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RESUMEN

Beauveria es conocido por su capacidad como biopesticida, sino también por su potencial para
mejorar el crecimiento y desarrollo de las plantas al actuar como endofito. Se ha demostrado
que este hongo puede aumentar la resistencia de las plantas al estrés abiotico y bidtico, mejorar
la absorcion de nutrientes y promover un crecimiento mas vigoroso. El presente trabajo fue
evaluar el desempefio de Beauveria spp. como hongo endéfito en maiz, asi como su impacto en
la germinacion y el crecimiento inicial de las plantulas. Para este estudio se utilizaron dos tipos
de Beauveria spp. (nativa y comercial) en concentraciones de 1 x 104, 1 x 106 y 1 x 10"8
conidios/mL, aplicadas a intervalos de 3, 7 y 15 dias. Los resultados de este estudio muestran
que las semillas de maiz tratadas con Beauveria spp. nativa y comercial, en las concentraciones
mencionadas, registraron tasas de germinacion similares al testigo, sugiriendo que el hongo no
afecta negativamente la capacidad germinativa de las semillas. En el analisis del crecimiento
de las plantas, realizado durante un periodo de 42 dias (6 semanas), se demostro que las plantas
tratadas se desarrollaron méas rapidamente que las plantas no tratadas; sin embargo, no
mostraron diferencias significativas en comparacion con el testigo. Esto sugiere que, aunque
Beauveria spp. puede tener un efecto positivo en el crecimiento de las plantas, el efecto
observado no fue lo suficientemente relevante como para ser considerado significativo en este
estudio. Respecto a la colonizacion endofitica, se detectd que Beauveria spp. colonizd
significativamente las plantas de maiz cuando se aplico cada 3 y 7 dias a una concentracion de
1 x 1078 conidios/mL. Estos resultados indicaron que la frecuencia de la aplicacion afecta el
grado de colonizacion de los enddfitos. Se recomienda seguir investigando con diferentes
concentraciones y frecuencias de aplicacion de Beauveria spp. para mejorar su uso y apoyar
practicas agricolas mas sostenibles.

Palabras clave: Biopesticida, Colonizacién, Concentracion, Frecuencia de aplicacion,
Germinacion.
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ABSTRACT

Beauveria is known not only for its ability as a biopesticide but also for its potential to enhance
plant growth and development by acting as an endophyte. It has been shown that this fungus
can increase plant resistance to abiotic and biotic stress, improve nutrient absorption, and
promote more vigorous growth. The present study aimed to evaluate the performance of
Beauveria spp. as an endophytic fungus in maize, as well as its impact on seed germination and
early seedling growth. Two types of Beauveria spp. (native and commercial) were used in this
study at concentrations of 1 x 104, 1 x 1076, and 1 x 1078 conidia/mL, applied at intervals of
3, 7, and 15 days.The results of this study show that maize seeds treated with Beauveria spp.,
both native and commercial, at the mentioned concentrations, recorded germination rates
similar to the control, suggesting that the fungus does not negatively affect the germinative
capacity of the seeds. In the analysis of plant growth, conducted over a period of 42 days (6
weeks), it was demonstrated that treated plants developed more rapidly than untreated plants;
however, they did not show significant differences compared to the control. This suggests that,
although Beauveria spp. may have a positive effect on plant growth, the observed effect was
not significant enough to be considered relevant in this study.Regarding endophytic
colonization, it was found that Beauveria spp. significantly colonized maize plants when
applied every 3 and 7 days at a concentration of 1 x 1078 conidia/mL. These results indicated
that the frequency of application affects the degree of endophyte colonization. It is
recommended to continue researching different concentrations and application frequencies of
Beauveria spp. to improve its use and support more sustainable agricultural practices.

Keywords: Biopesticide, Colonization, Concentration, Application frequency, Germination.



INDICE

DECLARACION DE AUTORIA .....oooiiiiieesiiseissieste sttt ii
CONTRATO DE CESION NO EXCLUSIVA DE DERECHOS DE AUTOR.......c..cccoveeunene. ii
AVAL DEL TUTOR DEL PROYECTO DE INVESTIGACION........ccoevovveercereeeeceeeeeeeen, %
AVAL DE LOS LECTORES DEL PROYECTO DE INVESTIGACION........cccoccvvverrrrrnnn Vi
AGRADECIMIENTO ...ttt nne e vii
DEDICATORIA .ttt ettt e e bttt e s ae e e be e sbe e e sbeessbeenbeesnnaen viil
RESUMEN ...ttt ettt bt et e e b et et e e s ee e e be e s ne e e be e snneenes iX
ABSTRACT et X
N0 L SR Xi
INDICE DE FIGURAS ...ttt XVi
INDICE DE TABLAS ...ttt ettt sbe et e re e e teennee e XVii
1. INFORMACION GENERAL .....cooveveeeeeeeeeesesees e s ves s s assen s sesesasnensenes 1
2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO ...ciiiieiieeeieteesieeiesesisses s sesss s 2
3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO ..ottt 3

3.1 BenefiCiarios dIrBCLOS: .......cveieiiiiiiisiesi et 3

3.1 Beneficiarios INQITECTIOS: .....coviiiiiiiiiiieiti ettt 3
4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION: .....ccvietierieieeeteeeeteeeeeieseste s enes s 3
O, OBUETIVOS ...ttt ettt 4

5.1  ODJELIVO GENEIAL ...c.eiiiiiiiiiieieee bbb 4

5.2 ODbjJetiVO eSPECITICO ...ccuviiiieiicic e 4

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

PLANTEADOS ......oovimiiieeeeesiesessesseessessesssss s sssss s s s sssses s s asssessasssnssnssessnsssnssanssnssnees 5
7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA ..o, 7
7.1 EIMAIZ (ZEA MAYS). . eitiiteiiiiiieieeiieie ettt bttt nb bbbt 7
7.1.1  Origen Y €VOIUCION .....cveieieiieie sttt sttt renneeneeneas 7



7.1.2 Importancia econdmica y NULricional ...........c.cccooveiiiiiii i 7

7.1.3 Biologiay fisiologia del Maiz.........cccoeiiieiiiiiiieri e 8
7.1.4  Caracteristicas MOrfOlOQICaS .......ccoururiririiiiirieees e 9
7.2 . Concepto de ENAOTITOS.......couiiiiiiccie e 9
7.2.1  Mecanismos de COIONIZACION ..........cccveieieiieie et 10
7.2.2 Beneficios para las Plantas .........ccccoeiiiiiiiiii i 10
A T =TT 10T T I o o USRS 10
7.3.1  DescripCion del NONGO ||| . e veeererrerreerierieiiee et e 11
7.3.2  MECaANISMOS U ACCION. ..cuveuieiiiiite ettt bbb 12
7.3.3 Uso en biocontrol: Aplicaciones en el control bioldgico de plagas. .................... 12
7.4 Interaccion de Beauveria spp. CON PlaNtas. .......ccocvveveiiiiniinieee e 13

7.4.1 Mecanismos de interaccion planta-hongo: Como Beauveria spp. coloniza las

plantas y 10S Deneficios aSOCIAUOS. .........ccoiiiiiiiiieee e 13

7.4.2 Impacto en el crecimiento y salud de la planta: Efectos directos e indirectos en la

FISIONOgIa VEQETAL.........ovieeee s 14
7.5  Meétodos de Inoculacion de Beauveria spp, en plantas...........ccocooevrennieneneninennen, 14
7.5.1 Técnicas de inoculacion: Semillas, suelo, foliar y sus respectivas eficacias........ 14

7.5.2 Condiciones ambientales y de cultivo: Factores que afectan la colonizacién y

FENAIMIENTO BNUGTITO .. eeeeeee ettt et e e e e e ee e e eeeeeeeeessettareeeeeesssesessereeeeeeseesaans 15

7.5.3 Evaluacién de la colonizacién: Métodos de deteccion y cuantificacion del hongo

EN tEJIAOS VEJEIAIES. ... .o e 16
7.6 Efectos del Endofitismo de Beauveria spp, en el Maiz..........ccccoceovviniiieninnnen, 17

7.6.1 Impacto en el rendimiento del maiz: Influencia en el crecimiento, productividad y

Calidad el granO.........cooiieiiiiie e 17

7.6.2 Resistencia a plagas y enfermedades: Efectividad contra plagas especificas del

maiz. 17

7.6.3 Tolerancia al estrés abiotico: Respuesta a condiciones de sequia, salinidad, y otros

TACTOTES AN IENTAIES. ...vvveeieeeeeeeteeeeeeeeete ettt ettt mneemennnnnn 18

xii



7.7  Casos de Estudio y EXPeriencias Previas. .......cccceevieiie i 18

7.7.1 Reuvision de literatura: Estudios previos y resultados sobre el uso de Beauveria spp.

€N MAIZ Y OLFOS CUIIVOS. ...ttt 19

7.7.2  Aplicaciones précticas y comerciales: Exitos y desafios en la implementacion a

NIVEL 08 CAMPO. ... ittt e et e e ste e s reenbe e e e sneesreenee e 19
7.8 Perspectivas Futuras y DeSafio. ........cccoruiririiiiiieies e 20

7.8.1 Innovaciones en técnicas de inoculacién: Desarrollo de nuevas metodologias y

L0100 (oo | F- T USSP SSPRTRSR 20

7.8.2 Regulacion y aceptacion del mercado: Normativas y percepcién del uso de hongos

endofitos en 12 agriCUITUTAL ........ccocviiiiiece e 21

7.8.3 Investigaciones futuras: Areas de investigacion y potenciales aplicaciones

TR0 TCT 0 1= PRSP 22
METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL ....c.cvovveiieeeiieeeeesieeessesissesseresss s 22
8.1  Area de BSTUIO. ..c..cvuvecvecicvcecee e 22
8.2 TIPO de INVESLIGACION. ......eviiiiiiieiieicieeie et 23
8.2.1 Investigacion EXPErimental ...........cccceiveiiiieiieie e 23
8.3 MeEtodos de INVESTIGACION ........ccueiviiiiitiiiiitiieeee et 23
8.3.1 ODbservacion CIientifiCa .........cccereiieiiiii e 23
8.3.2 Investigacion Cualitativa y Cuantitativa.............cccecveveereieeieeie e 24
8.3.3  INAUCTIVO ...t 24
8.4  Técnicas de INVESLIJACION.........cccciiiieieeie ettt 24
8.4.1  ODSErvaCION DIFECA .....eveueiieiieieiisie et 24
842 FICNAJE .o 24
8.5  MaterialeS Y EQUIPOS ....ccveeieiie ettt 24
8.5.1 MaterialeS de CaMPO. ......ccueieiiiiiiie e 24
8.5.2 Materiales de 1aD0ratorio. ...........ccuierieiiiiiieie e 24
8.5.3 Materiales para €l ENSAY0: .......cccvevueiieiieie et 25
8.5.4 EQqUIPO0S de 1aD0ratOrIO:.....ccuieiieiiicite e 25



8.6 Disefio EXPerimental ............cooiiiiiiii e 25

8.7  Unidad EXPerimental...........cooiviiiie e 26
8.8  FACIOrES BN ESTUAIO ... .eviiiieiiiieee e 26
8.9  ANAlisis de 12 varianZa ANOVA ............coeiririiinineieeiese et 27

8.9.1  ESQUEMA ANOVA.....c..iiiiitieiiiiiesiieite sttt sb et n e nb e nre e 27
8.10  TratamientoS €N ESTUCIO. .......ccueiviriiriiitiiie e 28
8.11  Variables en eStUdIO. ........cceiiiiiiiii e 28
8.12 Metodologia del aiSIamieNtO. .......ccoeiiiiiiiieieiee e 29

8.12.1  Preparacion de medio de CUItIVO. ........ccocceevicieiiciece e 29

8.12.2  Método de multiplicacion de Beauveria SPP. .....ccoceoereeerereerereeneeese e 30
8.13 Método para conteo de UFC (Unidades Formadoras de Colonias).............c.ccueen..... 31

8.13.1  Determinacion de la concentracion de conidios (cuantificacion en la camara de

N IO 2= LU LT o USSP PRRPO 32
8.14  Preparacion de SOIUCION MAre..........cccueiiiiiiieieee st 33
8.14.1  ESEEriliIZACION: ...t 33
8.14.2  Co0SeCha de MICEIIOS: ........couiieiiiiici e 33
8.14.3  Preparacion de CONCENIITACIONES:........ccvviveiieeieseesieerieeee e ste e sreesee e sre e 33
8.15 Preparacion del medio de CUItIVO. ........cccociiiiiiiiieee e 33
8.16  Exposicion de las semillas al NONQO .........coveiirieiiniiecceee e 33
B.16. 1 INMEISION ...t 34
B.16.2  ASPEISION ...ttt bbbt 34
8.17  DatoS EVAlUAAODS ........ccuiviiciiiiiee s 34
8.17.1  Viabilidad y germinacion de CONIIOS: ........cuevuereereerirsieeseeniesiesee e ee e 34
8.17.2  Crecimiento del IMAIZ .......ccooveiiiiiiit s 34
8.17.3  Colonizacion como endOFitO:.........eoviiriirieiiieesee s 34

9. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS .....cccvvurrrrireeneseesnseeessesesessssssesenns 35
9.1  Anélisis de la Tasa de Germinacion de Semillas............coeoiriiiinieniisineicsee, 35

Xiv



9.2  Andlisis del crecimiento del maiz por Semanas............ccceeveveeieereiie s 36

9.3 Criterio de SEIECCION ........eueeiiieiiiee s 37
0.3.1  TESEUE TUKBY. .ot bbb 38

9.4  Establecimiento del Método de ColoNIZaCiON .........cccoerveiiiienieiieseeese e 44
9.5 DISCUSION GENEIAL......cuiiiiiiiiiiiiieieie ettt neene e 46
9.6 IMPACIOS TECNICOS: . .ecviciieieiciee ettt ettt e e raesre e s reenre s 46
9.6.1 Awvance en Técnicas de INOCUIACION. ..........ccccviiriiiiiiicicce e 46
9.6.2 Conocimiento Ampliado sobre ENdOfitos. ........cccooveeiieiiiiniinecie e 46

9.7 IMPACLOS SOCIAIES ... 47
9.7.1 Promocion de Précticas Agricolas Sostenibles..........ccocovviiiiiiiiinnecee 47
9.7.2 Educacién y Conciencia sobre BiopestiCidas ...........coovivrierierierenesesesesieeanens 47

9.8 IMPACtOS AMDIENTAIES. ......ccvveiieicceee e nne s 47
9.8.1 Reduccion del Uso de Productos QUIMICOS. ......ccccecvreiveieierieie e se s 47
9.8.2 Contribucidn a la Sostenibilidad Agricola............ccccoevveviiiiiicie e 47

9.9 IMPACLOS ECONOIMICOS. ......ciuiiiieieie ittt bbbt 48
9.9.1 Evaluacion del Costo-BenefiCio. ........ccoirueriiiniiniiisicsieeese s 48
9.9.2 Oportunidades en el Mercado de Biopesticidas. ..........cccccvevvereiieiieiesiie e 48

10. CONGCLUSIONES ... oottt ettt b et san et 48
11. RECOMENDACIONES ...t e 49
12, BIBLIOGRAFIA ...ttt 50

XV



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura5.
Figura 6.

Figura 7.

Ara de BSTUAIO .....c.cveevcvceecece ettt 23
Morfologia BEAUVEITA SPP. ...cuveveiveieierierieieie et 30
Reglilla de NEUDAUET. .......ccviiiieiie st 32
Tasa de Germinacion de SEMIlIAs .........ccccooeiiiiiiiiicc e 35
CreCcimiento SEMANA .........c.ooviiiiiiiiiie e 37
(O o= Mo (I WU VUSRS 43
TratamIENTO 3 Y B..cveieieiieieieee e bbb 45

XVi



INDICE DE TABLAS

Tabla 1.
Tabla 2.
Tabla 3.
Tabla 4.
Tabla 5.
Tabla 6.
Tabla 7.
Tabla 8.

Tabla 9.

Tabla 10.
Tabla 11.
Tabla 12.
Tabla 13.

Tabla 14.

Tabla de aCtIVIAAAES. ......cvevviiiiiicc s 5
Esquema del ANOVA ... s 27
Tratamiento Y SIMDOIOGIA. .......c.civeiiiieiece e 28
Variables @ BValUAT. ..o 28
Tasa de Germinacion de SEMIlIAS. ........cccoereiiiiieiice e 35
ANALISIS & VANANZA. ......coiiieiiie st 37
Variable CONCENITACON. ......ccuviieiieie et sreeeeeneenns 38
Variable BEAUVETITA. ........ocieiiiiiiiieie et 39
Variable FIrECUBNCIA. ......voieiiii e 39
Variable Concentracion VS BEAUVEITA ........cc.coveveriererieieeeeiesiesiese e sie e snaenaenens 40
Variable Concentracion VS FrECUBNCIA. .........coververieririiiinieieie e 40
Variable Beauveria VS FIECUBNCIA. .......ccverureieieerieeiesiesieesieseesee e e e ee e nes 41
Variable Concentracion vs Beauveria VS FreCUBNCIA ........ccooververiereiesiiieaieianens 42

Colonizacion de Beauveria spp. en tejido vegetal obtenido de plantas de maiz. .44

Xvii



1. INFORMACION GENERAL
Titulo del Proyecto:

“EVALUACION DE BEAUVERIA SPP COMO HONGO ENDOFITO EN PLANTAS DE
MAIZ (Zea mays) EN CONDICIONES CONTROLADAS”

Fecha de inicio:

Octubre del 2021

Fecha de finalizacion:

Agosto 2024

Lugar de ejecucion:
Barrio-parroquia-canton-provincia-zona 3 e institucion
Facultad que auspicia:

Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales
Carrera que auspicia:

Carrera de Ingenieria Agronémica

Proyecto de Investigacion vinculado Proyecto de Desarrollo Local
Equipo de Trabajo:

Tutor: Ing. Diana Elizabeth Toapanta Gallegos, Mg.
Lector 1: Ing. Chasi Vizuete Wilman Paolo, Mg

Lector 2: Ing. Mg. Chancusig Espin Edwin Marcelo, PhD.
Lector 3: Ing. Mg. Jacome Mogro Emerson Javier, PhD.
Coordinador del Proyecto:

Nombre: Luis Alexander Limachi Maliza

Teléfono: 0995002620

Correo electrénico: luis.limachi3076@utc.edu.ec

Area de Conocimiento:

Agricultura- Silvicultura, Silvicultura y Pesca-Agricultura
Linea de investigacion:

Produccién agricola sostenible

Linea de vinculacion de la carrera:

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



2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La presente investigacion se llevo a cabo para abordar los desafios que enfrenta la agricultura
moderna y cubrir la necesidad de aumentar la produccion de alimentos de manera sostenible,
controlar las plagas y enfermedades que afectan los cultivos. EI maiz, fundamental para la
alimentacion humana y animal, estd constantemente amenazado por diversas plagas y
enfermedades que pueden reducir significativamente su rendimiento.

La aplicacion de pesticidas quimicos es una practica comdn para controlar estos problemas, sin
embargo, su uso intensivo tiene consecuencias negativas como la contaminacion ambiental, la
resistencia de plagas a los pesticidas y los efectos adversos en la salud del ser humano. En
respuesta a esto se establecen nuevos métodos organicos para el control de plagas en el maiz,
alternativas mas sostenibles y amigables con el medio ambiente. En este contexto, los hongos
entomopatogenos, como Beauveria spp., han surgido como una opcion prometedora (Santafé
2023).

La Beauveria spp. es un hongo conocido por su capacidad de infectar y matar una diversa gama
de insectos plaga, este hongo también puede establecerse como enddéfito en varias plantas,
incluyendo el maiz. Los enddfitos son microorganismos que viven dentro de las plantas sin
causarles dafio y pueden atribuir multiples beneficios, como el aumento de la resistencia a
plagas y enfermedades, la mejora del crecimiento y el rendimiento, y una mayor tolerancia a
condiciones de estrés (Peteira et al. 2011).

Los bioplaguicidas no solo disminuyen la dependencia de los pesticidas, estos también
fomentan una agricultura sostenible y saludable. La inoculacion de cultivos mejora la
resistencia de las plantas a las plagas. Lo cual resulta en alimentos mas seguros para el consumo
humano y animal, dentro de los diversos bioplaguicidas se encuentran diferentes especies de
hongos entomopatdgenos, especialmente Beauveria spp. la cual es un hongo conocido por su
capacidad para controlar diversas plagas agricolas. Sin embargo, su potencial como agente de
control biolégico enddfito en cultivos de maiz adn no se ha explorado completamente (Liu
2021).

Debido al crecimiento continuo de la poblacion actual y futura, es crucial garantizar una
alimentacién mas saludable al mismo tiempo que se reducen costos agricolas. El uso de
insecticidas quimicos, son efectivos, sin embargo, son, a corto plazo estos conllevan altos

costos econdémicos, ambientales y de salud.



3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

3.1 Beneficiarios directos:

Los beneficiados directos de la presente investigacion son: los agricultores, los investigadores
agricolas y las empresas agricolas, ya que los resultados podrian ser aplicados en el desarrollo
de précticas agricolas mas sostenibles y eficientes, incluyendo a Beauveria spp, como un
biocontrolador natural. La inoculacion de Beauveria spp, ha demostrado ser rentable y
eficiente, lo que podria facilitar el desarrollo y la comercializacion de productos basados en
esta cepa de hongo para la proteccién de cultivos. Ademas, se espera que el uso de Beauveria
spp, incremente el rendimiento de los cultivos de maiz, lo cual se traduciria en una mayor

produccion por unidad de area cultivada.

3.1 Beneficiarios indirectos:

Los beneficiaros indirectos de la presente investigacion son: consumidores, medio ambiente y
salud publica, beneficia a los consumidores al mejorar la calidad del producto y mantener los
costos de alimentos como cereales, harina de maiz y otros productos derivados, también hay
que tomar en cuenta que el uso de la Beauveria spp. como biocontrolador podria reducir la
dependencia de los agricultores a los pesticidas quimicos, esto reduciria la contaminacion del
suelo y el agua, ademas el beneficio para la salud publica al disminuir la exposicion de los seres

humana y animal a las sustancias quimicas potencialmente dafiinas.

4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION:

En la agricultura moderna, la gestion de las enfermedades y plagas, asi como también el
mantenimiento de la productividad de los cultivos son desafios significativos para el desarrollo
de la poblacién en constante crecimiento, ya que el uso excesivo de los pesticidas quimicos
tiene un impacto negativo en el medio ambiente, asi como también en la salud de los seres

humanaos.

A esto se le suma, la constante exposicidn de los cultivos a los tratamientos quimicos, lo cual
ha ocasionado un incremento en la resistencia de las plagas a los plaguicidas, una alternativa
para estos desafios es el uso de agentes de control bioldgico. Beauveria spp., utilizada como
enddfito en plantas es una esta alternativa que busca no solo controlar las enfermedades y

plagas de los cultivos, sino también mejorar su salud y rendimiento de manera sostenible.

El estudio de la inoculacion de Beauveria spp. en plantas de maiz tiene implicaciones

significativas para la agricultura sostenible y la seguridad alimentaria. Los hongos del género



Beauveria son conocidos por sus propiedades como agentes de biocontrol, especificamente
contra una amplia gama de insectos plaga. Beauveria spp, una de las especies mas estudiadas,
infecta a los insectos mediante esporas que se adhieren a su cuticula, germinan y penetran en
su cuerpo, lo que lleva a la muerte del insecto y a una reduccion de la poblacion de plagas
(Noboa y Quelal 2015).

Segun (Bautista, Mesa, y Gémez Alvarez 2018). La inoculacion de Beauveria spp. no solo
controla las plagas, sino que también mejora la resistencia de los cultivos a enfermedades al
inducir respuestas de defensa en las plantas, haciéndolas mas resistentes a patégenos y estrés.
Esto es crucial en el contexto del cambio climético, donde los cultivos enfrentan condiciones
adversas. Ademas, la aplicacion de Beauveria spp. contribuye a la sostenibilidad agricola al
mejorar la salud del suelo. Estos hongos interactian con otros microorganismos, promoviendo
un ecosistema equilibrado y saludable. Un suelo sano mejora la disponibilidad de nutrientes y
la estructura del suelo, facilitando el crecimiento de las raices y la absorcién de agua, lo que es

fundamental para la productividad agricola a largo plazo.
5. OBJETIVOS:

5.1 Objetivo general

e Inocular Beauveria spp. en plantas de maiz para determinar su rendimiento como hongo

endofito.

5.2 Objetivo especifico

e Determinar la influencia de Beauveria en la tasa de germinacion de semillas de maiz.
e Evaluar la influencia de Beauveria en el crecimiento de plantas de maiz.
e ldentificar a Beauveria spp. en material vegetal inoculado con el hongo en plantulas de

maiz.



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

Tabla de actividades.

ACTIVIDAD

METODOLOGIA

RESULTADOS

Tabla 1.
OBJETIVOS
Determinar la
influencia de

Beauveria en la tasa de
germinacion de

semillas de maiz.

Evaluar la influencia
de Beauveria en el
crecimiento de plantas

de maiz.

Preparacion de la
suspension de esporas.
Preparacion del suelo y
las semillas.

Inoculacion  de  las

semillas.

Condiciones de
germinacion.
Seguimiento y registro
de la germinacion.

Analisis estadistico.

Preparacion de suspensiones de
Beauveria spp. en concentraciones de
1x10% 1x10%y 1 x 108 conidios/mL.
Desinfeccion del suelo y semillas.

Inoculacion de semillas y

establecimiento de un grupo control.

Las plantas germinadas fueron
rociadas con Beauveria spp. nativa y
comercial respectivamente en las tres
concentraciones respectivamente en
frecuencias de cada 3, 7 y 15 dias.

Monitoreo diario del numero de

semillas germinadas, definiendo la

Produccion adecuada de conidios.

Tratamiento del suelo y semillas
conforme a protocolos.
Establecimiento de grupos

experimentales y controles.

Se observo y registré la tasa de
germinacion diaria. Las semillas
tratadas mostraron  diferencias
significativas en comparacion con

el grupo control.




Identificar A o
Beauveria spp. en
material vegetal
inoculado con el
hongo en plantulas de

maiz.

Identificacion

de

Beauveria en hojas de

miaz a los

postinoculacion.

dias

germinacion como la emergencia de
la radicula. Registro de datos para
cada grupo.

Aplicacion de pruebas estadisticas
para comparar la tasa de germinacion
entre semillas tratadas con Beauveria
spp. y el grupo control. Evaluacion de
significancia.

Toma de muestras de hojas de cada
tratamiento, maceta

Desinfeccion de las hojas.

Corte de las hojas en pequefios
cuadrados.

Siembra de segmentos de tejido
vegetal de 3-4 mm de longitud.
Desarrollo de 4 dias, verificar la
presencia de Beauveria spp. como

endofito.

Identificacion de la presencia de
Beauveria spp. como endofito en
las plantas de maiz tratadas

mediante el analisis de las muestras.

Nota. Elaborado por Luis L.



7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
7.1 El Maiz (Zea mays)

7.1.1 Origeny evolucion

El maiz es originario del centro de México y es una fusion de teosinte y otras plantas silvestres.
Perteneciente a la familia Poaceae o0 Grass, es uno de los alimentos mas antiguos que se
conocen, totalmente domesticado y dependiente del cultivo humano. Se estima que fue
cultivado hace unos 10.000 afios, y la evidencia mas antigua se encontr6 hace 6.250 afios en la
cueva de Guila Naquitz en Oaxaca. Su nombre cientifico es Zea mays, los nahuas lo llamaban
“centli”, y en América y Europa ha recibido diversos nombres como choclo, jojoto, maiz,
milho, elote y maiz. México es el pais con la variedad mas rica de maiz, con mas de 60
variedades, entre ellas maiz blanco, azul, dulce y amarillo, utilizadas para alimentacion y

alimentacion animal.

La domesticacion de las plantas de maiz, es una parte central de la civilizacion e implica una
interdependencia compleja entre humanos y cultivos, lo que resulta en cambios importantes
conocidos como sindrome de domesticacion. Charles Darwin estudié este proceso y desarrollé
su teoria de la evolucion, enfatizando la importancia de mantener separadas las variedades de
maiz. La evidencia arqueoldgica muestra que el maiz se utiliz6 en Mesoamérica durante el
Holoceno, durante miles de afios, los primeros americanos modificaron genéticamente el maiz
para aumentar el tamafio de las mazorcas y los granos, transformando el teosinte en maiz
moderno. Este proceso de desarrollo continda brindando informacién valiosa para nuestro
futuro (Divulgacion-CIMMYT 2021).

7.1.2 Importancia econémica y nutricional

El maiz es un alimento basico a nivel mundial, cultivado en 125 paises y ocupando alrededor
de 100 millones de hectareas, con una produccion y demanda en aumento hacia 2025. Pertenece
al orden Poales, familia Poaceae, dentro de la tribu Andropogoneae, que incluye el género Zea.
Hace 10,000 afios, la domesticacion de animales y plantas comenzd, seleccionando los mejores

rasgos para mejorar la produccion (Vanegas 2018).

Los granos de maiz convencionales estdn compuestos por un 70-75% de almidon, un 8-10%
de proteina y un 4-5% de aceite distribuido en el germen, el endospermo y el pericarpio. Los
gérmenes constituyen del 10 al 12% del peso seco y contienen la mayoria de los lipidos y



proteinas. El endospermo constituye el 80% del peso seco y contiene la mayor parte del
almidon y las proteinas. La corteza es rica en fibras vegetales y constituye entre el 5y el 6%
del peso seco. La molienda himeda, que separa estos componentes en el ambiente acuoso, ha
sido una industria importante en desde 1928, consumiendo alrededor de 1 millon de toneladas

de maiz cada afio, o el 15% del consumo del pais (ilsi maizar, 2006).

Cada dia se descubren nuevos usos industriales para el maiz. En los paises desarrollados, se
estan fabricando papeles a base de maiz y plasticos biodegradables a partir de almidén de maiz,
los cuales son mas ecoldgicos que los plasticos derivados del petrleo. Estos plasticos se
utilizan para producir telas de secado rapido para deportistas, CDs, computadoras, teléfonos
celulares, frazadas, alfombras y envases de alimentos, entre otros. Se estima que ya existen
mas de 4,000 aplicaciones diferentes para los productos derivados del maiz (Doebley, Gaut, y
Smith 2006).

7.1.3 Biologiay fisiologia del maiz

El maiz (Zea mays) es una planta anual de la familia Gramineae de alto valor agronémico y
versatilidad. Su desarrollo se puede dividir en varias etapas claramente definidas, cada una de

las cuales tiene caracteristicas morfologicas especificas (Bennetzen y Hake 2009).

7.1.3.1 Germinacion y emergencia:

La germinacion del maiz comienza con la absorcién de agua por parte de las semillas, seguida
del alargamiento de la radicula (raiz primaria) y el coleoptilo (funda protectora de las yemas),
este proceso suele tener lugar entre los primeros 3 a 5 dias después de la siembra.
Caracteristicas morfoldgicas: Las semillas erupcionadas y los coleoptilos jovenes son los
primeros signos visibles de crecimiento (Nannas y Dawe 2015).

7.1.3.2 Etapa Vegetativa:

Esta fase incluye el crecimiento de hojas y tallos a medida que la planta desarrolla un sistema
de raices méas amplio y produce méas hojas. Las etapas vegetativas a menudo se identifican
como V1, V2, V3, etc., y los nimeros indican la cantidad de hojas con collares visibles.
Caracteristicas morfoldgicas: Desarrolla hojas alternas y un tallo principal grueso. Las hojas

son largas y estrechas con venas pronunciadas (Bennetzen y Hake 2009).



7.1.3.3 Etapa Reproductiva:

El inicio de la etapa reproductiva se marca por la aparicion de la inflorescencia masculina
(espiga o panicula) en la parte superior de la planta y la inflorescencia femenina (mazorca) en
las axilas de las hojas. Caracteristicas Morfoldgicas: Las espigas producen polen, mientras que
las mazorcas desarrollan sedas que capturan el polen para la fertilizacion (Tollenaar y Lee
2006).

7.1.3.4 Polinizacion y Fecundacion:

La polinizacion en el maiz es principalmente anemdfila (por el viento). El polen de las espigas
fertiliza las sedas de las mazorcas, lo que lleva a la formacion de granos de maiz. Caracteristicas
Morfoldgicas: Las sedas se alargan y emergen de las mazorcas, cada una conectada a un évulo

que, una vez fertilizado, se convierte en un grano (Hoeft et al. 2000).

7.1.3.5 Llenado del Grano y Madurez:

Durante esta etapa, los granos de maiz se llenan de nutrientes y crecen hasta alcanzar su tamafio
completo. La planta sigue acumulando biomasa y los granos maduran. Caracteristicas
Morfoldgicas: Los granos se vuelven mas grandes y duros, adquiriendo el color caracteristico

de la variedad de maiz cultivada (National Academies of Sciences et al. 2016).

7.1.4 Caracteristicas Morfoldgicas

Raices: Sistema radicular fibroso que se extiende lateralmente y en profundidad,
proporcionando soporte y absorcién de nutrientes. Tallo: Erecto y robusto, con nudos y
entrenudos visibles. Los entrenudos se alargan a medida que la planta crece. Hojas: Alternas y
largas, con una vaina que envuelve el tallo. Cada hoja tiene una Iamina y una ligula distintiva.
Inflorescencia Masculina (Espiga): Ubicada en la cima del tallo principal, produce y libera
polen. Inflorescencia Femenina (Mazorcas): Crecen en las axilas de las hojas, con sedas que

emergen para capturar el polen (Shiferaw et al. 2011).

7.2 . Concepto de Enddfitos

El término endofito hace referencia a microorganismos, como bacterias 0 hongos, que residen
dentro de los tejidos de una planta durante parte o todo su ciclo de vida sin provocar sintomas
evidentes de enfermedad en el huésped. Esta simbiosis puede beneficiar a la planta al mejorar
su resistencia a enfermedades, aumentar su tolerancia al estrés, promover su crecimiento y

producir compuestos secundarios beneficiosos. Los endéfitos pueden habitar varios tejidos de
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la planta, como las raices, el tallo, las hojas e incluso las semillas. Esta relacidn entre planta y
enddfito ha generado gran interés en la agricultura y la biotecnologia debido a su potencial para
mejorar la salud de las plantas y aumentar la productividad agricola de manera sostenible y
respetuosa con el medio ambiente (Rodriguez et al. 2009).

7.2.1 Mecanismos de colonizacién

Los endofitos, tanto bacterianos como fungicos, emplean una variedad de estrategias para
colonizar las plantas y establecer una simbiosis, en el caso de los endofitos fingicos colonizan
las plantas mediante esporas que germinan en las raices o las hojas, produciendo estructuras
especializadas para penetrar la epidermis y extenderse por los tejidos internos. Estos procesos
de colonizacién son influenciados por factores genéticos y ambientales, y comprenderlos es
crucial para aprovechar el potencial agronémico de los endofitos en aplicaciones como el

biocontrol y el mejoramiento vegetal (Ryan et al. 2008).

7.2.2 Beneficios para las plantas

Los endofitos, tanto bacterianos como fungicos, ofrecen una variedad de ventajas a las plantas,
como mejorar su crecimiento, resistencia a enfermedades y capacidad para soportar
condiciones adversas, estos microorganismos pueden estimular el desarrollo vegetal al facilitar
la absorcion de nutrientes, producir hormonas vegetales y competir con patdgenos por recursos.
Ademas, pueden ayudar a las plantas a enfrentar situaciones de estrés, como sequias 0
salinidad, mediante la produccion de compuestos protectores y la regulacién de respuestas
fisiolégicas. La comprension de esta compleja interaccion es esencial para aprovechar al
méaximo el potencial de los endofitos en la agricultura y la conservacién(Rosa Sanchez et al.
2013).

7.3 Beauveria spp.

Beauveria spp. es un hongo entomopatdgeno que se utiliza actualmente como un insecticida
bioldgico eficaz contra numerosas plagas en una amplia gama de cultivos importantes,
incluyendo frutales, citricos y hortalizas. Este hongo puede combatir diversas plagas de

insectos, como trips, mosca blanca, pulgones, psilay acaros, entre otros (Almudena 2022).
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7.3.1 Descripcion del hongo |||

7.3.1.1 Taxonomia
SUper Reino: Eucariota
Reino: Fungi
Division: Amastigomicotina
Subdivision: Deuteromycotina
Clase: Hyphomycete
Orden: Moniliales
Familia: Moniliaceae

Género: Beauveria Especie: spp. (Iriarte R 2006).

7.3.1.2 Morfologia.

Beauveria spp. es un hongo entomopatégeno conocido por su apariencia polvosa. Cuando se
cultiva en medios de laboratorio, su colonia es algodonosa y puede presentar colores que van
del blanco puro al amarillento cremoso. La textura de las colonias suele ser densa y vellosa

debido a la produccién abundante de esporas (Guedez 2014).

7.3.1.3 Ciclo de vida.

Adhesién y Germinacién: Cuando un conidio aterriza en la superficie de un insecto, germina
y forma un tubo germinativo que se desarrolla en un apresorio, una estructura que facilita la

adhesion firme a la cuticula del insecto.

Penetracion: El hongo penetra la cuticula del insecto utilizando enzimas degradativas y
presion mecénica. A partir del apresorio, se desarrolla una hifa que invade los tejidos del

insecto.

Colonizacion Interna: Dentro del insecto, las hifas se ramifican y producen toxinas que

ayudan a superar las defensas del hospedador. Esta fase culmina con la muerte del insecto.

Sporulacion: Después de la muerte del insecto, el hongo emerge de los restos del hospedador
y forma conidioforos en la superficie, iniciando nuevamente el ciclo de produccion de conidios
(Pavone 2021).
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7.3.2 Mecanismos de accion.

Beauveria spp., un hongo entomopatdgeno ampliamente utilizado en el control bioldgico de

plagas de insectos, ejerce su efecto letal a través de varios procesos:

Adhesion y penetracion: Las esporas de Beauveria spp. se adhieren a la superficie del insecto

y germinan, formando estructuras de penetracion que perforan la cuticula del huésped.

Colonizacion interna: Una vez dentro del insecto, el hongo crece y se desarrolla, colonizando

los tejidos y compitiendo por los nutrientes disponibles.

Produccién de toxinas y enzimas: Beauveria spp. produce una gama de toxinas y enzimas
que contribuyen a su virulencia. Estas sustancias pueden dafar el sistema digestivo y nervioso

del insecto, asi como degradar sus tejidos, incluyendo proteinas, quitina y lipidos.

Inmunosupresion: El hongo también tiene la capacidad de suprimir la respuesta inmune del
insecto huésped, lo que impide su capacidad para combatir la infeccion fungica, facilitando asi

una infeccion mas grave (Téllez-Jurado et al. 2009).

7.3.3 Uso en biocontrol: Aplicaciones en el control biologico de plagas.

El uso de hongos entomopatdgenos en el control biolégico de plagas es una estrategia efectiva
y amigable con el medio ambiente. Estos hongos son organismos que infectan a insectos y otros
artropodos, provocéndoles enfermedades y eventualmente la muerte. Ejemplos comunes de
estos hongos incluyen Beauveria spp., Metarhizium anisopliae y Lecanicillium lecanii
(Pacheco Hernandez et al. 2019).

Su aplicacion puede realizarse de varias formas, como la pulverizacion sobre las plantas, la
aplicacion en el suelo o como cebo. Una vez que entran en contacto con el insecto objetivo, los
hongos penetran su cuerpo y se reproducen, ocasionando enfermedades que conducen a su
muerte. Ademas de su efectividad en el control de plagas, estos hongos son seguros para el
medio ambiente y no representan riesgos para humanos, animales domesticos o la vida
silvestre. Ademas, no generan resistencia en las poblaciones de plagas (Pucheta Diaz et al.
2006).

El uso de hongos entomopatdgenos se ha vuelto crucial en la gestion integrada de plagas, ya
que contribuye a reducir la dependencia de pesticidas quimicos y promueve practicas agricolas
sostenibles. Sin embargo, es importante considerar que el éxito de esta técnica puede verse
influenciado por diversos factores, como las condiciones ambientales y la especie de plaga a
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controlar. Por lo tanto, es esencial realizar una evaluacién exhaustiva del sistema antes de

implementar este método de control de plagas (Barajas-Méndez et al. 2022)..

7.4 Interaccion de Beauveria spp. con plantas.

La relacion entre Beauveria spp. y las plantas puede ser multifacética, influenciada por diversos
factores como el tipo de planta, la cepa las condiciones ambientales y otros organismos

presentes en el suelo.

Inicialmente la Beauveria spp. puede actuar como endofito en las plantas, colonizando sus
tejidos internos sin causar dafio visible. Esta colonizacion puede beneficiar a las plantas al
ayudarlas a resistir el estrés biodtico y abiotico, fortaleciendo su crecimiento y desarrollo,
ademas, ciertas cepas de Beauveria spp. tienen la capacidad de promover el crecimiento de las
plantas al estimular la produccion de hormonas vegetales y mejorar la absorcion de nutrientes

del suelo, contribuyendo asi a su salud general (Namesny 2022).

En el aspecto de control de enfermedades, la Beauveria spp. puede ayudar a reducir la
incidencia de patdgenos del suelo al competir por recursos, actuando como un agente de
biocontrol tanto para plagas de insectos como para enfermedades fungicas que afectan a las
plantas. en algunos casos la Beauveria spp. puede interactuar directamente con las plantas,
produciendo metabolitos secundarios que pueden tener efectos beneficiosos o perjudiciales,

dependiendo del contexto ambiental y de la salud de la planta (Humber 2017).

7.4.1 Mecanismos de interaccion planta-hongo: Cémo Beauveria spp. coloniza las plantas

y los beneficios asociados.

Beauveria spp. es un hongo entomopatdgeno que coloniza diversos hospedadores, incluyendo
insectos y plantas. Aunque tradicionalmente se ha estudiado por su capacidad para controlar
plagas de insectos, también se ha observado que puede interactuar con plantas de manera

beneficiosa (Agropal 2016).

Una de las formas en que la Beauveria spp. beneficia a las plantas es a través del endofitismo.
Este hongo puede establecer una relacion endofitica con las plantas, colonizando los tejidos
internos sin causar dafio aparente. Esta asociacion puede conferir a las plantas resistencia a
patdgenos y aumentar su tolerancia al estrés abiotico, ademas la Beauveria spp. produce una
variedad de metabolitos secundarios que pueden promover el crecimiento vegetal y la
resistencia a enfermedades. La produccion de sideréforos por parte del hongo, por ejemplo,
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puede ayudar a las plantas a adquirir hierro en suelos deficientes (Aragon y Beltran-Acosta
2014).

La presencia de la Beauveria spp. en las raices de las plantas puede desencadenar respuestas
de defensa sistémica en la planta, aumentando su capacidad para defenderse contra patdgenos
e insectos herbivoros. Esta induccion de respuestas de defensa puede ser beneficiosa para la
salud general de la planta, ademas, se ha observado que la colonizacion de B. spp. en las raices
de las plantas puede promover el crecimiento de las mismas, posiblemente mediante la mejora
de la absorcion de nutrientes y la produccion de fitohormonas por parte del hongo (Bucarei
2020).

7.4.2 Impacto en el crecimiento y salud de la planta: Efectos directos e indirectos en la

fisiologia vegetal.

En cuanto a los efectos directos, la presencia de este hongo puede estimular directamente el
crecimiento vegetal al colonizar las raices y promover la produccién de fitohormonas, lo que
resulta en un aumento en la absorcion de nutrientes y una mejora en el desarrollo general de la
planta. Ademas, Beauveria spp. puede producir metabolitos secundarios que actian como
bioestimulantes, favoreciendo la floracion y la produccion de frutos, mientras que
simultdneamente protege a la planta contra patdgenos al competir por recursos o producir

compuestos antimicrobianos (Andrade et al. 2023).

Por otro lado, los efectos indirectos de Beauveria spp. incluyen la induccidn de respuestas de
defensa sistémica en la planta, lo que la prepara para combatir futuras infecciones por
patdgenos o ataques de insectos. Ademas, la presencia del hongo puede mejorar la nutricién de
la planta al aumentar la disponibilidad de nutrientes en el suelo o al estimular el crecimiento
radicular, y también puede aumentar su capacidad para tolerar condiciones de estrés abidtico

al regular genes relacionados con el estrés y sintetizar compuestos protectores (Jimenez 2021).
7.5 Métodos de Inoculacion de Beauveria spp, en plantas.

7.5.1 Técnicas de inoculacion: Semillas, suelo, foliar y sus respectivas eficacias.

Existen varias técnicas de inoculacion de Beauveria spp. en plantas, cada una con sus propias
ventajas y eficacias. Aqui se describen las técnicas de inoculacion mas comunes: la inoculacion

de semillas, la inoculacion del suelo y la inoculacién foliar, junto con sus respectivas eficacias.
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La inoculacion de semillas implica la aplicacion del hongo directamente a las semillas antes de
la siembra. Esta técnica permite que el hongo colonice las raices de las plantas desde el
principio, proporcionando una proteccion temprana contra patogenos del suelo y
contribuyendo al crecimiento inicial de la planta. Sin embargo, la eficacia de esta técnica puede
verse limitada por la supervivencia y competencia del hongo en el suelo después de la

germinacion de las semillas (Cardarell 2017).

La inoculacion del suelo implica la aplicacion de Beauveria spp. al suelo alrededor de las raices
de las plantas establecidas. Esta técnica permite que el hongo colonice el suelo y las raices de
las plantas de forma natural, proporcionando una proteccion continua contra patdgenos del
suelo y promoviendo el crecimiento saludable de las plantas a lo largo de su ciclo de vida.
Ademas, la inoculacion del suelo puede ser mas préactica y rentable en cultivos a gran escala

que la inoculacion de semillas (Urefia y Poleth 2022).

La inoculacion foliar implica la pulverizacion directa de las hojas y tallos de las plantas con
una suspension de esporas de Beauveria spp.. Esta técnica se utiliza principalmente para el
control de plagas foliares, ya que permite que el hongo entre en contacto directo con los
insectos que se alimentan de las hojas. Sin embargo, la eficacia de la inoculacion foliar puede
verse afectada por factores como la cobertura y la adhesion de las esporas a la superficie de las
hojas, asi como por las condiciones ambientales que afectan la supervivencia y la actividad del
hongo (Allegrucci et al. 2020).

7.5.2 Condiciones ambientales y de cultivo: Factores que afectan la colonizaciéon y

rendimiento endofito.

Las condiciones ambientales y de cultivo juegan un papel esencial en la colonizacion y el
rendimiento endofito de Beauveria spp. en las plantas, la temperatura es un factor critico que
influye en la actividad y eficacia de Beauveria spp. como enddéfito. Este hongo tiene una
temperatura dptima para su crecimiento y colonizacion, y condiciones extremas pueden limitar
su establecimiento en las plantas. la humedad también es crucial. Beauveria spp. requiere
condiciones de humedad adecuadas para multiplicarse eficazmente en los tejidos de la planta.
La disponibilidad de agua en el suelo y en los tejidos vegetales puede afectar su colonizacion

exitosa (Allegrucci et al. 2020).

El pH del suelo es otro factor relevante. EI hongo puede tener preferencias especificas de pH
para su crecimiento y actividad, y condiciones inadecuadas pueden afectar su capacidad para

colonizar las raices y otros tejidos, la disponibilidad de nutrientes en el suelo también influye.
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Beauveria spp. necesita nutrientes adecuados para su crecimiento y desarrollo. La deficiencia
0 el exceso de ciertos nutrientes pueden afectar su capacidad de establecerse como endofito,
ademas, la susceptibilidad de diferentes especies de plantas y variedades de cultivo a la
colonizacion endofitica de Beauveria spp.. spp. puede variar considerablemente. Algunas
plantas pueden ser mas receptivas que otras, y ciertas variedades pueden mostrar mayor

tolerancia o resistencia a la presencia del hongo (Agropal 2016).

7.5.3 Evaluacion de la colonizacién: Métodos de deteccion y cuantificacion del hongo en

tejidos vegetales.

La evaluacion de la colonizacion de Beauveria spp. en tejidos vegetales es esencial para
comprender su interaccion con las plantas y su efectividad como endoéfito. Aqui se presentan
algunos métodos comunes utilizados para detectar y cuantificar la colonizacién del hongo en

tejidos vegetales.

Uno de los métodos mas tradicionales es el aislamiento en placas de cultivo. Esto implica
extraer tejidos vegetales, como raices o tallos, y luego cultivar en medios de cultivo selectivos.
Las colonias de hongos que crecen en las placas pueden ser contadas y cuantificadas para

determinar su presencia y abundancia en los tejidos vegetales.

La PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) es una tecnica molecular ampliamente utilizada
para detectar la presencia de secuencias especificas de ADN, como las asociadas con B. spp..
Se disefian cebadores especificos para el ADN del hongo, y luego se amplifica y detecta el

ADN extraido de los tejidos vegetales mediante PCR en tiempo real o convencional.

La microscopia proporciona una evaluacion visual de la colonizacion de Beauveria spp. en los
tejidos vegetales. Se pueden utilizar tinciones especificas para resaltar la presencia del hongo,
como la tincién con azul de lactofenol, para evaluar su abundancia y distribucién en los tejidos
(Pucheta Diaz et al. 2006).

Los ensayos de actividad enziméatica pueden servir como un indicador indirecto de la
colonizacion del hongo en los tejidos vegetales. Beauveria spp. produce enzimas especificas

que pueden ser detectadas y cuantificadas en los tejidos mediante ensayos enzimaticos.

Finalmente, técnicas de biologia molecular avanzada, como la secuenciacion de proxima
generacion (NGS) y la transcriptomica, pueden proporcionar informacion detallada sobre la
expresion génica de Beauveria spp. en los tejidos vegetales y su interaccion con la planta a

nivel molecular. Estos métodos proporcionan herramientas valiosas para estudiar la
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colonizacion de B. spp. en tejidos vegetales, lo que ayuda a comprender mejor su papel como
enddfito y su potencial para el control de plagas y enfermedades en la agricultura (Angarita

Merchén, Torres Caicedo, y Diaz Torres 2017).

7.6 Efectos del Endofitismo de Beauveria spp, en el Maiz

El endofitismo de Beauveria spp. en el maiz ofrece una serie de beneficios, incluyendo
proteccion contra enfermedades mediante la competencia con patogenos, estimulacion del
crecimiento vegetal al aumentar la absorcién de nutrientes, mejora de la tolerancia al estrés
abiotico y reduccion del uso de agroquimicos. Estos efectos hacen de Beauveria spp. una
herramienta prometedora para la agricultura sostenible y el manejo integrado de plagas en los

cultivos de maiz (Shiferaw et al. 2011).

7.6.1 Impacto en el rendimiento del maiz: Influencia en el crecimiento, productividad y

calidad del grano.

El impacto del endofitismo de Beauveria spp. en el rendimiento del maiz se refleja en varios
aspectos clave, incluyendo su influencia en el crecimiento, productividad y calidad del grano.
La presencia de Beauveria spp. como endofito puede promover un crecimiento vegetal mas
vigoroso al mejorar la absorcion de nutrientes y estimular la produccion de fitohormonas, lo
que conduce a tallos mas robustos y hojas mas grandes. Esta mejora en el crecimiento puede
traducirse en un aumento en la productividad del cultivo, con un mayor rendimiento de grano
por unidad de superficie. Ademas, Beauveria spp. puede contribuir a la calidad del grano al
proteger la planta contra enfermedades y estrés abiotico, lo que resulta en granos de maiz mas
sanos y de mejor calidad nutricional. En resumen, el endofitismo de Beauveria spp. puede tener
un impacto positivo en el rendimiento del maiz al promover un crecimiento méas saludable, una

mayor productividad y una mejor calidad del grano (Pacheco Hernandez et al. 2019).

7.6.2 Resistencia a plagas y enfermedades: Efectividad contra plagas especificas del maiz.

La resistencia a plagas y enfermedades es una ventaja importante del endofitismo de Beauveria
spp, en el maiz, ya que este hongo actia como un agente de control biolégico natural. Es
efectivo contra varias plagas especificas del maiz, incluyendo gusanos del tallo, gusanos
cogolleros, escarabajos y hongos patégenos del suelo. Beauveria spp. puede controlar las
poblaciones de estas plagas al infectar y reducir su nimero, lo que disminuye los dafios en los
cultivos de maiz. Esto proporciona una proteccion natural y reduce la dependencia de los

agricultores en el uso de productos quimicos para el control de plagas, promoviendo asi
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practicas agricolas mas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente (Sandoval y Mur
2018).

7.6.3 Tolerancia al estrés abidtico: Respuesta a condiciones de sequia, salinidad, y otros
factores ambientales.

El endofitismo de Beauveria spp. en el maiz puede mejorar la tolerancia de la planta al estrés
abiotico, como la sequia, la salinidad y otros factores ambientales adversos. Este hongo puede
activar respuestas de defensa en la planta, induciendo la sintesis de compuestos protectores
como osmolitos y antioxidantes, que ayudan a la planta a mantener su vitalidad bajo estrés.
Ademas, puede promover el crecimiento radicular y aumentar la eficiencia de absorcién de
agua y nutrientes, lo que ayuda a mantener un adecuado estado hidrico y nutricional. La
presencia de Beauveria spp. también puede proteger a las plantas contra patdgenos
oportunistas, fortaleciendo su sistema inmunoldgico y compitiendo con los patdégenos por
recursos en el suelo. En resumen, el endofitismo de Beauveria spp. contribuye a la resiliencia
y supervivencia de los cultivos de maiz en condiciones ambientales desafiantes (Barajas-
Méndez et al. 2022).

7.7 Casos de Estudio y Experiencias Previas.

En la investigacion sobre el endofitismo de Beauveria spp. en el maiz, se han realizado varios
casos de estudio y se han documentado experiencias previas que destacan su efectividad y
beneficios potenciales. Estos casos de estudio y experiencias previas han proporcionado
informacion valiosa sobre como Beauveria spp. puede mejorar el crecimiento, proteger contra
plagas y enfermedades, y aumentar la tolerancia al estrés en los cultivos de maiz (Agricultura
(IICA) 2015).

Algunos casos de estudio han demostrado como la presencia de Beauveria spp. como endofito
puede aumentar la resistencia del maiz a plagas especificas, como los gusanos del tallo y los
gusanos cogolleros, reduciendo asi la necesidad de aplicar pesticidas quimicos. Ademas, se han
observado mejoras en el crecimiento y rendimiento del maiz en condiciones de estrés abiotico,
como sequia o salinidad, cuando las plantas estan colonizadas por Beauveria spp. (Chiriboga,

Gomez, y Garces 2015).

Experiencias previas en campo también han demostrado la viabilidad y eficacia del uso de
Beauveria spp. como un enfoque de control bioldgico para el maiz. Agricultores y

investigadores han observado una reduccion en los dafios causados por plagas y enfermedades,
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asi como una mejora en la salud y calidad de los cultivos de maiz, al integrar el endofitismo de

Beauveria spp. en sus practicas agricolas (Rojas 2019).

7.7.1 Revision de literatura: Estudios previos y resultados sobre el uso de Beauveria spp.

en maiz y otros cultivos.

La revision de literatura sobre el uso de Beauveria spp. en maiz y otros cultivos proporciona
una visién amplia de los estudios previos y los resultados obtenidos en este campo. Numerosos
estudios han explorado el potencial de Beauveria spp. como un agente de control bioldgico
para mejorar el rendimiento y la salud de los cultivos. En el contexto del maiz, se han
documentado investigaciones que destacan la capacidad de Beauveria spp. para controlar
plagas especificas, como gusanos del tallo y cogolleros, reduciendo asi la necesidad de
pesticidas quimicos y minimizando los dafios en los cultivos. Ademas, se han observado efectos
positivos en el crecimiento del maiz y su tolerancia al estrés abi6tico, como la sequia y la
salinidad, cuando las plantas estan colonizadas por Beauveria spp.. Ademas del maiz, estudios
en otros cultivos agricolas también han demostrado el potencial de Beauveria spp. como un
agente de control biologico efectivo contra una variedad de plagas y enfermedades. Estos
hallazgos respaldan la viabilidad y la promesa del uso de Beauveria spp. en la agricultura como
una alternativa sostenible y respetuosa con el medio ambiente para el control de plagas y la

mejora del rendimiento de los cultivos (Molina y Espinal 2006).

7.7.2  Aplicaciones practicas y comerciales: Exitos y desafios en la implementacion a nivel

de campo.

Las aplicaciones practicas y comerciales de Beauveria spp. en la agricultura han experimentado
tanto éxitos como desafios en su implementacién a nivel de campo. Por un lado, se han
observado numerosos éxitos en el uso de Beauveria spp. como un agente de control biol6gico
efectivo en diferentes cultivos, incluido el maiz. Se ha demostrado su capacidad para controlar
plagas especificas, reducir el uso de pesticidas quimicos y mejorar el rendimiento de los
cultivos. Ademaés, se han desarrollado formulaciones y métodos de aplicacion que permiten
una facil integracion de Beauveria spp. en practicas agricolas existentes (Martinez y Ponce
2012).

Sin embargo, también existen desafios significativos en la implementacion a nivel de campo.
Uno de los principales desafios es la estandarizacion y optimizacion de las practicas de
aplicacion para garantizar una distribucién uniforme y una efectividad consistente de

Beauveria spp. en el control de plagas. Ademas, la aceptacion y adopcion por parte de los



20

agricultores pueden ser variables, especialmente en regiones donde el uso de productos
quimicos es predominante y la conciencia sobre alternativas bioldgicas es limitada (Delgado y
Murcia-Ordofiez 2011).

Otros desafios incluyen la viabilidad econémica y la escalabilidad de la produccion de
Beauveria spp. a gran escala, asi como la regulacién y el registro de productos bioldgicos en
diferentes jurisdicciones. Ademas, la investigacion continua es necesaria para abordar
cuestiones como la estabilidad de las formulaciones, la compatibilidad con otros métodos de
control de plagas y la evaluacion a largo plazo de los impactos ambientales y la seguridad para
la salud humana (Botero, Marin, y Machado 2009a).

A pesar de estos desafios, las aplicaciones practicas y comerciales de Beauveria spp. en la
agricultura representan una oportunidad prometedora para mejorar la sostenibilidad y la
eficacia de los sistemas de produccion de alimentos. Con un enfoque continuo en la
investigacion, la colaboracion entre industria, academia y agricultores, y el apoyo politico
adecuado, es posible superar estos desafios y avanzar hacia un uso mas amplio y efectivo de

Beauveria spp. en la agricultura a nivel mundial (Inglese et al. 2018).

7.8 Perspectivas Futuras y Desafio.

Las perspectivas futuras para el uso de Beauveria spp. en la agricultura son prometedoras, pero
enfrentan desafios importantes. Se espera que la investigacidn avance en el desarrollo de cepas
mas eficaces y especificas del hongo para el control de plagas en cultivos como el maiz, asi
como en la optimizacion de formulaciones y métodos de aplicacion. Sin embargo, la resistencia
de las plagas a los biopesticidas, la necesidad de educacion y concienciacion de los agricultores,
y las preocupaciones sobre seguridad y impacto ambiental son desafios que deben abordarse.
Con un enfoque colaborativo y comprometido, es posible aprovechar el potencial de Beauveria

spp. para mejorar la sostenibilidad y eficacia de la produccidon agricola (Sanchez et al., 2022).

7.8.1 Innovaciones en técnicas de inoculacion: Desarrollo de nuevas metodologias y

tecnologias

Las innovaciones en técnicas de inoculacién de Beauveria spp. estan en constante desarrollo,
buscando mejorar la eficacia y la conveniencia de su aplicacion en la agricultura. Se estan
explorando nuevas metodologias y tecnologias para optimizar la distribucion y el
establecimiento del hongo en los cultivos. Esto incluye el desarrollo de formulaciones mas

estables y efectivas, como microencapsulacion y nanoparticulas, que protegen al hongo durante
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el almacenamiento y aumentan su supervivencia y actividad en el campo. Ademas, se estan
investigando métodos de aplicacion mas precisos y dirigidos, como sistemas de liberacién
controlada y aplicacion aérea mediante drones, que permiten una distribucion uniforme y
eficiente de B. spp. en &reas agricolas extensas. Estas innovaciones tienen el potencial de
mejorar la eficacia del control bioldgico de plagas y enfermedades en la agricultura,
contribuyendo asi a una produccion de alimentos mas sostenible y respetuosa con el medio
ambiente. Sin embargo, es necesario continuar con la investigacion y la evaluacion de estas
nuevas tecnologias para garantizar su viabilidad y seguridad en el campo (Ejido y Quintana
2014).

7.8.2 Regulacién y aceptacion del mercado: Normativas y percepcion del uso de hongos

endofitos en la agricultura.

La regulacion y la aceptacion del mercado son aspectos fundamentales para el uso exitoso de
hongos endéfitos como Beauveria spp. en la agricultura. Las normativas y politicas regulatorias
relacionadas con biopesticidas varian segun la region y pueden influir en la disponibilidad y el
uso de estos productos. La aceptacion del mercado también depende en gran medida de la
percepcion de los agricultores, los consumidores y los responsables de la toma de decisiones
sobre la eficacia, seguridad y beneficios ambientales de los hongos endofitos en comparacion

con los pesticidas quimicos tradicional(Ramirez, 2018) .

Para promover la regulaciéon y la aceptacion del mercado de los hongos enddéfitos en la
agricultura, es importante abogar por estandares regulatorios claros y consistentes que
garanticen la seguridad y la eficacia de estos productos. Esto incluye la realizacion de estudios
cientificos rigurosos para evaluar su impacto en la salud humanay el medio ambiente, asi como
el desarrollo de protocolos de aplicacién y etiquetado claros para guiar su uso seguro y efectivo
en el campo (Chi Chi 2015).

Ademas, es crucial educar a los agricultores, los consumidores y los responsables de la toma
de decisiones sobre los beneficios de los hongos endofitos en términos de control de plagas,
mejora del rendimiento del cultivo y reduccion del impacto ambiental. Esto puede implicar
campafias de sensibilizacién, programas de capacitacion y demostraciones en campo para
mostrar los resultados positivos y fomentar la adopcion de précticas agricolas mas sostenibles
y respetuosas con el medio ambiente (Rengifo 2019).
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7.8.3 Investigaciones futuras: Areas de investigacion y potenciales aplicaciones

emergentes.

Las investigaciones futuras en torno a Beauveria spp. abarcan una variedad de campos y
prometen desbloquear potenciales aplicaciones innovadoras tanto en la agricultura como en
otros sectores. Estas investigaciones se centran en comprender mas profundamente la
variabilidad genética de este hongo y en como podria aprovecharse para desarrollar cepas
mejoradas con caracteristicas especificas. Ademas, se estan explorando las complejas
interacciones entre Beauveria spp. y las plantas hospederas, con el objetivo de desarrollar

estrategias de control de plagas mas integradas y eficaces (Chiriboga 2015).

Por otro lado, los cientificos estan investigando nuevas formulaciones y métodos de aplicacion
que puedan mejorar la estabilidad y la eficacia de Beauveria spp. en condiciones reales de
campo. Esto podria incluir el desarrollo de tecnologias de microencapsulacion o
nanoparticulas, asi como sistemas de liberacién controlada que permitan una dispersién mas

precisa del hongo en el medio ambiente agricola (Auquilla 2017).

Ademas, se estan llevando a cabo estudios sobre la capacidad de Beauveria spp. para controlar
plagas y enfermedades emergentes, asi como su eficacia frente a la resistencia que algunas
plagas pueden desarrollar a los pesticidas quimicos convencionales. Al mismo tiempo, se estan
evaluando los posibles impactos ambientales y los riesgos para la seguridad asociados con su
uso, con el fin de garantizar que su aplicacion sea segura tanto para el medio ambiente como

para la salud humana.

En Gltima instancia, estas investigaciones podrian allanar el camino para la implementacion de
practicas agricolas mas sostenibles y resistentes en el futuro, ofreciendo soluciones efectivas y
respetuosas con el medio ambiente para el control de plagas y enfermedades en la

agricultura(Nussenbaum, 2014).
8. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

8.1 Area de estudio.

La presente investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de la Universidad Técnica de
Cotopaxi, ubicado en el campus Salache. Este se encuentra en el area rural del canton
Latacunga, al suroeste de la cabecera cantonal, junto a la carretera E35, en el kilometro 7.53,
en el barrio Salache Eloy Alfaro. La localizacion geogréafica del lugar es a una altitud de 2720
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metros sobre el nivel del mar, con coordenadas de 78°37'23" de longitud oeste y 0°59'58" de

latitud sur.

Figural.  Area de estudio
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Nota. Elaborado por Luis L.
8.2 Tipo de investigacion

8.2.1 Investigacion Experimental

Para la realizacion de esta investigacion, se disefié un conjunto de actividades metodoldgicas,
incluyendo el estudio de variables y la formulacion de hip6tesis, asi como diversas técnicas
que facilitaron la recopilacion de informacion y datos esenciales. Estas actividades
metodoldgicas se estructuraron de manera que permitieran una evaluacion precisa y rigurosa
del rendimiento endéfito de Beauveria spp. en plantas de maiz.

8.3 Métodos de Investigacion

8.3.1 Observacion Cientifica

La observacidn cientifica permitié obtener una percepcion directa del objeto de estudio.
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8.3.2 Investigacion Cualitativa y Cuantitativa

Esta investigacidn posee un enfoque mixto, cualitativo y cuantitativo. En su aspecto cualitativo,
se describe el comportamiento y los sucesos complejos del Beauveria spp. en su medio natural,
observando cémo interactla con las plantas de maiz en un entorno controlado. Este enfoque

permite una comprension profunda de los procesos y fenémenos biol6gicos involucrados.
8.3.3 Inductivo

Se obtuvieron conclusiones generales a partir de premisas particulares que se procesaron

durante la investigacion.

8.4 Técnicas de Investigacion

8.4.1 Observacion Directa

Se permitié la observacion de desarrollo de la planta de maiz al ser inoculado con diferentes
dosis de Beauveria spp..

8.4.2 Fichaje

Se registraron datos obtenidos mediante fichas elaboradas y ordenadas, conteniendo la mayor

cantidad de informacion posible obtenida durante la investigacion.

8.5 Materiales y Equipos

8.5.1 Materiales de campo.
Azadon

Pala

Gas

Chamuscador

8.5.2 Materiales de laboratorio.
Agar Papa Dextrosa (PDA)

Agua destilada
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Cajas Petri

Antibiotico (Gentamax 280) presentacion de ampolleta
Pinzas metalicas

Agujas de diseccion

Bisturi

Porta y cubre objetos

8.5.3 Materiales para el ensayo:
Granos de maiz

Vasos de 14 onzas

Lienzo o Tela Tul

Ligas plasticas

Papel aluminio

8.5.4 Equipos de laboratorio:
Microscopio

Autoclave

Camara de Flujo Laminar
Céamara de Incubacion

Camara de Neubauer

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

AxBxC+1; donde se present el Factor (A) como Beauveria spp. (nativa y comercial), el Factor
(B) concentracion y el Factor (C) frecuencia. Este disefio contd con un testigo. Se realizaron
cuatro repeticiones por cada concentracion y tipo de Beauveria ssp, dando un total de 90

unidades experimentales.

Beauveria spp. nativa Beauveria spp. comercial
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8.7 Unidad Experimental

La unidad experimental en este ensayo consto de 3 granos de maiz por maceta, sometida a un
tratamiento especifico con diferentes concentraciones y tipos de Beauveria spp. Cada
tratamiento se replico en varias macetas para asegurar la validez de los resultados.

8.8 Factores en estudio

El presente ensayo consto de tres factores en estudio:

Factor A: Beauveria spp.

Bn = Beauveria spp, nativa

B¢ = Beauveria spp, comercial

Factor B: Concentracion

Ci=1x10*



C2=1x10°

C3=1x10°

Factor C: Frecuencia

F1= Cada 3 dias

F2 = Cada 7 dias

F3 = Cada 15 dias

8.9 Andlisis de la varianza Anova

Para realizar el andlisis de la varianza entre los datos obtenidos en el estudio respecto al
crecimiento de las plantas al aplicar tratamientos especificos, es necesario considerar el método
denominado ANOVA, la cual sirve como una técnica estadistica para comprar la media entre
3 0 més grupos y por ende identificar si existe una diferencia importante entre dichos datos,
ante ello es posible determinar si existe una diferencia significativa o los datos simplemente

estan dados al azar. Para poder comprobar aquello se debe tener en cuenta 2 hipotesis:

Ho: no hay diferencia significativa entre las alturas al aplicar los tratamientos.

H1: existe diferencia significativa entre las alturas al aplicar los tratamientos.

8.9.1

Tabla 2.

Esquema Anova

Esquema del ANOVA

Esquema del ANOVA

FUENTES DE VARIACION

FUENTES DE VARIACION

Tratamientos 18
Repeticion 3
Factor A: (beauveria) 1
Factor B: (concentraciones) 2
Factor C: (frecuencia) 2
Factor A x Factor B 2
Factor B x Factor C 4
Factor A x Factor C 2
Factor A x Factor B X Factor C 4
Error 51
Total 71
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8.10 Tratamientos en estudio

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

experimental:

Tabla 3. Tratamiento y simbologia.
Tratamientos Concentraciones BEAUVER Frecuencia Simbologia
A SPP.
Tl Cl Bn F3 C1BnF3
T2 Cc2 Bn F3 C2BnF3
T3 C3 Bn F3 C3BnF3
T4 Cl Bn F7 C1BnF7
T5 C2 Bn F7 C2BnF7
T6 C3 Bn F7 C3BnF7
T7 C1l Bn F15 C1BnF15
T8 C2 Bn F15 C2BnF15
T9 C3 Bn F15 C3BnF15
T10 Cl Bc F3 C1BcF3
T11 Cc2 Bc F3 C2BcF3
T12 C3 Bc F3 C3BcF3
T13 Cl Bc F7 C1BcF7
T14 C2 Bc F7 C2BcF7
T15 C3 Bc F7 C3BcF7
T16 C1l Bc F15 C1BcF15
T17 C2 Bc F15 C2BcF15
T18 C3 Bc F15 C3BcF15

Nota. Elaborado por Luis L.

8.11 Variables en estudio.

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

Tabla 4. Variables a evaluar.
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Tipo de Variable Nombre

Indicador

Indice

DEPENDIENTE

Crecimiento de

plantas

Colonizacion

hongo

Granos germinados.

las

del

Cantidad de granos
germinados
Crecimiento de las
plantas

semanalmente

Crecimiento de la
colonizacién del
hongo.

% de germinacion.

Altura en cm de las

plantas.

Radio
del hongo.

crecimiento

INDEPENDIENTE | Beauveria spp

Concentracién de
conidios

1x 10

1x 108

1x 108

Suspension de 10 ml
por unidad

experimental

Nota. Elaborado por Luis L.
8.12 Metodologia del aislamiento.

8.12.1 Preparacion de medio de cultivo.

Se empled la metodologia descrita por (Gomez et al. 2014) para la preparacion del medio de

cultivo PDA, siguiendo estos pasos:

8.12.1.1

Preparacion del Medio de Cultivo:

e Enun recipiente de precipitacion esterilizado, se midieron 400 ml de agua destilada.

e Se pesaron 15,6 gramos de agar nutritivo sélido en una balanza analitica y se agregaron

al agua destilada.

e Lamezcla se agit6 hasta lograr una homogeneidad completa.

e Se esteriliz6 la mezcla en autoclave a 35°C por 35 minutos.

e Después de la esterilizacion, se afiadié una ampolla de antibiético (Genta Max de 280)

para evitar la contaminacién bacteriana.

e Este proceso se llevd a cabo en una cdmara laminar, después de que la disolucion se

enfrié durante 15 minutos.
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e Ladisolucion se distribuy6 en cajas Petri de pléstico y se dejo reposar aproximadamente

10 minutos para que solidificara.

8.12.1.2 Incubacién:

e Las cajas Petri preparadas se colocaron en una incubadora.
e Latemperatura del medio de cultivo se mantuvo entre 25y 37°C.

e Seincubaron las cajas Petri durante 8 dias en estas condiciones controladas.

8.12.1.3 Observacion de Morfologia:

e Después del periodo de incubacidn, se observo la morfologia de las colonias formadas.

e El micelio se caracterizo por ser blanco, algodonoso y polvoriento.

e Los conidios fueron descritos como hialinos, redondeados y unicelulares, con una base
apiculada de tamafio entre 2,5y 4,5 pum.

e Losconidiéforos fueron alargados y solitarios, con una base subglobosa de dimensiones
que oscilaron entre 3 'y 20 um de largo por 1,3 a 4 um de ancho, formando racimos

compactos.

Figura 2. Morfologia Beauveria spp.

Nota. La imagen muestra una placa de cultivo después del periodo de incubacion

8.12.2 Meétodo de multiplicacion de Beauveria spp.

En esta fase, se siguid el protocolo de (Greenfield et al. 2016), utilizando el método de cultivos
monosporicos para la multiplicacion del hongo Beauveria spp, A continuacién, se describen

los pasos:
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e Se prepard medio de cultivo con agar papa dextrosa (PDA).

e El medio de cultivo se llevé a la autoclave para su esterilizacién. Luego, se dejé enfriar
a temperatura ambiente en una cdmara de flujo laminar y se afiadio el antibidtico
“Gentamax 280”.

e Seselecciond una caja Petri con el aislamiento de Beauveria spp, y se realiz6 un raspado
en la parte con mayor presencia de micelios utilizando una asa de siembra. El cual se
colocé en una nueva caja Petri.

e Lacaja Petri se cerrd y sell6 con cinta Parafilm, se rotuld y se colocé en una incubadora
a 25°C.

e Después de 7 dias, la caja Petri estaba cubierta con Beauveria spp, considerado como
el primer subcultivo del aislamiento madre (insecto).

e Con el primer subcultivo limpio y sin contaminacién, se preparé nuevamente medio de
cultivo suplementado con el antibiotico.

e Se realizaron el raspado del subcultivo de Beauveria spp. con el asa de siembra y cada
raspado se coloco en una nueva caja Petri, se selld con cinta Parafilm y se identificd.

e Finalmente, las cajas se envolvieron en papel film y se colocaron en la camara de

incubacion. Después de 5 a 7 dias, las nuevas cajas estaban cubiertas con Beauveria

Spp.

8.13  Método para conteo de UFC (Unidades Formadoras de Colonias)

En esta fase, se siguio el protocolo descrito por (Greenfield et al. 2016)que consiste en realizar
diluciones seriadas 1:10 y extender 0.1 mL de cada dilucién en una placa; las placas se incuban

hasta que las colonias son visibles para su recuento.

e Seleccionar las cajas Petri que contienen Beauveria spp para realizar el conteo.

¢ Afadir agua destilada en una de las cajas Petri con el hongo Beauveria spp.

e Obtener las conidas de la superficie del micelio en crecimiento.

e Colocar las conidas de la superficie del micelio en en un vaso de precipitacion.

e Afadir 9 mL de la solucién madre en cuatro tubos de ensayo.

e Agitar el tubo de ensayo con la solucién madre en un agitador Vortex durante 4
minutos.

e Extraer 1 mL de la solucién madre con una pipeta y transferirlo al siguiente tubo de

ensayo.
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e Agitar nuevamente el tubo de ensayo en el agitador Vortex.

e Repetir el procedimiento hasta llegar al ultimo tubo de ensayo, del cual se tomara la
muestra para el conteo.

e Conuna micropipeta, tomar 1 mL de la Gltima solucion mezclada en el agitador VVortex.

e Transferir la muestra a la cdmara de Neubauer y cubrirla.

e Colocar la camara en el microscopio y enfocar la muestra.

e Observar los cuadrantes en la cdmara de Neubauer y contar los conidios presentes.

8.13.1 Determinacion de la concentracion de conidios (cuantificacion en la camara de

Neubauer)

Procedimiento adaptado de (Arredondo-Vega y Voltolina 2007). Con una micropipeta de 100

uL, extraer la solucion de la muestra.

1. Transferir la muestra a la cAmara de Neubauer, llenando un lado de la camara por

capilaridad.
2. Colocar la camara en el microscopio y observar con el mejor lente, enfocando el primer

cuadrante (superior derecho).
3. Cuantificar los conidios presentes en el cuadrante central segun se indica en la figura

Figura 3. Reglilla de Neubauer.

Fuente: (Arredondo-Vega y Voltolina 2007).
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Preparacion de Solucion Madre

Esterilizacion:

Se introdujeron pinzas, tijeras, puntas de micropipetas, vasos, asas, probetas y agua destilada

en papel aluminio en autoclave para esterilizacion.

8.14.2

8.14.3

8.15

8.16

Cosecha de Micelios:

Se extrajeron las cajas Petri con micelios visibles y se raspé el medio de cultivo con un
asa bacterioldgica para liberar todas las esporas.

Esta suspension se diluyé en 300 ml de agua destilada purificada para alcanzar una
concentracion aproximada de 108 conidios/ml.

Se agitd la solucion durante 10 minutos para asegurar la dispersion uniforme de las

particulas.
Preparacion de Concentraciones:

Se dispensaron 10 ml de la solucién madre en un tubo de ensayo y se agitd durante 50
segundos.

Se tom6 1 ml de la solucion madre con una micropipeta y se transfirio al primer tubo
de ensayo que contenia 9 ml de agua purificada, completando asi 10 ml. Se agitd
nuevamente durante 50 segundos en un vortex.

Este proceso se repitid sucesivamente en cada tubo de ensayo para obtener las
siguientes concentraciones: 1 x 10* conidios/ml, 1 x 10° conidios/ml y finalmente 1 x

108 conidios/ml.

Preparacion del medio de cultivo.

Se selecciona la tierra mas adecuada para el cultivo de maiz.
En una canche de sementd se coloco la tierra esparcida de manera uniforme la tierra.
con ayuda de una pala, un azadén, un tanque de gas y un chamuscador se procedio a

esterilizar la tierra

Exposicion de las semillas al hongo

Esta fase consistio en la inoculacion de las semillas de maiz con la cepa reactivada de Beauveria

spp, nativa y comercial utilizando dos métodos de exposicion:
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8.16.1 Inmersion

« Lassemillas de maiz, correspondientes a cada concentracion 1 x 104, 1 x 106y 1 x 108,
se colocaron en un recipiente plastico que contenia 10 mL de solucién de Beauveria
spp, nativa y comercial y se sumergieron durante 2 minutos.

o Después de la inoculacidn, las semillas de miaz se colocaron en un lugar fresco para

posteriormente su siembra, y asi dar el seguimiento de la investigacion.
8.16.2 Aspersion

Una vez brotado la planta se asperjaron con la suspension del hongo, en la frecuencia de cada
3 dias, cada 7 dias y cada 15 dias con las concentraciones de concentracion 1 x 104, 1 x 10% y

1 x 108 para Beauveria spp, comercial y nativa.
8.17 Datos Evaluados
8.17.1 Viabilidad y germinacion de conidios:

e Tasa de germinacién de semillas de maiz tratadas con Beauveria spp. nativa y
comercial.
« Comparacion de la germinacion en diferentes concentraciones de conidios (1 x 10, 1

x 10%y 1 x 108 conidios/mL) y un grupo control.
8.17.2 Crecimiento del Maiz

e Medicion semanal de la altura de las plantas durante dos meses.

e Conteo semanal del numero de hojas en cada planta durante dos meses.
8.17.3 Colonizacion como endofito:

o Analisis de muestras de hojas de maiz para verificar la presencia y colonizacion de

Beauveria spp. como enddfito.
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9. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

9.1 Andlisis de la Tasa de Germinacion de Semillas

Se evalu6 la tasa de germinacién de las semillas tratadas con Beauveria spp. comercial y
Beauveria spp. nativa a tres diferentes concentraciones. De acuerdo al analisis de medias, no
se encontraron diferencias significativas en la tasa de germinacion entre las semillas tratadas y

las no tratadas, independientemente de la concentracion aplicada.

Tabla 5. Tasa de Germinacioén de Semillas.

testigo C1 Cc2 C3
BEAUVERIA SPP.

85,2 % 86,1 % 94.4 % 91,7 %
NATIVA
BEAUVERIA SPP.

85,2 % 86,1 % 86,1 % 88,9 %
COMERCIAL

Nota. Elaborado por Luis L.

Este hallazgo, es congruente con los resultados de (S&nchez et al., 2022), quienes reportaron
mejoras en la tasa de germinacion de semillas de maiz tratadas con Beauveria spp, atribuyendo

este efecto a las propiedades promotoras de crecimiento del hongo.

Figura 4. Tasa de Germinacion de Semillas
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Nota. Elaborado por Luis L.

Segun la grafica no se ha observado diferencias en la germinacién entre el testigo y las
concentraciones de Beauveria spp, los estudios como el de (Botero et al., 2009) aun sugieren
que Beauveria spp, podria inducir cambios fisioldgicos positivos. Quizas esos efectos podrian
manifestarse en otras fases del desarrollo de las plantas o a través de diferentes mecanismos

que no se reflejan directamente en la tasa de germinacion.

9.2 Analisis del crecimiento del maiz por semanas

El crecimiento semanal de las plantas de maiz tratadas con Beauveria spp, nativa y comercial
se evalud en términos de altura de planta. Durante las primeras semanas, se observo un
crecimiento inicial en todas las plantas de 4,14cm 4,2cm 4,59cm 4,78cm de crecimiento entre
las tratadas y las no tratadas Beauveria spp, nativa y comercia respectivamente. En la segunda
semana, no se notd una diferencia destacable en la altura y el nimero de hojas. En la tercera
semana, las plantas tratadas mostraron un leve aumento en altura, aunque la diferencia con el
testigo no fue estadisticamente significativa. Para la cuarta semana, las plantas tratadas
presentaron un desarrollo més robusto, aunque el margen de diferencia respecto al testigo
seguia siendo modesto. En la quinta semana, las plantas tratadas a concentraciones de, 1 x 10°
y 1 x 108 conidios/mL y con aplicaciones mas frecuentes mostraron un crecimiento algo

superior, pero la diferencia respecto a las plantas no tratadas no fue considerablemente notable.
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Figura 5. Crecimiento semanal

Nota. Elaborado por Luis L.

Estos resultados coinciden en parte con los hallazgos de (Martinez y Ponce 2012), quienes
también reportaron incremento en el crecimiento y desarrollo de plantas de maiz tratadas con
Beauveria spp, aunque en su estudio las diferencias eran mas marcadas. Ademas, las
investigaciones de (Garcia etal. 2020), sugieren que Beauveria spp. podria mejorar la
absorcion de nutrientes y la resistencia al estrés hidrico, lo que podria haber influido en el

rendimiento observado, aunque los efectos no fueron tan pronunciados en este estudio.

9.3 Criterio de seleccion

Para poder seleccionar la hipotesis que se cumple en base al analisis de la varianza Anova se

toma en cuenta 2 criterios:

Si p > 0,05 se acepta la hipétesis nula y se rechaza la hipotesis alternativa
Si p < 0,05 se acepta la hipdtesis alternativa y se rechaza la hipotesis nula
Tabla 6. Anélisis de varianzd

F.V. SC Gl18 CM F p-valor
Tratamientos 47,4 2,37 4461,31 <0,0001




Repeticion

Factor A: (beauveria)
Factor B: (concentraciones)
Factor C: (frecuencia)
Factor A x Factor B

Factor B x Factor C

Factor A x Factor C

Factor A x Factor B X
Factor C

Error

Total

2,00E-03
1,07
19,02
17,39
4,64

1,14

0,45

3,69
0,03
47,43

71

6,70E-04
1,07

9,51

8,7

2,32

0,28

0,22

0,92
5,30E-04

1,26
2007,1
17906,84
16369,7
4368,05
535,33
419,51

1736,44

0,2981
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001

<0,0001

Nota. Elaborado por Luis L.
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El analisis de varianza (ANOVA) indic6 que el modelo es altamente significativo (p < 0,0001),

lo que evidencia diferencias importantes entre los tratamientos evaluados. Especificamente, el

tipo de Beauveria (Factor A), las concentraciones (Factor B), y la frecuencia de aplicacion

(Factor C) mostraron efectos significativos con p-valores menores a 0,0001. Esto sugiere que

cada uno de estos factores influye de manera significativa en la variable dependiente, lo que se

alinea con estudios previos de (Garcia et al. 2020) encontraron que la concentracion y la

frecuencia de aplicacion de Beauveria son determinantes en la efectividad del hongo como

enddfito, especialmente en condiciones agricolas. Ademas, la interaccion entre factores (como

A x By B x C) también fue significativa, lo que indica que los efectos combinados de estos

factores son cruciales para entender las variaciones en los resultados. La media mas alta se

observd en la concentracion C3 (20,49), lo que sugiere que concentraciones mas altas aumentan

la eficacia del hongo

9.3.1 Test de Tukey.

Tabla 7. Variable Concentracion.

Concentraciones Medias n E.E.

c3 20,49 24 0,01 A

c2 19,95 24 0,01 B

Cc1 19,24 24 0,01 C

Nota. Elaborado por Luis L.
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El analisis de las concentraciones revela diferencias significativas en las medias de la variable
dependiente entre los distintos niveles de concentracion. La concentracion mas alta (C3)
presenta la mayor media (20,49), mientras que la mas baja (C1) tiene la menor media (19,24).
Estas diferencias, clasificadas en grupos distintos segun el test de Tukey, indican que un mayor
nivel de concentracidn se asocia con un aumento significativo en la variable medida.(Iriarte R
2006) mostré que mayores concentraciones de agentes bioldégicos como Beauveria spp. estan
asociadas con un incremento en el rendimiento de crecimiento de las plantas debido a la mayor

disponibilidad del agente para colonizar el entorno y fomentar la salud de las plantas.

Tabla 8. Variable Beauveria.
BEAUVERIA SPP. Medias n E.E.
Bn 20,02 36  4,80E-03 A
Bc 19,77 36  4,80E-03 B

Nota. Elaborado por Luis L.

El andlisis de las medias de Beauveria spp. revela una diferencia significativa entre los dos
tipos evaluados. El tipo Bn muestra una media mayor (20,02) en comparacion con Bc (19,77),
segun el test de Tukey. Esta diferencia sugiere que Bn tiene un impacto mas positivo en la
variable dependiente, con un rendimiento superior al de Bc, lo que indica que el tipo de
Beauveria spp. utilizado afecta significativamente los resultados. Otro estudio relevante es el
de (Martinez y Ponce 2012), que también identificé diferencias significativas en el rendimiento
entre cepas nativas y comerciales de Beauveria, destacando que las cepas nativas pueden

ofrecer un mejor rendimiento debido a su adaptacion especifica al entorno local.

Tabla 9. Variable Frecuencia.

Frecuencia Medias n E.E.

F3 20,46 24 0,01 A

F7 19,96 24 0,01 B

F15 19,26 24 0,01 C

Nota. Elaborado por Luis L.

El anélisis de las frecuencias de aplicacion revela diferencias significativas en las medias de la
variable dependiente entre las frecuencias evaluadas. La frecuencia F3, con una media de
20,46, muestra el mayor impacto positivo, mientras que la frecuencia F15, con una media de
19,26, presenta el menor impacto. La frecuencia F7, con una media de 19,96, se encuentra en

un punto intermedio. Las medias se clasifican en distintos grupos, con F3 en el grupo A, F7 en
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el grupo B, y F15 en el grupo C, lo que indica que la frecuencia de aplicacion tiene una
influencia significativa en la variable medida, siendo las aplicaciones mas frecuentes (F3) las
mas efectivas.(Molina y Espinal 2006) sugieren que una mayor frecuencia de aplicacion de
agentes bioldgicos como Beauveria spp. puede mejorar el crecimiento y desarrollo de las
plantas debido a una mayor presencia del agente en el entorno de la planta, lo que optimiza su

efecto beneficioso.

Tabla 10. Variable Concentracion vs Beauveria
BEAUVERIA
Concentraciones SPP. Medias n E.E.
C3 Bn 20,95 12 0,01 A
C3 Bc 20,04 12 0,01 B
C2 Bn 20,03 12 0,01 B
Cc2 Bc 19,88 12 0,01 C
C1 Bc 19,4 12 0,01 D
C1 Bn 19,08 12 0,01 E

Nota. Elaborado por Luis L.

El andlisis de las concentraciones de Beauveria spp. revela que la mayor media se encuentra
en el tratamiento con la concentracion mas alta (C3) de Beauveria nativa (20,95), seguida por
la misma concentracion de Beauveria comercial (20,04). Las concentraciones intermedias (C2)
tienen medias ligeramente menores, con 20,03 para Beauveria nativa y 19,88 para Beauveria
comercial. Las concentraciones mas bajas (C1) presentan las medias mas bajas, siendo 19,40
para Beauveria comercial y 19,08 para Beauveria nativa. Las diferencias entre las medias son
estadisticamente significativas, con una notacion de A para el tratamiento con la mayor media
y E para la menor, indicando un descenso en el rendimiento a medida que se reduce la
concentracion de Beauveria spp. en los tratamientos. Los estudios de (Tollenaar y Lee 2006)
resalta que la concentracion de esporas y la frecuencia de aplicacion son factores criticos en la
eficacia de Beauveria spp. La investigacion demuestra que concentraciones mas altas
proporcionan una mayor cantidad de esporas disponibles para la colonizacidn, lo que mejora

el crecimiento de las plantas y la proteccion contra plagas.

Tabla 11. Variable Concentracién vs Frecuencia.

Concentraciones Frecuencia Medias n E.E.
C3 F3 21,1 8 0,01 A
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C3 Fr7 20,44 8 0,01 B

C2 F3 20,39 8 0,01 C

C2 F7 20,26 8 0,01 D

C3 F15 19,94 8 0,01

C1 F3 19,9 8 0,01

C2 F15 19,21 8 0,01 F

C1 F7 19,16 8 0,01 G

C1 F15 18,65 8 0,01 H

Nota. Elaborado por Luis L.

El analisis de medias muestra que a medida que disminuyen la concentracion y la frecuencia
de aplicacion de Beauveria spp., también lo hacen las medias obtenidas. La concentracion mas
alta (C3) combinada con la frecuencia mas alta (F3) produce la mayor media (21,10), mientras
que la misma concentracion con frecuencia cada 15 dias (F15) da la media mas baja (19,94).
En concentraciones intermedias (C2), la frecuencia cada 3 dias (F3) obtiene una media de
20,39, y la frecuencia cada 7 dias (F7) una media de 20,26. Para las concentraciones mas bajas
(C1), las medias disminuyen mas con la frecuencia: 19,90 para F3, 19,16 para F7, y 18,65 para
F15. Las diferencias en las medias son estadisticamente significativas, indicando que una
mayor concentracion y frecuencia de aplicacion mejoran el rendimiento de Beauveria spp.,
mientras que menores concentraciones y frecuencias reducen su efectividad. En su estudio
sobre el efecto de diferentes concentraciones y frecuencias de aplicacion de hongos
entomopatogenos en cultivos (National Academies of Sciences et al. 2016), encontro que tanto
la concentracion del agente biolégico como la frecuencia de aplicacion afectan
significativamente su eficacia. Ellos observaron que concentraciones mas altas y aplicaciones
mas frecuentes optimizan el rendimiento del hongo, similar a lo que se ha observado en tu
estudio. Su investigacion destaca la importancia de ajustar estos factores para maximizar la

efectividad de los hongos en el control bioldgico de plagas.

Tabla 12. Variable Beauveria vs Frecuencia.

BEAUVERIA SPP. Frecuencia Medias n E.E.

Bn F3 20,66 12 0,01 A

Bc F3 20,27 12 0,01 B

Bn F7 20,11 12 0,01 C

Bc F7 19,8 12 0,01 D
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Bn F15 19,28 12 0,01
Bc F15 19,25 12 0,01

Nota. Elaborado por Luis L.

El analisis de medias muestra que, en funcion de la frecuencia de aplicacion, Beauveria nativa
(Bn) presenta un rendimiento superior al de Beauveria comercial (Bc). Con una frecuencia de
cada 3 dias (F3), Beauveria nativa alcanza una media de 20,66, significativamente mayor que
la de Beauveria comercial, que es 20,27. A cada 7 dias (F7), la media para Beauveria nativa es
20,11 frente a 19,8 para Beauveria comercial. Sin embargo, a cada 15 dias (F15), las medias
para ambos tipos de Beauveria son similares (19,28 para nativa y 19,25 para comercial). Las
diferencias son estadisticamente significativas, indicando que Beauveria nativa es mas efectiva,
especialmente con aplicaciones méas frecuentes. Segun (Urefia y Poleth 2022) en su estudio
sobre la eficacia de diferentes cepas de Beauveria bassiana y las estrategias de aplicacion,
Huang y Feng encontraron que las cepas nativas de Beauveria tienden a ser mas efectivas que
las comerciales, especialmente cuando se aplican con mayor frecuencia. Ellos demostraron que
la eficacia del hongo puede variar significativamente dependiendo de la cepa y la frecuencia
de aplicacion, alineandose con tus observaciones sobre el rendimiento superior de Beauveria

nativa con aplicaciones mas frecuentes.

Tabla 13. Variable Concentracion vs Beauveria vs Frecuencia
S EEsad 8

F |0 G5|lm &l | = [NEE

T3 |C3 Bn F3 22|4|0,01|A

T6 |C3 Bn F7 (20,88|40,01 B

T2 |C2 Bn F3 20,48|40,01 C

T14 |C2 Bc F7 | 20,3|4|0,01 D

T10 |C1 Bc F3 | 20,3/4|0,01 D

T11 |C2 Bc F3 | 20,3|4|0,01 D

T5 |C2 Bn F7 120,23|4|0,01

T12 |C3 Bc F3 | 20,2/4|0,01 E

T15 |C3 Bc F7 2014(0,01 F
T9 |C3 Bn F15 |19,96|4 0,01 FIG
T18 |C3 Bc F15 |19,92|40,01 G
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T1 |C1 Bn F3 19,5/410,01 H

T8 |C2 Bn F15 {19,38|4|0,01 I

T4 |C1 Bn F7 (19,2214/0,01 J

T13 |C1 Bc F7 19,11410,01 K

T17 |C2 Bc F15 {19,04|4/0,01 L

T16 |C1 Bc F15 | 18,8/4|0,01 M

T7 |C1 Bn F15 | 18,5/4|0,01 N

Nota. Elaborado por Luis L.

El analisis muestra que el rendimiento de Beauveria spp. mejora con concentraciones mas altas
y frecuencias de aplicacion mas frecuentes. La concentracion maxima (C3) con la frecuencia
maés alta (F3) produce la mayor media (22,00), mientras que con concentraciones y frecuencias
menores, las medias disminuyen. Las menores medias se observan en concentraciones bajas
(C1) y frecuencias mayores (F15). Las diferencias en las medias son estadisticamente
significativas, indicando que una combinacion de alta concentracion y alta frecuencia mejora
el rendimiento de Beauveria spp. (Greenfield et al. 2016). En su estudio sobre el efecto de
diferentes concentraciones y frecuencias de aplicacion de Beauveria bassiana, Garcia y
Hernandez encontraron que mayores concentraciones y aplicaciones mas frecuentes resultan
en una mayor eficacia del hongo, similar a los hallazgos de tu andlisis. Su investigacion
confirma que tanto la concentracion como la frecuencia de aplicacion son factores cruciales

para optimizar el rendimiento de los hongos entomopatogenos.

Figura 6. Grafica de Tukey
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Nota. Elaborado por Luis L.

Para los tratamientos (filas), el p-valor obtenido fue 0.0075, que es menor que el nivel de
significancia de 0.05. Esto indica que se rechaza la hip6tesis nula, sugiriendo que existen
diferencias significativas entre al menos algunos de los tratamientos aplicados. De manera
similar, para el factor de frecuencia (columnas), el p-valor fue 0.0052, también menor que 0.05,
lo que lleva a rechazar la hipétesis nula en este caso. Esto demuestra que la frecuencia de
aplicacion tiene un efecto significativo en la variable dependiente. En conclusiéon, tanto los
tratamientos como las frecuencias aplicadas muestran diferencias estadisticamente
significativas, implicando que ambos factores influyen de manera relevante en los resultados
del estudio.(Ryan et al. 2008) En su investigacion sobre el impacto de la concentracion y la
frecuencia de aplicacion en la eficacia de hongos entomopatdgenos, St. Leger y colegas
demostraron que tanto la concentracion de esporas como la frecuencia de aplicacion influyen
significativamente en el rendimiento del hongo. En su estudio, observaron que concentraciones
mas altas y aplicaciones mas frecuentes mejoran la efectividad del hongo, corroborando la

tendencia que has observado en tu investigacion..

9.4 Establecimiento del Método de Colonizacion

La colonizacién de Beauveria en plantas de maiz se determino con la inoculacion de material
en medio de cultivo y posterior desarrollo y crecimiento del hongo enddfito Los resultados
muestran que la colonizacion endofitica fue mas efectiva a concentracion de 1 x 108
conidios/mL, con una frecuencia de aplicacion cada 3 y 7 dias. Esto sugiere una colonizacion

del tejido interno del vegetal y se comprueba su capacidad de colonizar el tejido como un

endofito.

Tabla 14. Colonizacion de Beauveria spp. en tejido vegetal obtenido de plantas de maiz.
Tratamientos | Concentraciones | Beauveria spp. | Frecuencia |Simbologia | Promedio
T1 Cl Bn F1 C1BnF1 0
T2 C2 Bn F1 C2BnF1 0
T3 C3 Bn F1 C3BnF1. 1,399
T4 Cl Bn F2 C1BnF2 0
T5 C2 Bn F2 C2BnF2 0
T6 C3 Bn F2 C3BnF2 0,5303
T7 Cl Bn F3 C1BnF3 0
T8 C2 Bn F3 C2BnF3 0
T9 C3 Bn F3 C3BnF3 0
T10 Cl Bc F1 C1BcF1 0




T11 C2 Bc F1 C2BcF1 0
T12 C3 Bc F1 C3BcF1 0
T13 Cl Bc F2 C1BcF2 0
T14 C2 Bc F2 C2BcF2 0
T15 C3 Bc F2 C3BcF2 0
T16 Cl Bc F3 C1BcF3 0

Nota. El crecimiento del micelio se determiné con el radio de colonizacion de Beauveria spp.
en las frecuencias de aplicacion cada 3y 7 dias a la concentracion de 1 x 108 conidios/mL,.

Elaborado por Luis L.

En el estudio, se logro aislar Beauveria spp. nativa del tejido vegetal de maiz en dos de los seis
tratamientos. Aunque este aislamiento no se obtuvo en todos los casos, el resultado es
significativo, ya que confirma que Beauveria spp. nativa puede establecerse como endéfito en

ciertas condiciones.

Figura 7. Tratamiento 3y 6

Crecimiento del hongo en los tratamientos3 y 6.

Este hallazgo apoya los estudios de (Garcia et al. 2020), quienes demostraron que Beauveria
spp. puede colonizar eficazmente las plantas y actuar como un endéfito beneficioso, mejorando
el rendimiento y la resistencia de las plantas al estrés bidtico y abidtico. Adicionalmente, los

estudios de (Hugo et al. 2018) indicaron que la colonizacion endofitica por Beauveria spp.



46

puede inducir cambios en la expresion génica de la planta, lo que potencialmente mejora su

capacidad de defensa y crecimiento.

9.5 Discusién General

La inoculacion de Beauveria spp. mostré mejoras significativas en la viabilidad y el
crecimiento del hongo, asi como en la tasa de germinacién de las semillas y el desarrollo de las
plantas de maiz. Estos hallazgos sugieren que Beauveria spp. puede ser utilizado eficazmente
como un enddfito beneficioso en cultivos de maiz, mejorando su germinacion y crecimiento.
Las posibles limitaciones del estudio incluyen el tamafio de la muestra y las condiciones
controladas del experimento, que pueden no reflejar las condiciones del campo. Para futuras
investigaciones, se recomienda realizar estudios a mayor escala y en condiciones de campo
para confirmar estos hallazgos y explorar otras posibles aplicaciones de Beauveria spp.
Ademas, seria Util investigar el impacto a largo plazo de la inoculacion de Beauveria spp. en el

rendimiento del maiz y su interaccion con otros microorganismos presentes en el suelo.
11. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS)

9.6 Impactos Técnicos:

9.6.1 Avance en Técnicas de Inoculacion.

La investigacién ha ofrecido valiosos datos sobre la inoculacion de Beauveria spp. en cultivos
de maiz, aunque las diferencias observadas no fueron significativamente notables. Estos datos
proporcionan una base técnica solida para la optimizacion de métodos de inoculacién en
investigaciones futuras. Los resultados permiten ajustar las técnicas de aplicacion vy

concentracion del hongo, y desarrollar protocolos méas eficaces para maximizar su impacto.
9.6.2 Conocimiento Ampliado sobre Endofitos.

Esta investigacion ha contribuido a un entendimiento mas profundo del papel de Beauveria
spp. como enddfito en plantas de maiz. Aunque los resultados actuales no muestran mejoras
evidentes, este conocimiento técnico es crucial para futuros estudios que podrian investigar
otras cepas de Beauveria spp. o diferentes condiciones de aplicacion. EI conocimiento obtenido
sobre la interaccion entre Beauveria spp. y maiz abre la puerta a nuevas investigaciones en la

biologia de hongos endofitos y su potencial uso en cultivos agricolas.
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9.7 Impactos Sociales

9.7.1 Promocion de Practicas Agricolas Sostenibles

Aunque la investigacion no mostrd resultados concluyentes, la posibilidad de utilizar
Beauveria spp. como biopesticida podria fomentar la adopcion de préacticas agricolas mas
sostenibles. La reduccion de dependencia en pesticidas quimicos y fertilizantes sintéticos
beneficia a los agricultores al proporcionar alternativas mas ecoldgicas y potencialmente mas

seguras para el medio ambiente y la salud humana.
9.7.2 Educacién y Conciencia sobre Biopesticidas

El estudio ayuda a aumentar la conciencia sobre los biopesticidas y su potencial en la
agricultura moderna. La promocién de técnicas basadas en microorganismos beneficiosos
como Beauveria spp. puede generar un cambio positivo en las practicas agricolas, educando a
los agricultores sobre las ventajas y el manejo de soluciones biol6gicas frente a productos

quimicos tradicionales.

9.8 Impactos Ambientales.

9.8.1 Reduccion del Uso de Productos Quimicos.

Si Beauveria spp. demuestra ser efectivo en investigaciones futuras, su implementacion podria
disminuir la necesidad de pesticidas quimicos en el cultivo de maiz. Esto reduciria el impacto
ambiental negativo asociado con el uso intensivo de quimicos, como la contaminacion del agua

y la degradacion del suelo.
9.8.2 Contribucion a la Sostenibilidad Agricola.

La investigacion resalta el potencial de los microorganismos beneficiosos para mejorar la
sostenibilidad de los sistemas agricolas. Un uso efectivo de Beauveria spp. podria promover
practicas agricolas que mejoren la salud del suelo, aumenten la resistencia de las plantas a
enfermedades y reduzcan la necesidad de tratamientos quimicos, contribuyendo asi a un

manejo agricola mas sostenible y respetuoso con el medio ambiente.
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9.9 Impactos Econdémicos.

9.9.1 Evaluacién del Costo-Beneficio.

Aunque los resultados actuales no muestran una mejora significativa, el potencial econémico
del uso de Beauveria spp. como biopesticida deberia ser evaluado a través de estudios
econdmicos detallados. La comparacion de costos entre la aplicacion de Beauveria spp. y el
uso de pesticidas quimicos permitird a los agricultores tomar decisiones informadas sobre la
viabilidad econémica de implementar esta tecnologia en comparacion con las practicas

agricolas convencionales.
9.9.2 Oportunidades en el Mercado de Biopesticidas.

La posible eficacia de Beauveria spp. en futuros estudios podria abrir nuevas oportunidades de
mercado para productos basados en biopesticidas. Empresas que desarrollan y comercializan
soluciones bioldgicas para la agricultura podrian beneficiarse del aumento en la demanda de
alternativas sostenibles a los productos quimicos. Esto podria estimular la innovacion en el
sector de los biopesticidas y promover el desarrollo de nuevas soluciones para el control de

plagas y enfermedades e.0000000000n cultivos agricolas.

10. CONCLUSIONES

e Las semillas de maiz tratadas con Beauveria spp., tanto nativa como comercial,
mostraron tasas de germinacion similares a las del testigo. Esto sugiere que el
tratamiento con Beauveria spp. no afecta negativamente la capacidad germinativa de
las semillas.

e Las plantas de maiz tratadas con Beauveria spp. mostraron un crecimiento superior en
términos de altura en comparacién con las plantas no tratadas, aunque estas diferencias
no fueron estadisticamente significativas. Esto indica que, aunque Beauveria spp.
puede influir positivamente en el desarrollo de las plantas, el efecto observado no es
suficientemente fuerte para ser considerado significativo en este estudio.

e Beauveria spp. se estableci6 como endofito en plantas de maiz cuando se aplico cada 3
dias a una concentracion de 1 x 108 conidios/mL, con una colonizacion observable con
un radio de 1.40 cm. También se establecio como enddfito con una frecuencia de

aplicacion cada 7 dias a la misma concentracion, mostrando una colonizacion con un
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radio de 0.52 cm. Estos resultados indican que la frecuencia de aplicacion influye en la

extension de la colonizacion endofitica.

11. RECOMENDACIONES

e Continuar utilizando Beauveria spp. en el tratamiento de semillas de maiz, ya que no
afecta negativamente la germinacién. Asegurate de seguir los protocolos de aplicacion
recomendados para maximizar los beneficios potenciales en el desarrollo de las plantas.

e Aunque los resultados no fueron estadisticamente significativos, considera seguir
aplicando Beauveria spp. en diferentes concentraciones y frecuencias para explorar
posibles beneficios. Realiza estudios adicionales para confirmar y aclarar cualquier
posible efecto positivo del hongo sobre el desarrollo de las plantas de maiz.

e Se recomienda aplicar Beauveria spp. con frecuencia regular para promover la
colonizacion endofitica en las plantas de maiz. Realiza estudios adicionales para
determinar las mejores précticas y condiciones para asegurar la presencia efectiva de

Beauveria spp. como enddfito.
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