.1. Alimentacion para la plaga en estadio larval
Los insumos a utilizar para la alimentacion en este estadio son:
- Miel de abeja 25%
- Azucar 25%

- Vitaminas Ay E 15ml por cada una a razon de 300 ml
- Agua 50%

La plaga debe ser alimentada tres veces por semana con un rociador sobre las mazorcas

recolectadas.

2.2.2. Mantenimiento para la plaga en estadio de pupa

Para el mantenimiento en ese estadio de la plaga se requiere:
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La plaga en estadio de pupa debe ser trasladada a una camara himeda hasta que llegue a su

estadio adulto.

2.2.3. Alimentacion de la plaga en estadio adulto
Las moscas deben ser alimentadas con la dieta empleada en el estadio larval.
El insecto plaga al llegar a su estadio de mosca debe ser trasladada de la cdmara himeda a
tarrinas plésticas donde debe contener estigmas de maiz para asimilar su territorio en el

campo, durante 10 dias se les tiene en adaptacion.

Figura 8. A) Alimentacion en estadio larval; B) Mantenimiento en estadio de pupa; C)
Alimentacion en estadio adulto.
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